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Abstract

Thestudyforfabricatinghybridscaffolds

tomimichumantissue.

Hongsoongee

Advisor:Prof.Kim GeunHyung,Ph.D.

DepartmentofMechanicalEngineering

GraduateSchoolofChosunUniversity

Tissueengineeringisanew andexcitingtechnique,whichhasthepotentialtocreate

tissuesandorgans.Thistechnologyinvolvestheinvitroseedingandattachmentof

humancellsontoascaffold.Inthistechnique,thescaffold,whichisasubstituteto

grow theinjectedcellsortheenvironmentalcellsinhumanbody,hasbeenoneof

prominentfactorsintissueengineering.Toacquiresuccessfultissueregeneration,the

scaffold should haveseveralrequirements,such asporousstructure,biodegradable,

biocompatible properties,and propermechanicalproperties:Ofthese requirements,

highlyporousandinterconnectedporestructurearethemostimportantfactors,which

can accommodate injected cells and exchange nutrients between scaffolds and

environmentcondition.Therearesomanymethods,freeze-drying,salt-leaching,solid

freeform fabrications(fuse deposition modeling, 3D printing, 3D plotting, and

sterolithography etc.),to fabricate various porous scaffolds.Of these methods,

freeze-dryingcanfabricatehighlyporousscaffolds,whichhashighsurface-to-volume

ratio and similarphysicalstructureliketheextracellularmatrix (ECM).However,
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although freeze-dring method provide an optimal biological structure and easy

process-ability,low mechanicalproperty is a main drawback.To overcome this

problem,weproposeanew andsimplehybridfabricationprocesssupplementedwith

rapid-prototypedmethodandsimplecoatingmethod.

Firstly, rapid-prototyped poly(e-caprolactone) scaffolds were fabricated with

multi-layeredstructure.Secondly,inthescaffoldscollagen/b-TCPsolutionwasinjected

tocoatthesurfaceofPCL struts.Finally,thescaffoldswerefreeze-driedtoobtain

internally designedcollagen-structure.Fabricatedhybridscaffoldswerecharacterized

withvariousphysicalproperties,includingwatercontactangle,waterabsorptionability,

andmechanicalproperties,andcellularactivities.From theseworks,webelievethat

thehybrid scaffoldscan beoneofpotentialbiomedicalmaterialsforbonetissue

regeneration.
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제1장 서론

제1 연구의 배경 목

사고나 질병으로 인하여 장기나 조직의 손상된 부 가 클 경우,일반 인 자연회복

으로는 손상된 부 의 수복속도가 느릴 뿐만 아니라 조직이 복원되기에는 한계가 있

다.자가 회복에 한계가 있는 장기나 신체부 를 공학 으로 재생 복원시키려는 시

도가 잇따르고 있으며,이를 조직공학이라 한다.
[1-3]

조직공학은 세포,세포 지지체,성

장인자를 조 함으로서 세포의 성장에 유리한 환경을 조성하고,손상부의 빠른 회복

재건을 목 으로 하고 있다.[4]그 세포 지지체는 조직의 손상부가 크거나 기능을

하지 못할 경우,손상부를 보호해야할 경우,자가 이식재나 동종,이종 이식재의 수

이 용이하지 못할 경우 그 필요성이 요구되고 있다.
[5]
이러한 세포 지지체는 나 피부

등의 이식부 에 따라 그 부 에 맞는 세포 지지체의 다양한 특성이 요구된다.
[6]
특히

세포 지지체의 재료,표면특성,구조,친수성,기계 강도 등은 세포의 증식 성장에

유리한 환경을 제공하는 역할을 한다.
[7]
결과 으로 손상부의 회복속도와 세포의 증식

상태를 결정짓는 매우 요한 요인으로서 필수 이라 할 수 있다.그리고 이러한 세포

지지체의 특성들은 세포 지지체를 제작하는 재료나 제작공정이나 방법에 따라 결정된

다. 표 인 세포 지지체 제작방법들로는 동결건조법,염침출법,가스포 법,쾌속조형

기법, 기방사공정,리소그래피법등 다양한 세포담체 제작공정들이 보고되고 있다.
[8-10]

다양한 공정으로 제작된 세포 지지체들은 공통 으로 생체 합한 특성을 가지고 있으

며,각각의 장 과 특성,그리고 단 을 가지고 있다.
[6]
최근에는 각각의 세포 지지체가

가지는 단 을 보완하기 해 공정과 공정을 결합하거나 지지체와 지지체를 결합하는

등의 방법들도 보고되고 있다.
[11-13]

본 연구에서는 다양한 세포 지지체의 제작방법

특성을 살펴보고 단 을 보완하는 하이 리드 공정을 통하여 기존 공정의 문제 을 개

선하고자 한다.
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제2장 조직공학과 세포 지지체

제1 조직공학

조직공학의 기원은 잉카고 문명에서 안면결손을 하여 ,은,조롱박 등의 재료를

사용한 것으로부터 로마시 에는 나무나 청동과 같은 재료를 사용하여 의족등을 제작

하는 신체조직을 체하는 체물로 시작된다.
[14]
문헌 기록으로는 1668년에 네덜란

드의 의학자인 Jobjanszoonvanmeekeren이 결손을 치료하기 하여 지지체를 제

작하 다.
[15]
1980년 J.Burke와 Yannas는 세포외기질을 구성하는 성분의 하나인

collagen과 glycosaminoglycan으로 구성된 화상 환자를 한 최 의 인공피부를 제작

하면서 조직공학이 알려지게 되었다.이후 1987년 미국과학재단의 주최로 속 세

라믹,합성고분자 등으로 구성된 생체조직 체물의 개발 가능성에 한 워크샵이 개

최되었고 미국 캘리포니아 샌디에고에서 최 로 “Tissueengineering”이라는 용어를

사용한 학술모임이 개최 되었으며 1995년 최 의 문학술지인 “Tissueengineering”

이 발간되기 시작하 다.
[16]
조직공학의 원리는 1)조직공학의 이식될 부 에 해당하는

세포,2)세포의 성장을 돕는 성장인자,3)세포가 부착하여 성장할 수 있는 세포 지지

체 이 세가지 요인을 히 배합하여 조직의 손상 회복 등의 효과를 이끌어 내는

것이다.[6]일반 으로 세포는 생체조직의 가장 작은 단 로서 세포가 모여서 조직이 되

고,조직이 성장해 이식될 부 에 맞는 장기를 이루게 된다.때문에 조직의 복원이 궁

극 인 목표인 조직공학에서는 세포의 성장에 유리한 환경을 조성하는 것이 매우 요

하다.
[17]
세포의 성장을 진시켜 수 있는 유리한 환경으로는 세포가 자라는 공간,

성장인자,주변과의 상호 연결성등 다양한 특성들이 있다. 한 추가 으로 세포 지지

체가 사용될 경우 세포의 성장을 진시켜 수 있는 다양한 특성들을 만족시키기

해 지지체의 생체 합성이나 구조,표면 거칠기,강도와 같은 지지체의 형태나 화학 ,

물리 특성이 요구되어진다.
[18]
지지체의 다양한 특성은 세포의 부착,증식,분화등에



- 3 -

향을 미치며 조직의 복원에 한 계가 있으므로 반드시 고려되어야 한다.

1.생체 합성

생체 합성이란 사용되는 생체에 있어 의료용 재료가 독성이 없고 생체조직과 응

하기 쉬운 성질로써 조직공학에서 사용되는 지지체의 경우 제작되는 지지체의 성분이

나 재질에 많은 향을 받게 된다.지지체와 인체조직과의 반응은 숙주의 면역반응에

련된 생체안정성과 지지체를 이루는 재료의 성질에 련된 생체 합성으로 나뉜다.

생체안정성으로는 세포 지지체의 이식 후 발열,염증,항원성,발암성 반응이 일어나지

않아야 하며,생체 합성으로는 지지체가 기계 ,생화학 으로 주 조직과 융화를 이

루어야 한다.세포 지지체에 사용되는 생체 합성 고분자는 합성고분자와 천연고분자

로 나 어진다.합성고분자로는 PLA (poly(lacticacid)),PGA (poly(glycolicacid)),

PCL(polycaprolactone),PLGA (poly(lactic-co-glycolicacid)),PU (polyurethane)등

이 있으며,천연고분자로는 콜라겐(collagen),알부민 (albumin),아미노산(poly(amino

acid)),셀룰로오스(cellulose),아가로스(agarose),알지네이트(alginate),헤 린(heparin),

히아루론산(hyaluronicacid),키토산(chitosan)등이 사용되고 있다.
[8-9,19]

2.성장인자

성장인자란 세포의 성장,신호 달계에 미치는 폴리펩티드의 총칭으로서 세포의 분

열,성장,분화에 직 으로 여하는 폴리펩티드의 일종이다.
[21]
성장인자의 종류는

표피 성장인자,섬유아세포 성장인자,신경 성장인자,형질 환 성장인자, 소 유래

성장인자, 유래 성장인자, 형태형성 인자,콜로니 자극인자 등으로 매우 많은 종

류가 있으며,합성고분자나 천연고분자등에 성장인자를 첨가하여 조직공학에 사용한

연구들이 보고되고 있다.
[22]
골 재생을 유도하는 성장인자 하나인 형태형성인자는
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기세포가 골세포로의 분화를 유도하며,때문에 골 조직 재생능력을 향상시키는 것으

로 알려져 있다.
[23]

3.친수성

친수성이란 재료의 성질로 물과 강하게 상호작용하여 물과의 강한 친화력을 가지고

물을 흡수 는 용해하는 성질로서,물에 젖기 쉬운 성질을 말한다.일반 으로 친수성

특성은 지지체를 구성하는 재료의 성질, 는 지지체의 구조에 따라서 변화하게 된다.

조직공학에서의 친수성은 세포의 기부착과 증식에 직 인 향을 미치는 것으로

알려져 있으며 때문에 지지체의 재료 구조는 필수 으로 고려되어야 한다.
[24]
C.R.

Cho에 의하면 라즈마를 이용한 표면개질화된 고분자 필름은 표면 거칠기와 친수성

특성이 증가하며,이러한 친수성은 세포의 기 부착률을 증가시킨 것으로 나타났

다.
[25]

한 G.Chen의 연구에 따르면 재료의 친수성 특성과 소수성 특성은 세포의

기 부착률에 향을 주는 것으로 확인되었다.
[26]

4.기계 강도

기계 강도란 지지체의 압축강도,인장강도,탄성한도,항복 등 물리 성질로서

인장,압축, 단,굽힘등의 힘을 가한 경우 나타나는 여러 가지 성질이다.조직공학에

서의 세포 지지체의 다양한 역할 하나는 이식부가 회복되기까지 외부로부터의 다른

충돌이나 충격으로부터 손을 최소화 하는 것으로서 이식부가 회복하기까지 한

기계 강도를 유지하고 보호해야 한다.
[27]
그리고 이식될 부 에 따라 지지체에 요구

되는 물리 특성이 다르기 때문에 특성에 맞는 기계 강도는 지지체 제작에 있어서

매우 요하다. 를 들면 강한 인장,압축하 을 받는 인 를 체하는 지지체의 경우

는 높은 인장 압축하 ,탄성한도를 요구한다.
[28]

한 체물로 사용되는 도
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형 지지체의 경우 내부유체의 압력을 고려한 기계 강도가 요구되기도 한다.
[29]
이러

한 지지체의 다양한 기계 특성은 재료의 특성,지지체의 구조와 한 계가 있는

것으로 알려져 있다.
[29,32]

표 으로 R.L.Mauck의 연구에 의하면 기방사된 나노

이버 지지체의 경우 나노 이버의 배열성이 높을수록 배열된 방향의 기계 강도가

증가함을 확인하 다.
[33]

5.공극률 공극 크기

공극률이란 공극을 갖는 다공성 물질의 특성을 나타내는 실체 / 체 의 비로 계산

할 수 있다.
[32]
조직공학용 지지체는 다공성 구조를 필수 으로 고려해야 하는데 여기

에는 몇 가지 이유가 있다.1)균일한 재생을 해서는 세포가 세포 지지체의 공극을

통해 내부로 침투할 수 있어야 하며,2)세포의 증식 분열,분화를 진하기 해서

는 공극을 통해 세포끼리의 ECM과 같은 물질교환이 활발히 이루어져야 하고,3)조직

이 재생됨에 따라 세포 지지체가 서서히 생분해되어야 하기 때문이다.
[27]
K.A.

Athanasiou에 따르면 분해속도는 지지체의 공극률에 따라 조 이 가능하며 공극률이

증가할수록 분해속도도 증가함을 확인하 다.
[33]
한편 지지체의 공극 크기는 지지체의

내부로 통하는 공극(pore)의 크기로서 공극률과 한 계가 있을 뿐만 아니라 지지

체 내부로의 세포 침투율과도 계가 있어 매우 요하다. 한 이식되는 세포의 성장

에 있어 요구되는 공극의 크기가 각각 다르기 때문에 지지체의 공극 크기 한 세포

지지체 제작에 있어서 매우 요하다.
[34]
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제2 세포 지지체 제작

세포 지지체란 인공조직으로서 인체의 일부 장기나 조직이 크게 손상된 경우,조직

의 기능을 회복하거나 복원 개선하는 체물의 총칭이다.세포 지지체는 기본 으

로 조직과 잘 융화하는 생체 합성을 나타내어야 하며,이식되는 부 에 맞는 기계

특성이나 형상 구조 특성을 가지고 있어야 한다.
[37]

를 들면 인 나 를 체

하는 지지체는 충격에 강한 기계 강도를 가지고 있어야하며,피부조직을 체하는

지지체는 유연성을 띄고 있어야한다. 한 골 소실에 사용되는 지지체는 필요로 하는

형상이 매우 다양하기 때문에 형상구 성이 좋아야 한다.[37-38]이러한 조직을 체하는

체물로서 세포지지체에 요구되는 특성들은 세포 지지체를 이루는 재료의 특성에

향을 받기도 하나,제작공정상의 특성이나 구조에 크게 향을 받는다.
[39]
보편 인 세

포 지지체 제작방법으로 알려져 있는 solventcasting이나 particulateleaching은 공정

이 매우 간단하고 구조가 세포외기질과 유사한 장 을 가지고 있다.하지만 solvent

casting이나 particulateleaching공정은 높은 공극률과 스폰지 구조로 인하여 낮은 기

계 강도를 가지고 있어 높은 강도를 필요로 하는 지지체에는 사용할 수 없는 한계로

지 되고 있다.
[40]
때문에 이식부 의 다양한 특성에 맞는 세포 지지체의 제작은 매우

요하며,수많은 지지체 제작공정방법들 에서 필요로 하는 세포 지지체를 제작하기

한 제작공정의 선정은 매우 요하다고 할 수 있다.

1.동결건조법 (Freezedry)

동결건조법은 용해된 생체 합성 고분자를 동결하고 상변화를 통해 수분을 제거하여

3차원 형상의 세포 지지체를 제작하는 기법이다.동결건조법은 다양한 형상의 구 이

가능하고 재료선택의 폭이 넓으며 공정이 매우 간단하다는 이 이 있다. 한 제작되

는 세포 지지체의 구조가 세포외기질의 구조와 유사한 구조를 가지고 있어 세포의 성
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장에 매우 유리한 이 을 가지고 있다.
[41]

최근에는 fibroin이나 collagen/GAG,

chitosan/gelatin를 이용한 세포 지지체 제작에 련된 연구가 보고되고 있으며,동결건

조법을 통하여 제작된 세포 지지체는 공극의 크기나 3차원 인 형상의 조 이 가능함

을 확인하 다.[42-43]

2.쾌속조형법 (RapidPrototyping)

쾌속조형법는 생체 합성 고분자를 용융시켜 공압으로 노즐을 통해 어내면서 3차

원 형상의 세포 지지체를 제작하는 기술로서 SFF(solidfreeform fabrication)로 불리기

도 한다.3축으로 이동이 가능한 노즐을 통해 용융된 고분자가 배출되고 표면에 닿으

면서 응고되어 세포 지지체를 제작하게 된다.이 공정의 가장 큰 장 은 CAD/CAM을

통해 사용자가 원하는 세포 지지체의 크기 공극,형상을 조 할 수 있는 이다.[44]

한 높은 강도를 가지고 있으며,PCL,PLGA,콜라겐,알지네이트등의 다양한 생체

합성 고분자를 사용할 수 있어 재료선택의 폭이 매우 넓다.
[45-47]

3. 기방사법 (Electrospinning)

기방사공정은 고분자용액에 고 압을 가하여 짧은 시간에 다량의 나노섬유를 제작

할 수 있는 기법으로서 제약,의료,군수,농업등 다양한 분야에서 응용되고 있다.[49]

특히 조직공학 분야에서는 제작되는 섬유구조가 세포외기질과 같은 생체조직과 유사한

구조를 가지고 있으며 공정의 간단함,폭넓은 재료선택의 이 등으로 인하여 주목받

고 있다.
[48-49]

그러나 기방사로 제작된 나노섬유는 얇은 매트구조를 가지고 있고,

무 작은 미세구조로 인하여 세포가 세포담체 안쪽으로 침투하지 못하는 문제가 있어

조직공학에 실제 으로 사용되기에는 어려움이 있다.
[50]
최근에는 이러한 문제 을 해

결하는 안들로 스폰지형,도 형등의 기방사공정이 제시되고 있다.
[51-52]
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4.가스포 법 (Gasforming)

가스 포 법은 고분자 용액에 질소나 이산화탄소등의 가스를 용해시켜 압력을 순간

으로 낮춰 상변화를 이용해 성형시키는 기법이다.가스 포 법으로 제작되는 지지

체는 매우 높은 공극률을 가지게 되고,세포외기질의 구조와 비슷한 구조를 이루게 된

다. 한 사용자가 원하는 3차원 형태의 형상을 쉽게 제작할 수 있으며,[53-54]다양한

종류의 재료를 사용할 수 있어 PLGA,PLLA등의 고분자를 사용한 연구들이 보고되고

있다.
[55]
하지만 스폰지 구조의 낮은 기계 강도로 인하여 사용이 제한 인 단 이 있

다.

5. 티클리칭법 (Particulateleaching)

티클 리칭법은 고분자 용액에 결정을 넣고 응고 시킨 후 용매에 결정을 제거 하는

방법으로 염침출법 한 이에 속한다. 티클 리칭법은 티클의 크기와 형태에 따라

공극의 크기와 형태를 조 할 수 있으며 결정의 양에 따라 공극률을 조 할 수 있

다.
[56-57]

한 세포 지지체의 형태를 자유롭게 조 할 수 있는 이 이 있다.
[58]
하지만

세포 지지체의 크기가 클 경우 내부 결정이 침출되지 못하고 잔류되어 공극이 형성되

지 못하고 세포의 증식에 악 향을 미치는 단 이 있다.

6. 이져소결법 (SelectiveLaserSintering)

이져소결법(SLS)은 분말 형태의 고분자 재료 표면에 이 를 주사하여 고분자

분말의 선택 소결(Sintering)과정을 거치면서 한 층씩 지지체를 제작하는 기술이다.

한 층이 제작되면 롤러를 이용하여 제작된 지지체 에 다시 고분자 분말을 도포하고
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이 로 주사하는 방법을 반복하면서 지지체를 제작하게 된다.SLS는 CAD/CAM을

사용해 사용자가 원하는 형태의 지지체를 설계하고 제작할 수 있기 때문에 공극률,공

극크기 지지체의 형태등을 쉽게 조 할 수 있으며 타 공정에 비하여 미세한 구조를

갖는 지지체의 제작이 가능한 장 이 있다.[57]지지체 제작에 사용되는 고분자 재료는

공정의 특이성으로 인하여 PLA,PGA,PCL,PLGA,PU등의 열가소성 고분자가 사용

된다.

7.하이 리드 공정

다양한 제작공정들로 제작된 세포 지지체들은 각각의 이 과 단 을 가지고 있다.

최근에는 각각의 세포 지지체가 가진 문제 들을 보안하기 해 공정과 공정을 결합하

거나 지지체와 지지체를 결합한 다양한 하이 리드 공정들이 보고되고 있다.G.H.

Kim 연구 의 합성고분자의 생리 한계와 낮은 가공성을 갖는 콜라겐의 단 을 극복

하기 한 SFF기법에 동결건조법를 결합한 innovativecryogenicdispensersystem,
[11]

T.G.Kim 연구 의 기존 기방사의 3차원 형상구 성 문제 을 해결하기 하기 해

제시된 기방사공정과 saltleaching,
[12]
G.Chen연구 의 freezedry법으로 제작된 콜

라겐 스폰지의 낮은 기계 강도를 보완하기 한 방법으로 제시된 PLGA mesh와 콜

라겐 스폰지를 결합한 hybridmesh등이 보고되고 있다.
[13]
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processing Advantage Disadvantage

1
fiberfelts � easyprocess

� highporosity

� lackstructuralstability

2

fiberbonding � highporosity � Limitapplicationtoother

.polymers

� Lackrequiredmechanical

.strengthfortheload-bearing

.tissues

3

Phaseseparation � Nondecreasedactivityofthe

molecule

� Difficulttocontrolprecisely

scaffoldmorphology

� Solventresiduemaybeharmful

4

Solventcastingand
particulate
leaching

� Controlledporosity,upto93%,

� Independentcontrolofporosity

andporesize

� Crystallinitycanbetailored

� Limittomembranesupto3-mm

thick

� Lackrequiredmechanical

strengthfortheload-bearing

tissues

5

Membranelamination � 3Dmatrix � Lackrequiredmechanical

strengthfortheload-bearing

tissues

� Solventresiduemaybeharmful

6

Meltmolding � Independentcontrolofporosity

andporesize

� Macroshapecontrol

� Hightemperaturerequiredfor

nonamorphouspolymer

7

Polymer/ceramicfiber
compositefoam

� Superiorcompressivestrength

� Independentcontrolofporosity

andporesize

� Solventresiduemaybeharmful

8

High-pressure
processing

� Noorganicsolvents � Mostlyanonporoussurface

� Closed-poresstructureinsidethe

polymermatrix

9

Hydrocarbon
templating

� Nothicknesslimitation

� Enhancedcontroloverpore

structure,porosity,etc.

� Solventresiduemaybeharmful

Table1.Polymerscaffoldprocessingfortissueengineering.
[6]
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Biocompatibility Testinginformation

Cytotoxicity Evaluationofcellviability,growth,cycle,activation

BloodCompatibility

(Hemocompatibility)

Plateletcounting,Plateletfactor4assay

AntithrombinIIIassay,FibrinopeptideAassay

ProteinCassay,Fibrinogenassay

Determinationof

-Coagulationfactorsandprothrombinactivity

-Activatedpartialthromboplastintime(APTT)

-Fibrindegradationproducts(FbDP)etc.

TissueCompatibility

(Histocompatibility)

Quantitativeevaluationofsofttissueorbone.

Determinationofcytokinesproductionintissue.

etc.

Immunocompatibility Identificationofmembraneandintra-cellantigens

EvaluationofthecytotoxicactivityofNatural

Killercells

Cytokineassayinthesupernatantsofcellcultures

Invitromeasurementofgranulocyteactivationetc.

Infectivity Bacterialgenesforadhesionandantibioticresistance

Invitroevaluationofbacterialadhesionandgrowth

etc.

Genotoxicity

(Mutagenicity)

Invitroinducedchromatideexchangeetc.

StructuralAnalysis Evaluationofcrystallinitydegreeofbiomaterials,etc.

Table2.Evaluationmethodforbiocompatibility.
[58]
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Naturalpolymer Mainapplicationsandcomments

Proteins-basedpolymers Absorbable,biocompatible,nontoxic,naturallyavailable

Collagen Absorbablesutures,wounddressing,drugdelivery
microspheres.

Albumin Cellanddrugmicroencapsulation.

Poly(aminoacids) Poly(L-lysine),poly(L-glutamicacid),poly(asparticacid)
etc.

Nontoxic,nonantigenicandbiocompatible.oligomericdrug
carriers.

Polysaccharidesand
derivatives

Vegetablesources

Carboxymethylcellulose Cellimmobilizationindrug-deliveryanddialysis
membranes.

Cellulosesulphate Componentofpolyelectrolytecomplexesfor
immunoisolation.

Agarose Supportingmaterialsinclinicalanalysisand
immobilizationmatrices.

Alginate(marinesources,
algae)

Gel-formationproperties,relativelybiocompatible,
immobilizationmatricesforcellsandenzymes,controlled
releaseofbioactivesubstances.

Carrageenan Thermoreversibleproperties.Usedformicroencapsulation.

Humanandanimalsources

Hyaluronicacid Excellentlubricant,potentialtherapeuticagent.

Heparinandheparin-like Antithromboticandanticoagulantproperties,

glycosaminoglycanes candidatesforionotropicgelationandcapsuleformation.

Microbialpolysaccharides

Dextrananditsderivatives Excellentrheologicalproperties,plasmaexpander,drug
carrier.

Chitosananditsderivatives Biocompatible,nontoxic,gel-andfilm-formation,

naturalpolycations.Usedincontrolled-delivery

systems(e.g.gel,membranes,microspheres).

Table3.Divisionandapplicationsofnaturalpolymers-Ⅰ.
[58]
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Syntheticpolymers Mainapplicationsandcomments

Aliphaticpolyesters

Poly(lacticacid),poly(glycolic

acid)andtheircopolymersPoly(hydroxy
butyrate),poly(e-caprolactone)and

copolymers,poly(alkylene

succinates),etc.

Usedinsutures,drug-deliverysystemsandintissueengineering.

Biodegradable.Oftencopolymerizedtoregulatedegradationtime.

Biodegradable,amatrixfordrug-deliverysystems.

Cellmicroencapsulation.

Polyamides(nylons) Sutures,dressing,haemofiltrationmembranes.

Polyanhydrides Biodegradable,usefulintissueengineeringandthereleaseofthe
bioactivemolecules.

Poly(orthoesters) Surface-erodingpolymers,sustaineddrugdelivery,ophthalmology.

Poly(cyanoacrylates) Biodegradable,dependingonthelengthofthealkylchain.Usedas
surgicaladhesivesandglues,potentiallyusedindrugdelivery.

Polyphosphazenes Versatileside-chainfunctionalityinfilmsandhydrogelsformation.

Thermoplasticpolyurethanes Applicationsindrugdelivery.

Goodelastomericproperties.Usedinpermanentlyimplantedmedical
devices(prostheses,vasculargrafts),cathetersand

drugdeliverysystems.Initialcandidatesfortheartificialheart.

Polyethylene(low density) Sutures,catheters,membranes.

Poly(vinylalcohol) Gelsandblendedmembranesusedindrugdeliveryandcell
immunoisolation.

Poly(ethyleneoxide) Highly'biocompatible'.Differentpolymerderivativesandcopolymers
havebeenutilizedinavarietyofbiomedicalapplications.

Poly(hydroxyethyl

methacrylate)

Hydrogelsassoftcontactlenses,fordrugdelivery,asskincoatings

Poly(methylmethacrylate) Thisanditscopolymersareusedasdentalimplantsandinbone
replacement.

Poly(tetrafluoroethylene)

(Teflon)

Vasculargrafts,clipsandsutures,coatings.

Polydimethylsiloxanes Asilicone.Implantsinplasticsurgery,orthopaedics,bloodbagsand
pacemakers.

Environmentallyresponsive,

syntheticpolymers

Poly(ethyleneoxide-b-propylene

oxide)

Surfactantswithamphiphilicproperties;proteindelivery,skin
treatments.

Poly(vinylmethylether) Nontoxic,temperature-sensitivepolymer;shape-memoryproperties.

Poly(N-alkylacrylamides) Temperature-sensitivegelswhoselowercriticalsolution.

Table4.Divisionandapplicationsofsyntheticpolymers-Ⅱ.
[58]
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5μm forneovascularization

5-15μm forfibroblastingrowth

20μm fortheingrowthofhepatocytes

20-125μm foradultmammalianskin

40-100μm forosteoidingrowth

100-350μm forregenerationofbone

500μm forfibrovasculartissuesforrapid
vascularizationandsurvivalofcells

Table5.Optimalporesizeofscaffold.
[59]
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Naturalpolymer
Fabrication
technique Poresize(㎛) Porosity(%) Application

HyaluronicacidSalt 100–600 80–90 BMP-2delivery
andC3H10T1/2
cellsinvitro

Collagen Freeze-drying 11–50and

14–34

Tibiadefects
inrats

Collagen/hyaluronate Cross-linking 45.7and35.4 Cranialdefects
inrats

Collagen/hyaluronic
acid

(cross-linkedwith
EDC)

Freeze-drying 84(-196℃)

186(-70℃)

190(-20℃)

62(-196℃)

62(-70℃)

64(-20℃)

Silkfibroin Freeze-drying 50(-20℃)

15(-80℃)

99

Salt-leaching 202 84–98 Humanbone
marrow

stromalcells
invitro

Gasfoaming 155 87–97

Table6.Porositiesandporesizesofscaffoldsforboneregenerationmadefrom

naturalpolymers.[60]
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Polymer Fabricationtechnique
Poresize
(㎛)

Porosity
(%) Application

Poly(lactide) Salt-leaching 600

Poly(lactide)/poly(glycolide) Molding 800

Poly(L-lactide-co-D,L-lactide) Porogenmelting 58and80

Poly(lactide-co-glycolide) Sintering 72,164,101

and210

>30

Consolidationby
pressuredrop

100 65 Teethimplants

Sintering 187 31

Gasfoaming 200 Human
mesenchymal
cells

invitro

Electrospinning 2–465 92

Poly(lactide-co-glycolide)/

poly(ethyleneglycol)

Porogendissolving 300–500 85 Periostealcellsin
vivo

Poly(lactide-co-glycolide)/

polyvinylalcohol

Salt-leaching 200–300 90 Cranialdefectsin
rabbits

Poly(multifunctionallacticacid

basedoligomer)

Salt-leaching 45–150and

300–600

80

Poly(propylenefumarate) Gasfoamingwith

effervescentreaction
(invivo)

70 51 Tibiadefectsin
rats

Salt-leaching 300–500 70 TGF-b1delivery
incranial

defectsinrabbits

Salt-leaching 80

Salt-leaching 300–500and

600–800

57–75 Cranialdefectsin
rabbits

Polyethyleneterephthalate Melt-blowing 93–97 Ratmesenchymal
stem

cellsinvitro

Polymericfoams Emulsion
polymerization

40and100 Ratosteoblasts
invitro

Poly(propylene
glycol-cofumaric

acid)

Gasfoamingwith

effervescentreaction
(invivo)

100–500 Corticaldefects
inrats

Poly(desaminotyrosyl-tyrosine

ethylestercarbonate)

Salt-leaching 500 80to87.5

(gradient)

Cranialdefectsin
rabbits

Table7.Porositiesandporesizesofscaffoldsforboneregenerationmadefrom

chemicallysynthesizedpolymers-Ⅰ.
[60]
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Composite
Fabrication
technique

Poresize
(mm)

Porosity
(%) Application

Hydroxyapatite/poly(-

caprolactone)

Sintering 150–200 87

Hydroxyapatite/chitosan
gelatin

Freeze-drying 300–500 Ratcalvarialosteoblasts
invitro

Hydroxyapatite/b-tricalc

ium

phosphate/chitosan

Sintering 300–600 58and80

Collagen/hydroxyapatite Freeze-drying 30–100 85 Rabbitperiostealcellsin
vitro

Freeze-drying 50–300 49,73

and79

MC3T3-E1osteoblastsin

Titanium/calcium
phosphate

Sintering 50–00

(surface

coating)

35
(surface

coating)

Femoraldefectsin
rabbits

Sintering 250(porous

meshes)

86
(porous

meshes)

Ectopicboneformationin
rats

Soaking Humanosteoblastsin
vitro

Caninebone-ingrowth

Titanium/polyvinyl
alcohol

Sintering 170 60 Femoralcondylesindogs

Titanium/boron Self-propagating
high

temperature
synthesis

15–55 Cranialdefectsinrats

Poly(L-lactide-co-D,L-l
actide)/

b-tricalcium phosphate

Salt-leaching 125–150 80–87.5

(gradient)

Cranialdefectsinrabbits

Poly(propylene
fumarate)/btricalcium

phosphate

Salt-leaching 150–300 69and74

Poly(L-lactide)/bioglass Phaseseparation 50–200

Silica/ceramic Sintering 10–300 51,47
and43

Femoraldefectsin
rabbits

Poly(lactide-co-glycolide
)/

collagen/apatite

Salt-leaching 355–425 87

Table8.Porositiesandporesizesofscaffoldsforboneregeneration made

from chemicallysynthesizedpolymers-Ⅱ.
[60]
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Figure 1. The diagram of human skin.[61]
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Figure2.Variousapplicationsoftissueengineeredscaffolds.
[62]
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Figure3.Shapesofwaterdropletsona)thePAN nanofiberswith a

roughsurface;b)thenativePANfilm withsmoothsurface.
[63]
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Figure4.Cellularmigrationishaltedduetothelackofoxygen andnutrients

supply.The layerofcells thatcan survive on the diffusion ofoxygen and

nutrientsfrom themedium iscalledthecellularpenetrationdepth(Dp).
[30]
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Figure5.Conventionalmethodsforscaffoldfabrication.
[59]
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Figure6.(a)ESEM micrographsofcollagen-glycosaminoglycanscaffoldsproducedusingthe

quenchingtechniqueinthelargepans,(b)andtheconstantcoolingratetechnique(0.9℃

/min)inthesmallpans.
[39]
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Figure7.A schematicoftheFDM extrusionanddepositionprocess.
[43]
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Figure8.A Schematicofanelectrospinningset-up.
[63]
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Figure9.Electromicroscopicappearancesoftheformedmacroporousscaffolds.(A)

–D)ScaffoldspreparedbyUV irradiationofpCLLA-tetraacrylates(MW =5000

and10,000)andtheazo-compound(macromonomer:azo-compoundacetonesolution

=1:1and1:2);(E)pCLLA-tetraacrylatescaffoldusingNH4HCO3particlesandUV

irradiation;(F)conventionalPLLAscaffoldsusingNH4HCO3particles.
[64]
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Figure10.SEM photographsofthecross-sectionoffoamsfabricatedbycombiningthe

phase-separationandparticle-leachingtechniques.
[65]
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Figure11.(a)STLdesignfileforthe1.75㎜ x=y=zporousscaffold.(b)1.75㎜

x=y=zPCLscaffoldfabricatedbySLS.[57]
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Figure 12.Images ofPDLLA network scaffolds with a gyroid

architecture,builtby stereolithography.(A)Photograph,(B)mCT

visualisationand(C)SEM image.In(D)alightmicroscopyimageis

shownforascaffoldseededwithmousepre-osteoblastsafter1dof

culturing.Scalebarsrepresent500㎛.[66]
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Figure13.Electrospinningconcurrentwithsaltdeposition:(A)schematicdiagram ofthe

electrospinning and saltdeposition set-up;(B)photograph ofresultantnanofibers/salts

composite.
[12]
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Figure14.Themagnifiedimagein(a)showsthesurfaceofthecollagenstrands,

andthemagnifiedimagein(b)showsacrosssectionofacollagenstrand.
[11]
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제 3장 기방사된 PCL/콜라겐 생복합 지지체 :설

계,제작,그리고 물리 그리고 세포성 반응.

1.서 론

조직공학은 생체 조직의 공학 인 근으로 지지체 (Scaffold)를 제작하여 인체조직

의 기능과 손상을 복원하고 개선시키는 것을 목 으로 하고 있다.활발히 연구되고 있

는 생체조직 하나인 조직의 경우 골 결손의 회복을 목 으로 자가 골 이식이나

인공 골 이식등의 방법이 사용되고 있다.
[1-2]
그러나 자가 골 이식의 경우 감염이나 골

수 의 어려움,다수의 의료 사고의 험성이 존재하는 등 시술의 어려움이 존재한다.

이러한 이유로 인하여 골 조직을 회복시키기 한 인공 골 세포담체 제작에 련된 다

양한 연구들이 보고되고 있다.
[3-4]

인공 골 세포담체가 조직공학(tissueengineering)에

사용되기 해서는 생체 합성,생분해성,기계 강도,친수성,세포담체의 표면 구조

등의 조건이 요구된다.[5-6] 생체재료로서 리 알려져 있는 콜라겐은 transforming

growthfactor-b (TGF-b),bonemorphogeneticproteins(BMPs),fibroblastgrowth

factor(FGF-2)등의 성장인자 (growthfactor)를 가지고 있어 세포의 성장을 진시

키는 우수한 물질로 알려져 있다.
[7]
특히 콜라겐에 함유되어 있는 BMPs의 경우 골유

도 인자로 알려져 있어 기세포가 조골세포로의 분화를 유도하는 물질로 알려져 있

다.
[8]
이러한 이 에도 불구하고 콜라겐은 재료자체의 기계 강도나 가공성

(processability)이 취약한 문제 이 있어,
[9]
주로 합성고분자와 혼합하여 사용되고 있

다.
[10-12]

한편 세포담체의 나노/마이크로/마크로 인 구조나 형태도 세포의 성장에 매

우 요한 요소로 작용하기 때문에 이러한 조건을 만족하는 세포담체 제작방법들 한

보고되고 있다. 표 인 세포담체 제작방법에는 용매증발법,염침출법,가스발포법,
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이져 소결법,쾌속조형등의 방법들이 있으며,
[13-16]

제시된 제작기법과 더불어 최근

기방사공정을 이용한 세포담체 제작기법이 개발되고 있다. 기방사공정은 고분자용액

에 압을 가하여 다량의 나노 이버를 생산하는 공정으로서 비교 간단한 공정으로

제작되는 맴 인의 표면 이 매우 넓고 강도가 우수한 장 이 있으며 가공성이 좋

다.
[17-19]

최근에는 기방사를 사용하여 세포담체를 이루는 나노섬유의 배열성 제어,

표면특성,그리고 기존의 문제 이었던,3차원 형상구 의 해결등 다양한 형태의 기

방사 연구가 보고되고 있다.
[20-23]

Liet.al.은 특수한 형태의 극 을 제작하여 기방

사를 하여 나노 이버를 직교 방향으로 배열할 수 있음을 보여 주었고,[20]G.Kim et.

al.은 배열된 나노 이버 도 을 제작하고,PC-12세포의 증식을 살펴본 결과 세포성장

의 형태가 나노 이버의 배열방향과 일치하는 것을 확인 하는 연구가 보고되었다.
[21]

한편 기존 기방사의 문제 이었던 3차원 형상구 에 련된 연구들로는 T.G.Kim

은 hydroxyapatite/collagen을 기방사와 염침출법을 통하여 성공 인 3차원 세포담체

를 제작하 고,제작된 세포담체의 콜라겐의 함량에 따라 연골세포의 증식이 증가함을

확인하 으며,
[22]
Y.Yokoyama는 욕조형태의 지부와 wetelectrospinning이라는 공

정을 통하여 높은 공극률을 갖는 PGA 3차원 나노 이버 세포담체를 제작하는 연구를

보고하 다.[23]

본 연구의 목 은 이방성 구조의 골 재생을 향상시키는 tube형태의 세포담체 제작으

로써,뛰어난 기계 강도와 미세기공구조,뛰어난 생체 합성 등의 요건을 필요로 한

다.이러한 요건을 만족하기 해 기계 강도가 우수하고 가공성이 뛰어난 생체 합

성 고분자인 PCL과 뛰어난 골유도 물질로 알려진 콜라겐을 이용하여 tube형태의

PCL/Collagen(P/Col)tube세포담체를 제작하 으며, 의 이방성 구조와 기계 강

도를 구 하기 해 PCL 나노 이버의 배열방향을 조 하 다.제작된 tube형태의

P/Col나노 이버 세포담체는 콜라겐의 함량에 따라 다양한 기계 강도와 MG-63세

포의 증식거동을 보 다.

2.실험
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2.1.재료 시료제조

본 연구에 사용된 시료는 poly(ε-caprolactone)(PCL,Mw =80,000Aldrich)을 10

wt%로 사용하 으며, 용매로는 n,n-dimethylformamide (DMF, JUNSEI) 와

methylenechloride(MC,JUNSEI)를 4:1의 비율로 혼합하여 사용하 다. 한 콜라겐

(Matrixen-PSP;Bioland,CheonanCity,SouthKorea)은 돼지의 피부조직으로부터 추

출한 것으로써 3
rd

순수에 용해하여 사용하 다.

2.2.P/Col나노 이버 tube제조

P/Coltube은 다음 Fig.1(a)와 같은 기방사공정/딥핑 공정을 이용한 단계별 제조

방법을 사용하 다. 기방사공정은 크게 syringe pumping system,high voltage

directcurrent(HVDC), 지부 역할을 하는 컬 터로 구성되며,컬 터 회 표면속도

는 약 0.2,7.0m/s,실린지 펌 의 고분자 용액 공 속도는 1㎖/h,노즐과 컬 터 사

이의 방사거리는 9㎝,voltage는 12㎸로 제조하 다. 기방사의 컬 터는 나노섬유

가 배열되는 방향을 조 할 수 있도록 Fig.1(b)와 같은 형태의 랜덤,배열형태 컬 터

를 자체 제작하 다.제조 방법은 나노 이버를 10분간의 기방사과정을 거쳐,각각

콜라겐 1,2,3wt% 용액으로 콜라겐 코 을 해 콜라겐 코 용액에 딥핑 한 후 상

온에서 12h동안 자연건조 하는 딥핑공정을 사용하 다.2차 기방사 과정을 통하여

동일한 조건으로 나노 이버를 10분간 방사하고,2차 코 과정은 동일한 콜라겐 0.1

wt% 용액을 사용하여 콜라겐 코 을 하 다.마지막으로 에탄올에 용해한 50mM

1-ethyl-(3-3-diethylaminopropyl)carbodiimidehydrochloride(EDC)용액에 10분간

경화한 (cross-linked)후 세척 건조하여 Fig.1(c)와 같은 형태의 나노 이버 tube

을 제조하 다.사용된 콜라겐 코 용액의 wt%에 따라 sample은 P/Col-1,P/Col-2,

P/Col-3으로 표기하 다.PCL,P/Col-2,P/Col-3는 Align컬 터를 사용하여 제작하

으며,P/Col-1의 경우 랜덤,배열형태의 컬 터를 사용하여 나노섬유의 배열방향을 조
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하 으므로 P/Col-R(Random),P/Col-A(Align)으로 구분하여 표기하 다.

2.3.컬 터의 회 방향에 따른 나노 이버의 배열성

제작된 P/Coltube의 PCL나노 이버의 배열방향을 조 하기 하여 자체 제작된

랜덤, 배열형의 회 형 컬 터에 기방사를 실시하여 제조하 다. P/Col-R과

P/Col-A의 나노 이버 배열구조를 찰하기 해 먼 Sputter coater (E-1030,

Hitachi)로 60㎃에서 2분 동안 7㎚의 백 코 을 하 으며,주사 자 미경 (S-4800,

Hitachi)을 통하여 5kV의 조건하에 X500,X1000배율로 찰하 다. 한 자주사

미경을 통해 나노섬유의 직경과 배열성을 측정하 다.배열성의 분석은 fullwidthhalf

maximum (FWHM)측정법을 사용하 다.

2.4.제작된 튜 의 콜라겐 함량

딥핑 공정은 콜라겐 코 용액의 collagen wt%를 1,2,3wt%로 하여 P/Col-1,

P/Col-2,P/Col-3를 제작하 으며,제작된 P/Coltube내의 콜라겐 코 층의 두께 변

화를 학 미경 (opticalmicroscope)(BX-51,olympus,Japan)을 사용하여 찰하

다.콜라겐의 역의 두께를 측정하기 하여 딥핑공정에 사용된 콜라겐을 붉은색을

띄는 RhodaminB(Aldrich)로 염색한 후 tube를 제작하 다. 한 제작된 P/Coltube

의 collagenweightfraction를 측정하기 해 코 후의 무게를 측정하여 분석하

다.

2.5.FT-IR측정

기 방사된 P/Coltube내의 콜라겐의 경화에 따른 화학 구조 변화를 확인하기

하여 장 400-4000 ㎝
-1
에서 FT-IR (Fourier-transform infrared) (model
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6700;Nicolet,WestPoint,PA,U.S.A.)측정을 실시하 다.

2.6.수분 각 측정

제작된 P/Coltube의 친수성을 측정하고자 물방울을 이용한 수분 각 (Water

ContactAngle)을 측정하 다.측정방법은 제작된 나노 이버 매트 에 자체 제작된

각 측정기를 통하여 10㎕의 물방울을 한 후 시간의 변화에 따라 물방울의

각을 각도기를 이용하여 측정하 다.

2.7.제조된 P/Coltube의 수분흡수율 측정

콜라겐은 생체친화성 고분자이며 동시에 친수성 물질로 알려져 있다.P/Coltube내

부에 콜라겐 양의 변화에 따른 P/Col-1,P/Col-2,P/Col-3tube의 친수성 특성의 변화

를 찰하 다.[24]

100(%)
0

02 ´
-

=
w

ww hWA
(1)

수분흡수율 측정방법은 X.Y.Li의 실험방법을 참조하 다.W0는 제작된 tube를 1

cm 길이로 단한 후의 기 무게이며,W2h는 1㎝ 길이의 tube를 물에 넣어 2h동안

수분흡수 과정을 거친 후 표면의 물기를 제거하고 수분을 흡수한 tube의 무게를 측정

하 다.

2.8.기계 강도
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제조된 P/Col은 이식 될 경우 회복부를 유지하기 한 당한 기계 강도를 가져야

한다.P/Coltube의 나노섬유 배열 방향과 콜라겐 층의 두께가 기계 강도에 미치는

향을 확인하기 하여 인장테스트를 하 다.시편은 tube을 개한 후 20㎜ (H)x

3㎜ (W)사이즈로 제작하 다.측정에 사용된 장비는 UTM (TopTac2000,Chemilab)

을 사용하 으며 0.5㎜/s의 속도로 인장하 을 가하여 tube의 Young'smodulus를 측

정하 다.

2.9.MTT-assay

실험에 사용된 osteoblast-like-cells(MG-63)세포의 배지로는 MEME (ATCC)를,

10% FBS와 1% penicilin/streptiavidin를 첨가하여 사용하 으며,제작된 나노섬유

tube을 개하여 10x10mm
2
에 1x10

5
cell/50㎕ 농도의 세포를 각각 종(seeding)

하 다.세포의 성장율은 MTT assay를 통해 1,3,7일차에 걸쳐 측정하 다.MTT

assay는 Cellproliferation kit(Roche,Germany)를 사용하 으며,MTT labeling

reagent를 통해 4h동안 37℃ CO2incubator에서 formazan을 형성시킨 후 solubilization

buffer를 통해 24h동안 formazan결정을 용해하 다.흡 도는 570㎚에서 ELISA

reader(EL800,Bio-TekInstruments,Winooski,VT,U.S.A)를 사용하여 측정하 다.

한 세포의 성장형태를 찰하기 하여 1,3,7일에 걸쳐 배양한 후 SEM을 통하여

성장형태를 찰하 다.
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3.결과

3.1.1,2,and3wt% collagenP/Col튜 의 콜라겐 역 찰

Fig.2는 각기 다른 콜라겐 wt%용액으로 딥핑공정을 거쳐 형성된 콜라겐의 표면형상

을 주사 자 미경으로 찰한 결과이다.Fig.2(a)의 0.1wt% 콜라겐 용액을 사용한

경우 딥핑 공정 후에도 명확한 나노 이버의 표면형상구조를 찰할 수 있었다.Fig.2

(b)의 0.5wt% 콜라겐 용액의 경우 나노섬유층 로 나노섬유의 형상이 확인 될 정도

로 얇은 층의 형성이 확인되었다.그러나 Fig.2(c)의 1wt% 콜라겐 코 용액을 사용

한 경우 나노 이버층 로 두꺼운 콜라겐 층의 형성을 확인하 다.이러한 나노 이

버에 코 된 콜라겐의 친수성 특성은 세포담체에 있어서 매우 요하다.S.R.

Benhabbour연구 은 수지상 돌기 표면에 PEG를 화학 흡착시켜 친수특성을 가지는

수지상돌기 표면을 제작하 다.제작된 표면에 사람의 각막상피세포(HCEC)와 생쥐의

3T3섬유모세포(M-3T3)를 배양하 으며 그 결과 표면의 친수성 특성이 증가할수록

세포의 기 흡착과 증식률이 증가함을 확인하 다.
[27]
제작된 나노 이버 tube의 경우

에도 코 된 콜라겐 층의 강한 친수성 특성으로 PCL나노 이버의 소수성특성을 억제

하고,세포의 기 부착률 증식률을 한층 향상시킬 수 있을 것으로 상된다.

3.2. 자주사 미경 찰

나노 이버의 배열성을 조 하기 해 각기 다른 회 방향을 갖는 컬 터로 제작되

는 tube의 배열성을 조 하 다.제작된 튜 의 나노 이버 배열성은 배열방향을 다르

게 조 한 P/Col-R,P/Col-A tube의 내부,외부 구조 SEM이미지와 FWHM법을 사용

하여 측정하 다.Fig.3(a),(b)는 랜덤 타입의 회 형 컬 터를 사용하여 제조된

P/Col-R tube의 외부와 내부를 찰한 결과로서 나노 이버의 배열방향이 직교형을

띄고 있음을 확인할 수 있다.Fig.4(a)는 이를 토 로 FWHM를 측정한 결과로서 나
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노섬유의 배열성 분포가 직교형 배열을 나타내고 있을 뿐만 아니라 측정값이 23°로 분

포가 매우 집 되는 상을 확인하 다.D.Zhang연구 에 의하면 일반 인 기방

사는 제작되는 나노 이버가 랜덤하게 방사되는 경향이 있으나,수직된 기장의 방향

과 평행하게 돌출된 지부의 조 으로 나노 이버의 직교형 배열을 유도할 수 있음을

보여주었다.
[28]
제작된 P/Col-R의 경우에도 얇은 폭의 지부로 인한 기 인 힘과

컬 터의 회 력에 의한 수평방향의 물리 인 힘에 향을 받은 것으로 분석되며 서로

수직된 두 힘의 방향에 따라서 직교형태의 나노 이버 배열이 이루어진 것으로 사료된

다.Fig.3(c),(d)는 배열타입의 회 형 컬 터를 사용하여 제조된 P/Col-A tube의 외

부,내부 배열구조로서,Fig.3(b)의 P/Col-1배열이 회 형 컬 터의 7.0m/s에 이르

는 매우 빠른 회 속도와 같은 방향으로 돌출되어 있는 지부로 인하여 나노 이버가

회 방향으로 배열되어 있는 상을 확인하 다.Fig.4(b)의 P/Col-A의 FWHM 측

정값은 20°로 P/Col-R에 비하여 높은 배열 집 도를 보 다.일반 으로 나노 이버의

높은 배열성은 세포담체의 배열방향에 한 기계 강도를 향상시켜주는 것으로 알려

져 있다.때문에 이러한 높은 배열구조의 tube는 높은 강도를 필요로 하는 이방성 구

조의 재생에 효과 일 것으로 단된다. 한 P/Col-R,P/Col-A를 이루는 내ㆍ외

부 fiber의 직경은 각각,Fig.3(a)2.1±0.5㎛,(b)1.8±0.4㎛,(c)1.9±0.7㎛ (d)

2.0±0.5㎛로 방사조건의 동일함으로 인하여 큰 차이를 보이지 않았다.

3.3.코 wt%에 따른 두께 변화와 함량

각각의 콜라겐 코 용액의 wt%에 따라서 나노 이버 tube내부에 콜라겐 층의 변

화를 확인하기 하여 학 미경을 사용해 형상 두께를 확인하 다.Fig.5(a)는 순

수한 PCLtube의 단면을 찰한 학사진이며,Fig.5(b)는 붉은색을 띄는 Rhodamin

B로 염색된 콜라겐으로 제작된 P/Col-3이다.Fig.5(b)의 경우 붉은 역의 콜라겐

층이 tube내부에 형성되어 있음을 알 수 있지만,콜라겐이 나노 이버 층으로 흡수되

면서 uniform한 층은 형성되지 않음을 확인하 다.Fig.5(c)는 1,2,3wt%의 콜라겐
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용액으로 딥핑 공정을 거쳐 제작한 tube의 콜라겐 층의 두께변화를 측정한 결과로써

콜라겐의 두께는 1,2,3wt%의 콜라겐 딥핑용액에 해서,8.3± 1.6㎛,18.4± 5.4

㎛,28.4±13.2㎛로 차 으로 증가하 다. 한 Table.1은 콜라겐 코 ,후의 무

게측정과 완성된 tube의 무게측정으로 콜라겐의 weightfraction을 나타내었다.딥핑

용액의 콜라겐 wt%가 증가할수록 tube내의 콜라겐 weightfraction이 5.4±0.8%,

19.1±1.6%,21.3±1.8%으로 순차 인 증가를 확인하 다.

3.4.경화에 따른 콜라겐의 화학 구조 확인

Fig.6은 제조된 P/Coltube을 FT-IR을 통하여 분석한 결과이다.S.Park연구 에 의

하면 콜라겐의 화학 구조는 주로 아미드 그룹으로 이루어져있으며,EDC를 통하여

경화를 할 경우 구조 인 변화 없이 IR의 intensity가 감소하는 것으로 알려져 있다.
[27]

콜라겐 경화 의 IR 그래 에서는 콜라겐의 주 아미드 그룹인 amideI(1629㎝-1),

amideII(1550-1456㎝
-1
)로 구성되어 있음을 확인하 다.EDC 경화 후 아마이드

그룹인 amide I,amide IIbands의 intensity 감소가 있었지만,콜라겐의 다양한

function의 구조 인 변화가 없었으므로 EDC에 의한 경화가 잘 이루어진 것으로 단

된다.

3.5.수분 각

Fig.7(a-c)는 제조된 다양한 나노 이버 tube(PurePCL,P/Col-R,P/Col-A)의 콜라

겐의 유무,그리고 PCL나노 이버의 배열성에 따른 친수성 특성의 변화를 측정하기

하여 10㎕의 물방울을 시킨 후 30분까지의 각을 찰한 결과이며,Fig.7(d)

에 그래 로 나타내었다.콜라겐을 코 한 P/Col-R,P/Col-A의 경우 비교군인 순수

PCL나노 이버 mat에 비하여 낮은 각을 이루고 있어 콜라겐 코 에 의한 친수

성 특성이 향상되었음을 확인할 수 있었다. 한 P/Col-A tube의 경우 물방울의 흡수
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진행방향이 나노 이버의 배열방향과 일치하는 것을 확인할 수 있었다.Fig.7(c)의 이

러한 결과는 나노 이버 tube의 이방성 구조가 친수성 특성을 향상시킬 수 있으며,나

노 이버의 배열방향이 세포와 세포외기질 (ECM)의 성장확산방향을 조 할 수 있을

것으로 보인다.

3.6.코 조건에 따른 수분흡수율의 변화

일반 으로 세포담체의 높은 수분흡수율은 세포담체의 세포 기 부착률 성장률을

향상시켜주는 것으로 알려져 있다.[24]Fig.8은 제조된 P/Coltube내부에 있는 콜라겐

의 양에 따라 수분흡수성의 변화를 확인한 결과로서,콜라겐 층의 두께가 증가할수록

수분흡수량이 증가하 다.이러한 이유는 지지체 내부에 강한 친수성 특성을 가지고

있는 콜라겐 양의 증가로 인하여 P/Coltube의 수분흡수성이 증가한 것으로 사료된다.

3.7.기계 강도

세포담체의 이식 후에는 움직임이나 충격과 같은 여러 가지 상황에서의 인장이나 압

축하 을 받게 된다.때문에 재생하기 까지의 회복부를 유지하기 한 세포담체의

기계 강도는 매우 요하다.[28-29] Fig.9 (a)는 P/Col-R, P/Col-A tube의

Stress-Strain curve로서 이를 토 로 Young'smodulus를 측정하 다.P/Col-A의

Young'smodulus는 82.3±8.4㎫으로 P/Col-Rtube의 8.8±1.1㎫에 비하여 약 9배

증가하 다.P/Col-Rtube의 직교형 나노 이버 배열구조는 서로 다른 방향으로 배열

되어 있는 나노 이버가 인장하 이 가해짐에 따라 순차 으로 인장하 을 받게 되고

그 결과 높은 신율과 낮은 탄성한도로 나타났다.하지만 P/Col-A tube의 경우 나노

이버가 같은 방향으로 배열되어 있어 부분의 나노 이버가 인장하 을 동시에 받게

되고 낮은 신율을 갖는 신에 높은 탄성한도를 가지는 것으로 단된다.Fig.9(b)는

콜라겐 코 정도에 따른 P/Coltube의 Young'smodulus결과이다.PCLtube의 경우
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Young'smodulus가 53.9±6.0㎫으로 나타난 반면,P/Col-3의 경우 113.2±1.8㎫로

두 배 이상 증가하 다.Fig.9(c-d)는 인장테스트 통하여 괴된 PCL,P/Col-3시편

의 이미지이다.Fig.9(d)P/Col-3시편은 PCL나노 이버 사이의 콜라겐 층이 인장시

험을 거쳐 체 으로 괴되어 있는 상을 확인 할 수 있는데,이는 제작된 P/Col

tube의 콜라겐 층이 PCL나노 이버와 성공 으로 흡수 결합되어 있으며,P/Col

tube에 가해지는 인장하 을 함께 흡수하여 기계 강도가 크게 증가된 것으로 보인

다.

3.8.InvitrotestofMG63s

Fig.10는 osteoblast-like-cells(MG-63)를 P/Coltube에 키운 결과이다.Fig.10(a)1일

차 결과를 통하여 PCL실험군에 비하여 콜라겐이 함유되는 P/Col-3의 MG-63세포의

기 부착율이 증가하 다. 한 Fig.10(a)3,7일차에는 PCL실험군에 비하여 콜라겐

층이 함유되어 있는 P/Col-1,P/Col-2,P/Col-3의 증식이 향상되었다.특히 P/Col-3의

경우 PCL에 비하여 조골세포의 증식률이 약 60% 이상 향상되었다.이러한 결과는

tube내의 콜라겐 층에 함유된 성장인자의 releasing효과와 높은 친수성에 의하여 세포

의 증식이 향상된 것으로 상된다.Fig.10(b-c)는 7일차의 PCL,P/Col-3의 셀 형상

을 찰 한 것으로서 Fig.10(c)의 증식이 우수함을 확인하 으며 ECM의 진행방향이

나노 이버의 배열방향과 일치하고 있음을 확인하 다.이는 나노 이버의 수분흡수

진행방향이 세포의 ECM의 확산방향을 조 할 수 있으며 세포의 성장방향이 유도할

수 있음을 의미 것으로 보인다.
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4.결론

본 연구에서는 조골세포 재생을 목 으로 하는 tube형태의 생체 모방형 세포담체를

제작하 다.PCL나노 이버를 배열한 tube에 표 인 골 유도물질 하나인 콜라

겐을 딥핑 공정을 통하여 tube내에 콜라겐 층을 함유시켰다.P/Coltube의 배열성이

증가할수록 기계 강도와 친수성 특성이 향상됨을 확인하 으며,tube내에 함유된

콜라겐 층의 두께가 증가함에 따라 tube의 수분흡수성,기계 강도,조골세포의 증식률

이 향상되었다. 한 나노 이버의 배열을 통해 ECM의 확산방향을 조 하여 MG-63

세포의 성장방향을 길이방향으로 유도할 수 있었다.이를 통하여 tube형 골 재생 세포

담체로 용할 수 있음을 확인하 다.
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PCL P/Col-1 P/Col-2 P/Col-3

Weightofcollagen(mg) 24.6±0.2 26.0±0.2 30.3±0.5 31.2±0.6

Weightfractionofcollagen(%) - 5.4±0.8 19.1±1.6 21.3±1.8

Table1.WeightfractionsofPCLandcollagenforfabricatedP/Coltube.
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Figure1.Schematicoffabrication PCL/collagen tube.(a)fabrication oftubetype

scaffoldbyusinganelectrospinning-dippingprocess.(b)Collectorofrandom andalign

typeforalignofnanofiber.(c)Opticalimageandlayer-by-layerstructureofnanofiber

tubebyusinganelectrospinning-dippingprocess.
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Figure2.Surfaceshapeofnanofibermataftercollagendippingprocess.(a)0.1wt%.

(b)0.5wt%.(c)1wt%.
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Figure 3.SEM image and diameterdistribution offabricated fibrous tube.(a-b)

Random type,(a)Internalsection(D =2.1±0.5㎛),(b)Externalsection(1.8±0.4

㎛).(c-d)Aligntype,(c)Internalsection(1.9±0.7㎛),(d)Externalsection(2.0±0.5

㎛).
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Figure4.Alignmentofnanofiroustubeby using FWHM.(a)P/Col-R = 23
o
.(b)

P/Col-A=20
o
.
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Figure5.Crosssectionalimageof(a)PCL,(b)P/Col-3,(c)Thicknessofcollagen

layerofP/Col.tube.
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Figure6.FTIR spectraofcollagenspongebeforeandaftercross-linkingwithEDC

solution.
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Figure7.WCA ofP/Coltube.(a)PCL(b)P/Col-R.(c)P/Col-A.(d)watercontactangle

VS.time.
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Figure8.Waterabsorption-abilityofP/Coltubescaffolds.
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Figure9.(a)Stress-straincurvesofP/Col-1tubes.(b)Young'smodulusofcoated

P/Col.SEM imageofP/Coltubeaftertensiletest.(c)PCL,(d)P/Col-3.
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Figure 10.(a)MTT assay resultofMG-63 Cells cultured on a scaffold.SEM

micrographsofMG-63cellsculturedon(b)PurePCL,(c)P/Col-3after7daysofcell

culture.
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weight fraction (%) 0.05 wt% 0.1 wt% 0.5 wt%

300 ㎛ 0.07 ± 0.002 0.14 ± 0.004 0.71 ± 0.02

500 ㎛ 0.1 ± 0.003 0.2 ± 0.007 1.0 ±0.03

1000 ㎛ 0.15 ± 0.009 0.3 ± 0.018 1.5 ± 0.09
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Figure 16.
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