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초록: 본 연구에서는 허셉틴이 결합된 산화철 나노입자를 함유하는 magnetized microneedles(MMNs)를 저온공정기          

술을 통해 제조하여 magnetic resonance imaging 분자조영제로의 용용에 관한 연구를 수행하였다. 그 결과 MMNs             

제조후에 표면 및 자성특성변화는 관찰되지 않았으며, 90% 이상의 피부투과도와 세포생존율이 확인되었고, 허셉틴           

을 결합한 MMNs에서 30% 이상의 급격한 signal intensity 변화가 확인되었다. 결론적으로, 허셉틴이 결합된 MMNs             

가 자기공명분자영상 분야의 경피전달시스템을 통한 진단 동시 치료를 위한 기반 기술로서 중요한 역할을 할 것으              

로 기대된다.

Abstract: In this study, magnetized microneedles (MMNs) that contain herceptin conjugated to iron oxide nanoparticles 

were manufactured by low temperature process technology and its effects on magnetic resonance (MR) molecular imag-               

ing were investigated. The results showed that after the MMNs were manufactured, changes in morphology and magnetic 

properties were not observed and more than 90% of the skin permeability and cell viability were confirmed and dramatic 

signal intensity changes of MMNs containing herceptin were confirmed more than 30% on magnetic resonance imaging 

measurements. In conclusion, it is expected that MMNs containing herceptin have an essential role as a base technology 

in the field of MR molecular imaging, which can diagnose and therapeutic through transdermal drug delivery system.

Keywords: heceptin, microneedles, magnetic microneedle, magnetic resonance imaging, molecular imaging.

서  론

영상의학분야의 대표적인 단층 촬영 영상 의료기기인 자기      

공명영상(magnetic resonance imaging, MRI)이란 비침습적으    

로 다양한 3차원의 영상을 얻을 수 있는 기기로 자기장속에        

있는 원자핵에 외부로부터 전자기파 형태의 에너지를 주어      

교란시킨 후 핵에서 발생하는 핵자기공명신호를 공간적인 정      

보를 포함하여 영상화하는 기술로 공간해상도(spatial    

resolution) 및 대조도(contrast)가 뛰어나 병원에서 질병진단    

을 위해 주로 사용되고 있는 진단의료기기이다.1-3 특히, 인체    

의 특정부위나 장기에서 일어난 질병을 높은 정확도로 감별    

할 수 있으며, X-ray를 사용하는 다른 영상 진단 의료기기에    

비해 인체에 무해성이 높아 진단의료현장에서 널리 사용 되    

어 지고 있다.4 자기공명영상의 민감도 증폭을 통한 해상도    

향상을 위해 투여되어지는 조영제의 종류도 T1 조영제와 T2    

조영제로 구분된다. T1 조영제의 경우 물과 비교하여 상대적    

인 밝은(bright or positive) 신호효과(contrast effect)를 나타내    

고, T2 조영제는 어두운(dark or negative) 신호 효과(contrast    

effect)를 나타내어 각각 양성 조영제(positive contrast agent)    

와 음성 조영제(negative contrast agent)로 불리기도 한다. 현    
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재 사용되는 조영제는 Gd-DOTA(macrocyclic gadoteric acid)     

와 Gd-DTPA(gadolinium(III) diethylenetriamine pentaacetic   

acid) 등 착화합물성의 T1 조영제와 산화철 나노 입자와 같        

은 초상자성을 띄는 물질인 T2 조영제가 주로 사용되고 있        

다.5-7 최근 연구동향은 조영제 물질의 독성완화, 조영효과상      

승과 더불어 다중기능화를 위한 나노 크기의 바이오-무기물      

질을 기반으로한 나노하이브리드타입의 조영제 및 조영제를     

경피로 투과하여 전달하려는 특수제형화에 관한 다양한 연구      

가 활발히 진행중이며, 긍정적인 연구결과들을 보이고 있다.8-16

특히, 진단 조영제의 한계를 극복하고자 질병부위를 스스      

로 찾아 갈 수 있는 탐침(probe)인자를 기존의 조영제에 결합        

하는 분자조영제 기술도 활발히 연구되고 있다. 예를들어 자       

기공명영상 조영제인 산화철 나노입자나 산화철을 함유한 나      

노캡술제형 표면에 결합된 항체 또는 분자단이 체내의 혈관       

에 주입된 후, 혈액을 따라서 순환하다가 표적 질병세포의 특        

정 수용체에 결합하게 되면 질병부위에서 조영제의 국소적인      

농도가 상승하게 되어 조영제에 의해 질병부위의 대조도가      

증가하여 영상에서 질병을 검출할 수 있게 되어, 종양 표적        

자기공명 분자영상에 적용하면 종양을 특이적으로 생체 내에      

서 MRI을 통해 진단할 수 있게 되고, 탐침인자를 종양 표적         

시스템으로 항원 항체 반응을 이용하게 되면, 진단동시 치료       

효과를 기대 할 수도 있다.13,17,18

종양표적인 항체 및 항원의 하나의 예로 현재 임상에서 사        

용되고 있는 치료용 항체인 허셉틴(Herceptin, Trastuzumab)     

은 침윤성 유방암에서 발현되는 HER2/neu receptor를 특이      

적으로 표적할 수 있는 단일클론항체이다. 지난 연구결과에      

서 초상자성 산화철 나노입자를 합성하고 생분해성고분자로     

나노 캡술화한 후, 치료용 항체인 허셉틴을 나노 캡슐 표면        

에 결합(conjugation)하여 혈관에 직접 주입하는 주사제형으     

로 제조한 후, 분자조영제로의 가능성을 확인하였다.13 이전      

의 연구 결과들을 기반으로 본 연구에서는 유방암에서 발현       

되는 HER2/neu 수용체(receptor)를 특이적으로 표적화하는    

단일클론항체인 허셉틴(mAb, Herceptin)을 탐침인자로 결합    

한 초상자성의 산화철 나노입자(mAb-SIONs)를 함유하는 마     

이크로 니들(microneedles, MNs) 패치 제형을 제조하였고, 경      

피흡수시스템을 통해 종양세포 부위로 전달하여 영상신호의     

변화를 확인하였다.

MNs는 피부 각질층의 부위에 마이크로 크기의 미세 바늘       

로 물리적인 미세한 구멍들을 뚫어 그 미세한 통로를 이용하        

여 활성약물을 효과적으로 전달하는 방식으로 기존의 경피약      

물전달시스템(transdermal drug delivery system, TDDS)의 문     

제점인 각질층에 의한 활성물질전달 한계를 보완하여 극복할      

수 있는 방식으로 최근 MNs 기술을 활용한 활성성분 전달        

에 관한 다양한 연구들이 수행되어 지고 있다.19-24 주사 전달        

방식의 경우에는 활성약물의 전달효율은 우수하지만 전문적     

인 의료기술이 필요하여 자가투여가 힘들고 활성약물 투여      

시 바늘의 통증과 감염의 위험성이 존재한다는 문제점을 가     

지고 있다.25-28 이러한 방법과 비교할 때 MNs 제형기술을 이     

용한 전달 방식은 활성약물이 피부를 통해 전달되어 상대적     

으로 바늘에 대한 고통없이 최소한의 침습적 방법으로 전달     

할 수 있는 기술이다. 지난 연구결과논문에서 생분해성 고분     

자 히알루론산(hyaluronic acid, HA)과 카르복시메틸셀룰로우    

즈(carboxy methyl cellulose, CMC)를 부형제로 사용하여 초     

상자성의 산화철 나노입자(SIONs, Superparamagnetic Iron    

Oxide Nanoparticles)를 함량비에 따라 함유한 초상자성 마이     

크로 니들 hyaluronic-acid superparamagnetic microneedles    

(HA-SMNs)와 carboxy methyl cellulose-superparamagnetic   

microneedles(CMC-SMNs)를 각각 제조하고 SIONs가 MNs    

제형 안에 안정하게 분산되어 SMNs의 특성이 유지되는 것     

을 확인하였다. 이러한 제형화 기술을 기반으로 본 연구에서     

는 N-succinimidyl ester functionalized 초상자성의 산화철 나     

노입자(SIONs)에 허셉틴을 결합하여 mAb-SIONs를 제조하    

고, HA를 부형제로 사용하여 mAb-SIONs를 함유하는 자성     

마이크로 니들 (magnetized microneedles, MMNs)를 제조하     

여 MMNs의 표면 모폴로지와 자성의 특성을 분석하였고, 기     

계적 특성을 확인하기 위해 고분자인조막과 돼지등피부(porcine     

back skin)을 통해 MMNs의 피부 투과도(permeability intensity)     

를 측정하여 분석하였다. 또한, 자기공명분자영상(magnetic    

resonane(MR) molecular imaging)으로의 접근을 위해 MRI를     

통한 MMNs 제형의 in vitro 및 in vivo 신호변화 분석평가를     

통해 분자조영제로의 적용 가능성에 관한 연구를 수행하였으     

며, 본 연구를 통해 구현하려는 MMNs 패치에 대한 개념을     

Scheme 1에 나타내었다.

실  험

재료 및 시약. MNs의 polydimethylsiloxane(PDMS) 탄성     

몰드의 제조를 위해 ELASTOSIL® RT 623 A, ELASTOSIL®     

RT 623 B 그리고 AK 35(C)는 Wacker Chemicals Inc.     

(Wacker Chemicals Korea, Korea)에서 구입하여 사용하였고,     

Scheme 1. MMNs patch concept containing mAb-SIONs to appli-

cation as the MR molecular imaging contrast agent.
폴리머, 제46권 제6호, 2022년
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MRI 조영제 역할을 위한 N-succinimidyl ester functionalized      

초상자성 산화철 나노입자 (900041, avg. part. size 15 nm)와        

투과도 분석을 위한 trypan blue(0.4% solution)은 Sigma-      

Aldrich사에서 구입한 그대로 별도의 정제과정 없이 사용하      

였으며, 생분해성 고분자인 히알루론산(bio sodium hyaluronate,     

MMW, molecular weight 1.3-1.8 Mda)은 SK 바이오랜드에서      

구입하여 별도의 정제과정 없이 그대로 사용하였다.

또한, mAb로 사용한 허셉틴(Herceptin)은 연세대학교 의과     

대학(영상의학과 허용민 교수 연구실)에서 공여받아 사용하     

였고, 인산염 완충 식염수(Phosphate-buffered saline, PBS: 10      

mM, pH 7.4), RPMI-1640 medium, 소 태아 혈청(fetal bovine        

serum) 및 항생제-항균(antibiotic-antimycotic) 용액을 Gibco    

로부터 구입하여 사용하였으며, HCC1954 세포는 ATCC     

(American Type Culture Collection)에서 구입하였다. 다른 모      

든 화학 물질과 시약은 분석등급(analytical grade)을 사용하      

였다. 원판(master) MNs 모폴로지는 높이(height) 750 m: 폭       

(width) 250 m의 Aspect Ratio 3(3:1) 비율로 설계하였고, 원        

판 원형 외경은 15로, 니들 영역 외경은 12로, MNs pitch         

750 m로 하여 EHWA Diamond Ltd.(Korea)에서 제작하여      

사용하였으며 MNs 원판의 3D 모폴로지와 이미지는 Figure      

1에 나타내었다.

마스터 및 몰드의 제작. MNs 탄성 몰드의 제작을 위해        

MNs 원판(master)을 원형의 페트리디쉬(35, petri dish)에 넣      

어 고정시킨 후, ELASTOSIL® RT 623 A, ELASTOSIL®       

RT 623 B 그리고 AK 35(C)의 시약을 함량비에 따라 RT 623          

A와 B의 성분 비율을 A:B=90:10으로 배합하고, AK 35 C        

함량비를 A와 B의 전체 % 함량에 대하여 30%로 첨가하여        

탄성몰드 용액을 제조하였다.

MNs 원판(master)이 잠길 때까지 제조된 탄성몰드 용액을      

넣어 채운 후, 진공챔버(550 mmHg/30분)에서 기포제거     

(degassing) 공정을 진행한 후, 60 oC의 오븐하에서 6시간 이        

상 고형화 공정을 진행한다. 탄성몰드 고형화 이후 MNs 원        

판(master)에서 몰드를 최종적으로 이형하여 유연한 탄성몰     

드를 제작한다. MNs 탄성몰드가 너무 hard하게 된다면 이형       

시에 구부러짐 피로도(bending fatigue)의 영향으로 탄성몰드     

가 손상될 수도 있어 제조시 주의가 필요하다. 탄성몰드 제        

작은 발표된 이전의 논문을 참조하여 제작하였다.24 제조된     

탄성 몰드의 모폴로지와 단면은 Figure 2에 나타내었다.

mAb-SIONs를 함유하는 MMNs 제조. mAb-SIONs를 함     

유하는 MMNs를 제조하기 위하여 3차 증류수에 SIONs 1%     

를 첨가 초음파 분산기기(sonicator, 360 W/60 Hz/5 min,     

POWERSONIC405, HWASHIN, Korea)로 분산시킨 후,    

mAb 허셉틴 0.2%을 첨가하여 4±2 oC 저온공정 하에서 교반     

(200 rpm, Digital Electronic Overhead Stirrer, ALo728,     

Korea)하고, 그 용액에 HA를 5% 농도로 첨가하여 mAb-     

SIONs를 함유한 용액을 제조한다. 제조된 용액은 MNs 탄성     

몰드 안으로 0.7 g를 도포하고, 도포된 용액을 넓게 편 후, 도     

포된 용액의 기포제거와 용액을 완전히 MNs 패턴에 채우기     

위해 진공챔버(550 mmHg/20 min)와 원심분리기(1000 rpm/     

1 min under 4-8 oC, Labogene 1248R, Korea)을 이용하여 저     

온도포공정을 진행한다. 용액이 도포된 탄성몰드를 desiccator     

(RH20% 이하) 챔버에 넣어 overnight 건조공정을 진행하여     

성형하고, 성형된 mAb-MMNs를 탄성몰드로부터 분리하여    

mAb-SIONs 1%를 함유한 MMNs를 제조한다. 또한, in-vitro     

를 통한 MRI에 대한 자성의 특성과 자성 MNs의 세포독성     

을 분석하기 위해 상기의 공정방법과 동일한 공정으로 mAb     

가 결합되지 않은 SIONs 0, 0.25, 0.5, 1% 만을 포함한 HA-     

SMNs를 제조하여 비교 분석하였고, MMNs의 제작 공정도     

와 MMNs의 이미지를 Figure 3에 나타내었다. 모든 MNs의     

제작은 이전에 발표된 논문을 참조하여 제작하였다.13-15,20,24

Figure 1. (a) Photomicrograph; (b) dimension of microneedles 

(MNs) master.

Figure 2. Photograph of (a) regular shape; (b) top view; (c) cross- 

sectional view (750 m height) of microneedles (MNs) mold.

Figure 3. Process flow for the fabrication of MMNs containing 

mAb-SIONs.
 Polym. Korea, Vol. 46, No. 6, 2022
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모폴로지 및 기계적 특성 분석. 제조한 MMNs의 모폴로       

지와 표면상태를 분석하기위해 MMNs array를 5 mm × 5 mm         

시편으로 제작하여 45° tilt된 Jig에 부착한 후, 전자주사현미       

경(scanning electron microscopic, SEM, S-4800, Hitachi,     

Japan)를 이용하여 측정 확인하였다. 또한, 피부투과성 확인      

을 위한 MMNs의 기계적물성을 분석하기 위해 고분자인조      

막(Strat-MTM Membrane, Millipore)과 돼지 등 피부(porcine     

back skin, Micropig® FCM, APURES Co., LTD)에 MMNs       

array를 접촉 가압하여 제거하고, 고분자인조막과 porcine back      

skin에 대한 투과도를 측정하여 기계적특성을 확인하였다. 분      

석을 위한 시편제조 및 측정방법은 이전 발표된 논문을 참조        

하여 진행하였다.15,20

세포독성 및 자성 특성 분석. MMNs는 피부에 접촉 투과        

되어 피부층을 통해 구성성분이 전달되므로 세포독성 평가분      

석을 통해 생체적합성을 확인하였다. 본 연구의 세포독성 평       

가는 MTT-assay법과 WST-1 assay법을 통해 확인하였으며,     

허셉틴의 경우, 세포독성 및 생체적합성의 안전성이 알려져      

있어 허셉틴이 결합되지 않은 SIONs 0%, 0.25%, 1%만을 포        

함한 HA-SMNs를 제조하여 세포독성 평가를 수행하였다.     

MTT-assay법을 통한 세포독성 평가의 경우, 실험에 사용된      

세포는 RAW264.7(한국 세포주은행) 세포를 사용하였으며    

RAW264.7 세포는 마우스의 대식세포이다. 세포는 5% CO2,      

37 oC 배양기(nb-203XL, N-BIOTEK, Korea)에서 배양하고,     

배지로는 10% fetal bovine serum(FBS), 1% penicillin-      

streptomycin을 함유한 DMEM 배지를 사용하였다. 배지는 3      

일에 한 번씩 갈아주었으며, 페트리디쉬에 세포가 80% 이상       

자라면 phosphate buffered saline(PBS)로 세척하여 계대 배      

양을 세포를 배양하였다. 세포독성 측정은 200 μL(1×104 cells/       

well)의 세포 배양액을 96 well plate의 각 well에 분주 후,         

CO2 배양기에서 24시간 동안 세포를 부착시켰다. 이후, 0, 25,        

50, 75, 100, 200 μg/mL 농도의 SMNs 용액 20 μL와 FBS가          

함유되지 않은 DMEM 배지 180 μL를 함께 24시간 배양하        

였다. 배양 후 각 well에 20 μL의 MTT용액(5 mg/mL)을 첨         

가했다. 알루미늄 호일로 96 well plate를 감싸고 4시간 동안        

CO2 배양 기 안에서 반응시켰다. 반응 후, DMSO 200 μL를         

첨가하여 10분간 충분히 MTT formazan을 녹여내어     

microplate reader(N10588, Thermo Fisher Scientific, USA)     

의 파장 570 nm에서 흡광도를 측정하여 분석하였다. 또한,       

WST-1 assay법을 통한 세포독성 평가의 경우, 세포는 NIH/       

3T3(mouse fibroblast cell line)를 사용하였고, SIONs 1%를      

함유한 HA-SMNs를 실험군으로 하여 용매대조군 DMEM     

+10% FBS+1% A.A(Cell culture medium(배지)), 양성대조군     

Polyurethane film containing 0.25% zinc dibuthyldithio-     

carbamate, 음성대조군 High density polyethylene film를 직      

접접촉법을 통해 비교 분석하였다. NIH/3T3 cell을 2×105      

cells density에 맞춰 Seeding하여, 24시간 후에 배양 배지를       

교체하고 Well 중앙의 세포층에 양성대조군, 음성대조군, 실     

험군(SMNs) 시편을 배치하여, 24시간 배양 후에 Paraform-     

aldehyde로 고정한 후, crystal violet 용액으로 염색하여 Dry     

후 현미경(BX53MRF, OLYMPUS)을 통해 관찰하였다. 시편     

처리 전과 배양 24시간 후 현미경으로 세포 형태를 확인하였     

으며, crystal violet staining 후에 SDS elution 진행 Multi-     

reader(VARIOSKAN LUX, Thermo Scientific)기기를 통해    

흡광도 590 nm에서 측정하였다. WST-1 assay법은 ISO10993-     

5 시험기준을 기반으로 시험분석을 수행하기 위해 건양대학     

교병원 의료기기융합센터(대전)에 SMNs 시편을 의뢰하여 진     

행하였다. 

MMNs 제조후에도 초기 SIONs의 초상자성 거동특성이 유     

지되는지를 확인하기 위해 SIONs, HA-SMNs, MMNs에 대     

하여 각각의 자화율(magnetic susceptibility)을 superconducting    

quantum interference device-vibrating sample magnetometer    

(SQUID-VSM, 300 K, MPMS3 in KBSI)를 가지고 측정하여     

자성의 특성을 비교 분석하였다.

MRI를 통한 In-vitro 특성 분석. MMNs의 자기공명분자영     

상 분석을 위해 mAb가 결합되는 않은 SIONs 0, 0.25, 0.5,     

1%만을 포함한 HA-SMNs를 각각 제조하여 Figure 4에 나타     

낸 것처럼 agarose gel 기반의 in vitro 평가를 통해 MRI 신     

호반응에 대한 feasibility 평가를 수행하였다. 우선, 0.6%     

agarose gel를 4 cell culture slide에서 굳히고 그 위에 SIONs     

농도(0, 0.25, 0.5, 1%)에 따라 제조한 HA-SMNs array를 올     

려 놓은 후, 0분에서 120분까지 15분 간격으로 시간에 따른     

1 mm depth와 2 mm depth에서의 MRI 신호반응을 측정하     

여 SIONs가 시간에 따라 release되는 현상을 평가 분석하였     

고, MRI측정시 Coronal은 RARE, TR: 2000 ms, TE: 22.0     

ms, FA: 180 deg, SI: 1.00 mm, FOV: 5.00 cm 조건으로,     

Sagittal은 RARE, TR: 2600.4 ms, TE: 22.0 ms, FA: 180.0     

deg, SI: 1.00 mm, FOV: 7.00/2.00 cm 조건으로 진행되었으     

며, MRI는 9.4 T Bruker 20 cm 보어(Biospec 94/20 USR;     

Bruker Medical Systems, Germany) 동물 MRI 시스템으로     

40 mm 내경 사각형 RF 코일(RF SUC 400 1H M-BR-LIN     

ROAD, Bruker Medical Systems, Germany)이 장착된 것으로     

조사 진행하여 측정하였다.

MMNs의 자기공명분자영상 특성 분석. MMNs의 tumor     

bearing mice modeling을 통한 in vivo 실험분석을 위해 5주     

된 수컷 누드마우스(male athymic Balb/c nude mice, Orient     

Bio, Korea)를 종양 이종이식(tumor xenograft) 실험에 사용     

되었다. 마우스는 멸균된 상태에서 micro-isolator cages에 보     

관되었으며 적절한 건강을 보장하기 위해 연구를 시작하기     

전에 최소 1주일 동안 관찰되었다. 온도, 조명, 습도는 중앙     

에서 관리되었고, 마우스를 2% isoflurane으로 마취한 후, 29-     

gauge needle을 사용하여 6×106 HCC1954 세포를 오른쪽 허     

벅지에 이식했다. 모든 실험절차는 연세대학교 의과대학 동     
폴리머, 제46권 제6호, 2022년
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물보호 및 사용위원회(Institutional Animal Care and Use      

Committee, IACUC 승인번호: 2019-0072)의 승인을 받은 가      

이드라인에 따라 진행되었다. 마우스 피부에 mAb-MMNs 패      

치를 부착한 후, 0분에서 120분까지 15분 간격으로 MRI를       

측정하여 종양 부분의 신호의 변화를 확인하였다. 세부적으      

로, T2-weighted MRI 실험은 9.4 T Bruker 20 cm 보어         

(Biospec 94/20 USR; Bruker Medical Systems, Germany)      

동물 MRI 시스템으로 40 mm 내경 사각형 RF 코일(RF SUC         

400 1H M-BR-LIN ROAD, Bruker Medical Systems,      

Germany)이 장착된 것으로 조사되었으며, 동물 MRI의 경우      

마취가 3%로 유도되었고 70% N2O와 30% O2 혼합물에서       

2% 이소플루란으로 유지되었다. 호흡수는 소형 동물 호흡기      

(모델 1025 소형 동물 모니터링 및 게이팅 시스템; SA        

Instruments, Inc., Stony Brook, NY, USA)로 모니터링하였으      

며, 체온은 동물침대에 통합된 온수관으로 지원되어 진행되      

었다. (MR images: Coronal T2-weighted Rapid Acquisition      

with Relaxation Enhancement(RARE, repetition time[TR]=    

1800.0 ms, echo time[TE]=22.2 ms, slice thickness=0.30 mm,       

acquisition matrix=274×200, FOV=2.50×1.80 cm, FA=180.0    

deg.), T2 relaxation time: Coronal T2-weighted Rapid      

Acquisition with Relaxation Enhancement(RARE, repetition    

time[TR]=1800.0 ms, echo time[TE]=22.2 ms, slice thickness      

=0.30 mm, acquisition matrix=274×200, FOV=2.50×1.80    

cm, FA=180.0 deg.)). MRI를 통한 모든 동물 실험절차는 연        

세대학교 의과대학 동물보호 및 사용위원회(IACUC 승인번     

호: 2019-0072)가 승인한 지침인 동물보호 및 사용위원회      

(IACUC)의 가이드라인에 따라 진행되었다.

결과 및 토론

MMNs의 모폴로지 및 기계적 특성 평가. 제형제조공정중      

SIONs의 뭉침현상과 탈리현상으로 인한 MMNs 표면과 Top      

sharpness의 손상이 발생할 수도 있어, mAb-SIONs를 함유하      

는 MMNs의 표면과 모폴로지를 SEM으로 확인한 결과 제조       

공정 중 활성성분으로 인한 제형의 모폴로지 변화나 표면상       

태의 변화없이 제조되었음을 확인할 수 있었다. mAb-SIONs      

의 함유가 형상의 변화에 영향을 주지 않는 것으로 판단된다.        

제조된 MMNs의 배율에 따른 SEM image를 Figure 4에 나        

타내었다.

또한, 고분자인조막과 Porcine back skin에 대한 피부 투과     

도를 측정하여 MMNs의 피부 침투 강성을 평가하여 기계적     

강도를 확인하였다. 고분자인조막에 대한 투과성을 먼저 확     

인한 후, 냉동고(-25 oC)에서 보관된 porcine back skin(1.2T/     

20 mm×20 mm)를 상온하에서 녹인 후, 건조하여 표면 수분     

함량을 최소화하고, 각 모서리를 잡아당겨 피부의 팽팽한 정     

도를 최대한 유지하여 실제 피부 모델과 유사한 형태로 준비     

하였다. MMNs array를 각각의 막과 피부위에 접촉하여 5     

kgf의 힘으로 10초 동안 가압하고 MMNs를 제거한 후, 전체     

니들 수 대비하여 투과된 수를 확인하여 분석하였다. 고분자     

인조막에 대한 투과성은 Figure 5(a)에서처럼 100%의 투과성     

을 보인다. 이는 고분자 막의 표면과 다공성의 내부 구조에     

대한 MMNs이 막투과를 위한 충분한 기계적 강도를 가지고     

있다고 할 수 있다. 피부의 표면과 내부구조가 유사한 생체     

막에 대한 투과성을 확인하기 위해 porcine back skin에도 동     

일한 방법으로 MMNs를 가압하여 제거한 후, 염색시약 trypan     

blue 0.4%(w/w)를 통해 투과된 hole부를 염색하고 투과된 수     

를 확인하여 분석하였다. Figure 5(b)에서처럼 90% 이상의 투     

과율을 보여 in vivo 평가를 위한 MMNs의 기계적강성은 충     

분 할 것으로 판단된다. 고분자인조막과 porcine back skin에     

서의 투과성에 대한 차이는 각각의 막 소재 특성으로 인한     

막 표면의 수분 상태와 막 내부 구조층에 대한 미세한 유의     

차로 MMNs가 단위 표면당 가해지는 초기 가압력 차이로 나     

타난 현상으로 판단된다. 이러한 표면수분상태 및 내부 구조     

층의 영향에 대한 물성 연구는 더 많은 연구가 진행되어 해     

석 보완될 필요가 있어 이 부분에 대한 상관성 연구를 계속     

수행할 것이다.

세포독성 및 자성 특성 분석. SIONs와 HA-SMNs에 대한     

MTT-assay법을 통한 세포독성에 대한 평가에서 25 mg/L에     

서 200 mg/L 농도까지 대조군(control) 대비 결과 cell     

viability 가 90% 이상인 것이 확인되었으며, Figure 6에서 확     

인 할 수 있듯이, SIONs를 포함하지 않은 경우, 25 g/mL에     

서 107.2%, 50 g/mL에서 108.6%, 75 g/mL에서 109.1%,     

100 g/mL에서 107.6%, 200 g/mL에서 102.8%의 생존율이     

확인되었으며, SIONs 0.25%를 함유한 경우, 25 g/mL에서     

102.3%, 50 g/mL에서 100.3%, 75 g/mL에서 103.5%,     

100 g/mL에서 97.6%, 200 g/mL에서 96.4%의 생존율이     Figure 4. SEM images of MMNs.

Figure 5. Optical microscope images of (a) permeability on the 

polymer membrane permeability; (b) porcine back skin with MMNs.
 Polym. Korea, Vol. 46, No. 6, 2022
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확인 되었으며, SIONs 1.0%를 함유한 경우, 25 g/mL에서       

106.5%, 50 g/mL에서 103.1%, 75 g/mL에서 99.7%, 100       

g/mL에서 97.6%, 200 g/mL에서 96.0%의 생존율이 확인      

되어, SIONs의 함량비의 증가로 인하여 세포 생존율의 미세       

한 변화는 관찰되나 명확한 세포독성을 나타내지는 않는 것       

으로 판단된다. 

또한, WST-1 assay법을 통한 결과에서는 용매(배지)대조군,     

양성대조군, 음성대조군, 실험군(HA-SMNs 1%)으로 시험을    

진행하였으며, 시료 도포 24시간 배양 후 관찰 시, 실험군의        

시료가 녹아서 없어진 것을 육안으로 관찰하였고, 현미경으      

로 관찰 시, 실험군의 시료가 녹으면서 방출된 SIONs의 입        

자들이 관찰되어 실험군 내 세포에서 약간의 성장 저해 양상        

을 보이나, 용매대조군과 음성대조군에서의 세포 모양과 큰      

차이가 없고, 세포 용해가 일어나지 않음을 확인하였다. Crystal       

violet 염색법을 이용하여 각 배양 플레이트를 염색한 후 용        

매(배지)대조군, 양성대조군, 음성대조군, 실험군의 세포 형태     

를 현미경으로 관찰하고 이를 ISO 10993-5 국제규격에서 제       

시한 직접 접촉시험에 대한 반응 등급을 기준으로 반응도 등        

급을 확인하였다. 반응 등급표는 Table 1에 나태내었고, 결과     

는 Figure 7에 나타내었다.

음성대조군의 경우 세포 이상 및 탈색이나 성장 저해 양상     

이 보이지 않았으며, 양성대조군의 경우 재료가 도포되어 있     

던 바로 밑 부분에서 주변까지 확장되어 세포가 사멸되었고,     

실험군의 경우 재료 도포 바로 밑 부분과 주변 일부의 세포     

성장이 약간 저하되었고, 약한 탈색이 일어난 것으로 보아 반     

응도는 아주미약(slight)에서 미약(mild)에 해당되는 것을 관     

찰할 수 있었다. 이는 시료가 분해되면서 나온 성분인 SIONs     

의 영향일 것으로 예측된다. Table 1에 나타낸 국제규격 기     

준에29 따라 반응도가 2등급보다 큰 경우(>2) 세포독성이 있     

는 것으로 간주하므로 실험군은 세포독성이 없을 것으로 판     

단할 수 있다.

MMNs 제조후에도 초기 SIONs의 초상자성 거동특성이 유     

지되는지를 확인하기 위해 SIONs, HA-SMNs, MMNs에 대     

하여 각각의 자화율(magnetic susceptibility)을 측정하여 비교     

하였다. 

Figure 8에서 볼 수 있듯이 SIONs, HA-SMNs, MMNs의     

Figure 6. Effect of HA-SMNs and SIONs on cell viability using 

MTT-assay cytotoxicity test.

Table 1. Reactivity Grades for Agar and Filter Diffusion Test and Direct Contact Test

Grade Reactivity Conditions of all cultures

0 None Discrete intracytoplasmatic granules, no cell lysis, no reduction of cell growth.

1 Slight Not more than 20% of the cells are round, loosely attached and without intracytoplasmatic granules, or show 
changes in morphology; occasional lysed cells are present; only slight growth inhibition observable.

2 Mild Not more than 50% of the cells are round, devoid of intracytoplasmatic granules, no extensive cell lysis; not more 
than 50% growth inhibition observable.

3 Moderate Not more than 70% of the cell layers contain rounded cells or are lysed; cell layers not completly destroyed, but 
more than 50% growth inhibition observable.

4 Severe Nearly complete or complete destruction of the cell layers.

*ISO 10993-5:2009(E), Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity, 8.5 Determination of cytotoxicity, Third edition (2009)

Figure 7. Optical microscope photography of  (a) medium control; 

(b) negative control; (c) positive control; (d) experiment sample 

after staining through WST-1 assay.
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자화율의 변화가 관찰되었으며, 이는 동일한 측정 샘플에 대       

하여 SIONs를 함유하는 비율의 차이로 나타난 현상으로 판       

단된다. 또한, SIONs의 초상자성의 hysteresis 특성이 MMNs      

제조 후에도 초상자성의 hysteresis 특성이 유지됨을 알 수 있        

다. 결론적으로, SIONs를 포함한 HA-SMNs이 일정한 농도      

에서 세포에 대한 독성 작용을 나타내지 않아 세포독성에 대        

하여 비교적 안전한 물질임을 확인하였고, 제조하는 공정 과       

정에서 자성의 특성이 변형되지 않고 초상자성이 유지됨을      

알 수 있어, 효능 평가 및 제품을 위한 제형화 공정개발에 있          

어서 산화철 및 히알루론산과의 배합 비율을 결정하는데 유       

용한 자료로 활용될 것이며, 이는 MMNs가 생체 내에서의       

안정한 물질임을 알 수 있었으며 생체 내 적용이 가능할 것         

으로 기대된다.

MRI를 통한 in-vitro 특성 분석. HA-SMNs의 MRI 분자영       

상 분석을 위해 Figure 9(a)에서와 같이 agarose gel 기반의 4         

well cell culture plate Jig를 제작하여 SIONs 함량비 0%,        

0.25%, 0.5%, 1.0 %를 함유한 HA-SMNs의 in vitro 평가를        

수행하였다. Figure 9(b)와 (c)에서 확인할 수 있듯이, HA-       

SMNs를 agarose gel에 부착 후, 시간에 따라 1 mm depth와         

2 mm depth에서의 MRI를 확인한 결과, HA가 용해 됨에따        

라 내부의 SIONs가 HA로부터 release 되어 MRI 측정시 신        

호감도의 변화가 관찰됨으로써 HA-SMNs의 제형을 통한     

MMNs의 MRI 측정이 가능할 것으로 판단되었다.

MMNs의 자기공명분자영상 특성 분석. Table 2와 Figure      

10에 나타낸 결과와 같이 HCC1954 tumor model에 MMNs       

을 적용한 패치부착 후 15분 간격으로 120분(2시간) 동안 자        

기공명분자영상을 측정하여 시간에 따른 변화를 분석하였     

고, 분석 결과를 기반으로 외샵 추세를 예측하여 시간에 따        

른 T2 relaxation time의 변화를 확인하였다. 또한, 허셉틴을       

결합한 MMNs(w/ herceptin)와 허셉틴을 결합하지 않은     

MMNs(w/o herceptin)의 제형에 대한 MRI의 변화를 측정하     

여 비교 분석하였다. 측정한 결과 허셉틴을 결합한 MMNs에     

서는 시간에 따라 T2 relaxation time(msec)이 초기(0분) 75.2     

Figure 9. (a) Photograph of concept and model system by agarose 

gel and the T2-weighted MR imgages of HA-SMNs under  (b) the 

1 mm depth; (c) the 2 mm depth on the agarose gel model.

Figure 8. The magnetic susceptibility of (a) MMNs; (b) HA-SMNs; 

(c) SIONs.
 Polym. Korea, Vol. 46, No. 6, 2022
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에서 120분후 51.2로 극격한 감소 변화를 확인할 수 있었으        

며, 초기 값을 백분율로 환산하여 Relative T2 relaxation       

time(%)를 비교하면 120분 후 68%로 30% 이상 감소변화의       

특성을 의미한다. 반면에 허셉틴을 결합하지 않은 MMNs의      

경우, T2 relaxation time(msec)이 초기(0분) 118에서 120분      

후 131.8의 낮은 변화량을 확인할 수 있어 허셉틴을 결합한        

MMNs의 signal intensity 변화가 큰 것으로 판단된다.

허셉틴의 결합에 따른 자기공명분자영상에 대한 MMNs의     

in vivo 평가 결과를 Figure 11(a)와 (b)에 나타내었고, 이러한        

결과를 통해 T2 relaxation time의 변화가 상이함을 확인할       

수 있었다. 주사제형을 통한 분자조영제로의 가능성을 확인     

한 지난 연구결과와13 같이, MNs 기술을 적용한 MNs 경피     

패치제형도 활성약물이 종양세포부위에 전달되어 분자영상의    

변화를 확인할 수 있었으며, 이러한 결과는 MNs 제형이 특     

정 활성물질을 피부로 전달하는 기술로 활용될 수 있을 것으     

로 기대된다. 특히, 직접 정맥을 통한 주사전달 방식은 약물     

이 빠르게 전달되어 빠른 효과를 볼 수 있어 전달효율은 우     

수하지만 투여 시 전문적인 의료기술이 필요하여 자가투여가     

힘들고 바늘의 통증과 감염의 위험성이 존재한다. 이러한 방     

법과 비교할 때 MNs 기술을 이용한 피부 전달 방식은 니들     

의 길이가 기존 정맥 주사보다 훨씬 작아 상대적으로 바늘에     

대한 통증과 고통이 감소한 침습적 방법으로 전달 목적에 따     

라 전달 방법을 다양하게 선택할 수도 있어 보다 효과적으로     

보다 넓은 범위의 진단 및 치료에 적용될 수 있는 기술이라     

생각된다. 결론적으로 허셉틴이 결합된 MMNs은 종양세포에     

대한 표적지향성이 높을 것으로 기대되며, 이는 진단 동시에     

허센틴에 의한 면역치료 효과를 기대 할 수 있어 진단 동시     

치료를 위한 마이크로 니들 패치의 역할을 기대할 수 있을     

것으로 예측된다.

결  론

본 연구에서는 유방암에서 발현되는 HER2/neu 수용체를     

특이적으로 표적화하는 단일클론항체인 허셉틴을 탐침인자로    

결합한 초상자성의 산화철 나노입자(mAb-SIONs)를 함유하    

는 MMNs, 마이크로니들 패치 제형을 제조하였고, 경피흡수     

Figure 10. The T2 relaxation time of MMNs (w/ herceptin and w/

o herceptin) by MRI on Tumor-bearing mice modeling (insert pho-

tos are MMNs patch model).

Figure 11. The T2-weighted MR imgages of MMNs ((a) w/ her-

ceptin; (b) w/o herceptin) through Tumor-bearing mice modeling.

Table 2. The T2 Relaxation Time of MMNs (w/ herceptin and 

w/o herceptin) by MRI on Tumor-bearing Mice Modeling

Time 
(min)

T2 relaxation time 
(msec)

Relative T2 relaxation time 
(%)

MMNs w/ 
herceptin

MMNs w/o 
herceptin

MMNs w/ 
herceptin

MMNs w/o 
herceptin

0 75.2 118.0 100.0 100.0

15 73.7 120.2 98.0 101.9

30 62.9 122.5 83.7 103.8

45 62.9 125.7 83.6 106.6

60 54.6 127.2 72.6 107.8

75 51.8 129.4 68.9 109.6

90 52.9 128.9 70.3 109.2

105 51.6 130.9 68.5 110.9

120 51.2 131.8 68.0 111.7
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시스템을 통해 종양세포 부위로 전달하여 영상신호의 변화를      

확인하였다. MMNs를 제조하여 표면 모폴로지와 자성의 특      

성을 분석하였고, 고분자인조막과 porcine back skin를 통해      

MMNs의 피부 투과도를 측정하여 분석하였다. 또한, 자기공      

명분자영상으로의 접근을 위해 MMNs 제형의 in vitro 및 in        

vivo 신호변화 평가를 수행하여 진단동시 치료를 위한 조영       

제로의 응용 가능성에 관한 연구를 수행하였다. 결론적으로      

MMNs은 제조공정후 제형의 모폴로지변화나 표면상태 변화     

없이 제조되었으며, 투과도 평가에서 최소 90%이상의 투과      

도 특성이 확인되어 MMNs이 피부 투과를 위한 충분한 기        

계적 강도를 가지고 있을 것으로 판단된다. 또한, 세포독성       

평가에서도 세포생존율이 90% 이상으로 확인되어 세포독성     

에 대하여 비교적 안전한 물질임을 확인하였고, 자성특성 분       

석을 통해 MMNs를 제조하는 공정 과정에서 변형되지 않고       

초상자성이 유지됨을 알 수 있다. 마지막으로 in vitro 및 in         

vivo에서의 자기공명분자영상 측정 분석을 통해 허셉틴을 결      

합한 MMNs에서 30% 이상의 signal intensity 변화가 확인되       

어 허셉틴이 결합된 MMNs가 종양세포에 대한 표적지향성      

이 더 높을 것으로 판단된다. 본 연구수행을 통해 얻은 결과         

를 기반으로 진단 동시 치료를 위한 자성 마이크로 니들 패         

치의 효능 효과에 대한 추가 검증과 완성도 향상을 위해        

MMNs의 전달 후, 종양세포의 크기 변화나 활성물질의 분포       

도 등에 대한 추가적인 연구수행은 계속 지속할 것이다. 이        

러한 결과들은 MRI을 이용한 질병을 진단하고 동시에 치료       

가능한 분자영상(molecular image)분야의 기반기술 연구로서    

중요한 역할을 할 것이라 생각된다.
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