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Abstract

Thedevelopmentofanew bioreactorusing

electrohydrodynamicprocessfortissueregeneration

applications

JinGyuhyun

Advisor:Prof.Kim GeunHyung,Ph.D.

DepartmentofMechanicalEngineering

GraduateSchoolofChosunUniversity

In general,various physicalstimulations have been widely applied to tissue
regenerativeapplications.Inparticular,forbonetissueregenerationseveralexperiments
reported the electric stimulation can enhance the mineralformation in cultured
osteoblastsandevenalterthepatternofgeneexpressionpromotinginbonetissue
formation.However,todate,forrapid-prototypedPCL compositesconsistedofpure
PCLanddispersedmaterialincludingsinglewallcarbonnanotubes(SWCNT)andβ
-tricalcium phosphate(β-TCP),theeffectoftheelectricstimulationonvariouscellular
activitieshasnotbeenanalyzed.

Here,asinusoidalAC electricfield(55± 8mV/cm and60Hz)betweenparallel
electrodeswasappliedtothe3dimensional(3D)scaffolds(purePCL,PCL/SWCNT0.2
wt%,PCL/β-TCP20wt%)culturedwithosteteoblast-like-cells(MG-63)withevery30
min/dayfor14days.Forallscaffolds,whenexposedwiththeelectricstimulation,the
ALPandcalcium mineralizationforallscaffoldswereenhanced,butthePCL/β-TCP
scaffoldshowedthehighestimprovementofbonemineralizationcomparedtothoseof
otherscaffolds.Inthiswork,wecannotcompletelyexplainaboutthephenomenon,but
wecan estimatethattheimprovementcanbeduetothecalcium ionschemically
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precipitatedfrom thePCL/β-TCP scaffolds.Toevaluatetheeffectofthereleased
calcium ions,wemeasuredthechangeofphysicalshapeofproliferatedcellsunderthe
electricstimulation.

Theresultcan mean thatnotonly theapplied electricfield conditionscan be
importantparametersforelectricstimulation,butalsothescaffoldconsistingmaterials
areanotherimportantparametertosuccessfulelectricstimulation.
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제1장 서 론

제1 연구의 배경

사회의 노령화와 질병,사고의 증가로 인해 생명공학이나 조직공학과 같은 생명

상을 이해하는 연구가 세계 으로 부각되고 있다.이와 더불어 생명 연장과 삶의

질 향상을 해 손상된 기 이나 조직을 체하려는 연구가 실히 요구되는 상황이다.

이러한 질병,조직의 손실,복원이 필요한 장기와 조직을 본 기능에 유사 는 체하

는 학문을 조직공학(tissueengineering)이라고 한다.조직공학은 단일 학문이 아닌,생

물 화학,의학,공학 등 여러 문 인 학문의 융합이 필수 이다.즉,손상된 생체

부 를 체하기 한 유사한 구조와 기능을 가진 한 세포담체를 제작하고, 련

조직 세포를 체외에서 배양하여 인공 조직을 구성,체내에 이식하여 정상 인 기능을

하도록 재생하는 것이다.
1-3

조직공학은 세포,성장인자,세포담체의 요한 세 가지 요소를 반드시 요구한다.세

포는 각 부 에 따라 신경,장기, ,피부 등 손상된 부 에서 분리 배양한 것으로 인

체 내에서의 면역거부반응 인간복제와 같은 윤리 인 문제로부터 유리한 치를 나

타내며,세포의 부착,증식,분화를 정 으로 이끌고,재활 기간 동안의 각종 부작용과

감염으로부터 보호 할 수 있는 성장인자를 포함한다. 한,인체에 이식 후 생체에서 완

히 흡수되고,세포와 친화력이 있는 조직을 형성하는 세포담체가 요구되어진다.이 세

포담체는 생분해성과 생체 합성이 우수해야 하며, 합한 기계 강도를 유지해야 한

다.
4

손상된 조직을 빠른 시간에 재생시키기 해서는 요구조건이 충족되는 인공 세포담체

의 요성과 함께 이식 후의 환자의 리 역시 요하다.이러한 조직의 재생을 돕기

한 바이오리액터(bioreactor:생물반응기)분야의 연구가 활발히 진행 에 있다.생물

의 체내에서 일어나는 다양한 기계 ,화학 반응을 체외에서 구 하여 세포의 조직

배양 시 실제 몸과 같은 배양 환경을 구 하여 효율 인 조직 재생을 도모하고자 하는

시스템을 바이오리액터라고 한다.

이처럼,조직공학에서의 조직 재생을 한 세포,성장인자,세포담체의 향에 따른

연구가 활발히 진행되고 있다.하지만,이식 이후의 환자의 재생능력에 기 하기 보단,

치료기간의 리에 한 연구가 미흡한 상태이다.이는,손상 조직의 재생을 한 세포

담체 성장 인자에 한 연구에 집 되어 있기 때문에 바이오리액터를 이용한 실험

데이터베이스 구축 추후 가능성의 분석이 요구된다.
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제2 연구의 목

조직 재생에 있어 최 의 세포담체 제작,다양한 성장인자의 제어/방출,그리고 높은

효율을 갖는 바이오리액터는 손상된 조직을 체하는 이상 인 안을 얻기 해 많은

연구가 이루어 졌다.특히,바이오리액터 시스템은 세포의 증식,분화,사이토카인

(cytokine)의 방출,세포외 기질(extracellularmatrix)의 단백질 합성과 같은 세포의 활

동 물리 / 기 인 자극과의 계를 나타내기 해,다양한 자극 조건으로 연구가

행해지고 있다.5-10

세포에 가할 수 있는 다양한 자극 ,기계 은 자극은 와 연골 재생에 리 용

되었다.조직의 손상을 입히지 않는 범 에서는 지속 인 생리학 자극은 의 주요

유기 화합물인 골 생성 단백질과 콜라겐의 합성을 향상시키는 결과를 나타낸다.이러한

기계 자극은 조골세포의 증식,분화,세포의 운동성,유 자 발 등 세포의 활동의

다양한 기능에 향을 다.
11

기계 인 자극으로 발생한 단 응력은 조골세포 성장인자의 신호 달 활성화,세포

골격 인테그린(integrin)과의 상호작용 등 자극과 세포의 계에 정 인 역할을 하

며 다양한 가설을 통해 설명하고 있다.12-14

마찬가지로 기 자기와 같은 자극은 신경,심장, 와 연골,근육 골격 등 다

양한 조직에 용되었다.일반 으로 기 자극은 생성의 진,근육 세포의 재생,

기세포의 심장세포화,심장근육세포의 발달된 형질을 포함한 세포의 다양한 활동을

장려하는 것으로 알려져 있다.15-20일부 연구에 의하면,체외 실험에서 기 자극은 조

골세포의 높은 증식과 다양한 사이토카인(BMP-2,IGF-1,VEGF)의 발생을 유도한 것

으로 나타났다.
21-22

본 연구에서는 평행한 형태(parallelplate)의 극을 제작하고, 기장을 포함하는 바

이오리액터를 설계하여 세포에 기장의 자극을 주었다.평행한 형태의 극은 세포의

패터닝,생물학 물질의 유 이동(dielectrophoresis)등 통 인 사용방법으로 제어가

쉽고,재 성이 높으며,다양한 형태로의 응용이 가능한 장 을 가지고 있다. 기장의

자극은 극의 형태와 함께 기장의 세기 진동수,자극 시간이 매우 요한 요소로

작용한다.강한 세기의 기장의 세포의 사멸을 일으키고, 하지 못한 자극은 활성산

소의 배출과 열충격 단백질의 생성으로 세포 증식을 하시키기도 한다.여러 연구에

따르면 세포의 증식과 분화를 진시키는 기장의 세기는 다양하게 보고되고 있다.
19-24

한,다양한 재료의 세포담체를 제작하여 조골세포(osteoblast-like-cells:MG63)의

활성 배양 특성을 알아보았다.바이오리액터 내에서의 3차원 격자구조 세포담체와

기 자극의 향에 해 세포의 사멸과 증식,골 분화도,칼슘의 증착 정도를 분석하고

찰하여 통계 으로 처리하 다.
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제2장 골 조직,세포담체 그리고 바이오리액터

제1 골 조직의 구조와 역할

는 단단한 물리 특성이 있기 때문에 구조 으로 몸의 형태를 유지하고,신체 내

의 요 장기들을 보호하며,우리가 움직일 때 힘을 쓰는 근육이 붙는 자리를 제공하며

지렛 역할을 한다.생리 으로는 조 기 이며,칼슘과 인 등 무기물의 장고로서

이들의 농도 유지에 요한 역할을 한다.이처럼 는 조 기능,보호기능,지지기

능,지렛 작용의 4가지 주요 기능을 가지고 있다.
25-26

골 조직은 골세포와 그 사이를 차지하는 풍부한 세포간질로 이루어져 있다.세포간질

은 교원섬유와 무정형기질로 이루어지고,기질에는 다량의 칼슘염이 축 되기 때문에

다른 조직과 달리 상당한 강도를 가지고 있다.골세포는 골층 사이에 배열되어 있으

며,불규칙한 별 모양으로 가는 원형질 돌기로 인 한 다른 골세포와 연결되어 있다.골

질의 성분으로는 수분 20%,세포를 포함한 유기질 35%,무기질 45% 로 이루어져있으

며, 는 유기질을 포함하고 있기 때문에 일정한 탄력성을 가진다.
27

골 형성은 간엽 기세포(Mesenchymalstem cell)라고 불리는 근원세포에서 시작

한다.이 세포는 다능성(multipotent)미분화 세포로서,골모세포(osteoblast),연골모세포

(chondroblast),지방세포(adipocyte)등 다양한 형태의 세포로 분화할 수 있다.골모세포

(osteoblast)는 세포간질(intercellularsubstanceormatrix)을 생성하는데 골 형성에

요한 역할을 하며 이 세포간질에서 석회화가 일어나게 된다.석회화가 일어난 것을 골

(bone)이라고 하며,골화(calcification)란 세포간질의 생성과 석회화(mineralization)과정

모두를 뜻한다.28-29

일반 으로 세포는 성장과 분화를 반복하게 되는데,세포의 도가 낮은 공간에 존재

하는 세포는 세포들 사이의 이 거의 일어나지 않아 세포가 성장주기로 들어가 성장

(proliferation)하게 된다.세포가 증식하는 동안 세포와 세포간 (cell-cellcontact)

이 일어나면 세포의 증식이 정지하게 되는데,이를 억제(contactinhibition)이라고

한다.이후 세포는 분화의 과정을 거쳐 발 하게 된다.
30

I.S.Kim B.Zerler연구 에 의하면 표 분석에 필요한 성장요소를 포함한 2차원

배지에서 모세포(MC3T3-E1)를 키우기 시작하여 4일에서 10일사이에 세포 성장 기간

을 가지고,collagentypeⅠ,fibronectin,TGF-β1의 단백질이 10일에서 16일 사이에 나

타났다.그리고 골 분화의 요한 표 인자인 알카라인 포스 타제(ALP)가 10일 이후

부터 생성이 된다.이후 16일에서 30일 정도에 석회화가 일어나는데,골 흡수에 요한

역할을 하는 인자의 발 이 아주 높게 나타난다고 한다.
31-32

와 같이 골 조직을 형성하는데 크게 3단계로 나 어 볼 수 있는데,본 연구에서는
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세포의 분화에 기 인 자극이 어떤 향을 미치는지 알아보기 해 알카라인 포스타

제(ALP),calcium deposition,BCA 분석을 통한 향을 알아보고자 한다.
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제2 조직 맞춤형 세포담체 제작

손상된 조직 혹은 장기를 재생하기 하여 다양한 종류의 세포담체가 개발되고 있으

며, 통 으로 조직공학에서 세포담체 가공에 사용되는 염침출법,염발포법,상분리법,

기방사법 등의 방법은 세포의 증식 분화에 한 환경을 제공하는데 어려움을 가

지고 있다.
33-36

이에 높은 세포 친화력을 가진 세포담체를 제작하기 하여 3차원 자유형상가공 기술

(SolidFreeform Fabeication)과 같은 새로운 기술들이 조직공학에 용 되고 있다.세

포담체의 특성으로 생체 합성이 우수해야 하며,기계 ,물리 성질 성형 가공성

이 사용 목 에 맞게 유기 인 특성을 요구한다. 한,넓은 표면 과 다공성,생분해성

을 포함하며,독성이 없어야 한다.자유형상가공(SFF)기술을 이용하여 세포담체를 제

작하게 되면,3차원 형태의 공극(pore)의 크기 공극률(porosity)를 정 하게 제어할

수 있으므로 동일한 공극의 크기와 분포를 가진 세포담체를 재 성 있게 제작 할 수 있

다.
37-40

이 게 제작된 세포담체는 제작방법에 의한 다양한 형태와 함께 세포담체를 이루고

있는 재료 한 요한 요소로 작용한다.세포담체의 재료로는 천연 고분자 재료와 합

성 고분자 재료로 나뉜다.천연 고분자 재료로는 알지네이트(alginate),콜라겐(collagen),

피 로인(fibroin),키토산(chitosan)등이 리 알려져 있으며,비교 우수한 생체 합

성,세포외기질과 비슷한 성징을 나타낸다.이에 비해 합성 고분자는 천연 고분자에 비

해 값이 싸며,분자구조와 분자량을 조 할 수 있어 물리 ,기계 특성 생분해성을

쉽게 제어할 수 있는 장 을 가지고 있다. 표 인 합성 고분자 재료로는

PLGA(poly(lactide-co-glycolide)),PGA(poly(glycolic acid)),PLA(poly(lactic acid)),

PCL(poly(Ɛ-caprolactone))등이 있다.
41-46

이와 같이 다양한 부 의 손상된 조직을 복원하기 해서는 그에 맞는 형태와 재료를

선정하여 세포담체를 제작해야 한다. ,연골과 같은 골 조직 재생을 해서는 다른 장

기에 비해 높은 기계 물성이 요구되며, 속,세라믹 등의 재료는 이식 시 기존의

와 이식된 골 시멘트와의 계면에서 분리에 의해 장기간 사용이 어렵고 염증을 유발하

며,합성 고분자 단독으로 사용할 시에 낮은 기계 물성을 가진다.
47-49

골 결손이 생겼을 때 가장 좋은 치료방법은 자가 골(autograftbone)을 이용하는 것이

다.자가 골은 골 도성과 골 유도성을 모두 갖추었으며,골 세포까지 포함되어 있어

치료 속도가 빠르고 면역반응이 없는 장 이 있으나,골을 채취하는 부 에 생길

수 있는 병의 부담과 공 의 한계가 있는 단 을 가지고 있다.최근에는 칼슘과 인을

이용한 세라믹 합성 골(syntheticbone)증가하는 추세이다.50-54
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생체재료 세라믹 분류에는 CS(calcium sulphate),TCP(tricalcium phosphate),

HA(hydroxyapatite)등이 있으며, 재 치과용 임 란트나 골 충 제로 사용 된다.이

들 재료는 골 형성을 유도할 뿐만 아니라 골 재생을 진 시키는 BoneMorphogenetic

Proteins(BMPs),TransformingGrowthFactors(TGF-β)등의 성장인자를 포함하고 있

어 골 형성과 발달에 정 인 향을 미친다.
55-56

CS는 가장 오랜 기간 동안 임상 으로 활용된 골 도물질로 생체 내로 이식 후 화

학반응이 발생할 때 매우 다양한 결정구조가 발생하여 마지막 산물의 성질이 일정치 않

고 매우 빠르게 흡수되는 단 을 가지며,HA의 경우 생체 내에서 생분해성이 무 늦

어 임상 용이 제한 이다.다른 세라믹에 비해 TCP의 경우 생분해성이 빨라 생체 내

로의 재흡수가 수월하게 이루어진다.
57-61

SWCNT는 다른 소재에 비해 고유의 높은 기계 특성과 기 도성을 가지고 있으

며,조직공학에 합한 생체재료로 간주되어 골 조직 공학에서 고분자 물질과 함께

CNT의 활용도가 범 하게 검토 되고 있다.
62-63

이러한 단 을 상호 보완하기 해 본 연구에서는 높은 기계 강도와 조직간 친화력

의 향상을 해 생분해성/생체 합성 고분자 물질인 PCL과 TCP(tricalcium phosphate),

SWCNT(singlewallcarbonnanotubes)를 혼합하여 면역거부반응을 최소화 시키고,높

은 기계 강도를 극복하려 한다.
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제3 바이오리액터가 세포에 미치는 향

사고나 질병에 의해 장기,조직이 손상되어 복원시키기 해 효과 인 치료 방법은

체 할 수 있는 조직이나 장기를 이식하는 것이다.하지만 공 할 수 있는 장기는 한

정되어 있고,환자의 발생을 증가하는 추세이므로 심각한 불균형이 래 되고 있다.이

에 인체의 장기나 조직을 재생하여 치료하는 조직 공학 연구가 활발히 진행 되고 있으

며,조직공학은 각 조직의 세포를 기본으로 하여 손상된 장기의 역할을 회복,유지,기

능 향상을 목표로 한다.이 게 세포를 기본으로 한 치료 방법은 크게 3가지로 나눠 볼

수 가 있다.본인의 세포를 분리,배양한 세포를 본인에게 이식하는 자가 세포 이식 방

법과 성장 진 인자와 생체 활성 물질을 손상된 조직 에 이식하는 방법 그리고 체외에

서 배양된 조직이나 세포를 3차원 구조의 세포담체에 종하여 몸속에 이식하는 경우이

다.
64-65

다양한 세포 치료 방법 3차원 구조의 세포담체를 이용하여 체외에서 조직을 재생

하고자 하는 경우 세포의 증식이나 분화를 원활하게 하기 해 일반 인 생물/화학

자극뿐만 아니라 바이오리액터(bioreactor)와 같은 개념의 새로운 세포 배양 방법이 요

구된다.바이오리액터란 생체 반응기,생물 유사 반응기 등을 뜻하며 생체 내에서 이

지고 있는 생물의 체내에서 이루어지는 갖가지 화학반응을 체외에서 이용하는 시스템으

로 체외실험(in-vitro)에서 세포 배양 시 한 pH,온도,산소의 농도, 방분의 공

을 통하여 체내실험(in-vivo)의 상황과 유사한 환경을 제공하여 세포의 증식이나 분화

를 더욱더 활발하게 하여 조직 재생을 원활하게 만들어 다.
66-67

이러한 바이오리액터는 다양한 조직(피부, , ,연골 등)의 재생을 해 한

설계가 필요하고,이를 해 의/생물/화학/기계공학 등의 다양한 측면에서의 이해가 필

요하다.일반 인 2차원 세포 배양을 정 배양(staticculture)라고 하면 바이오리액터

는 동 배양(dynamicculture)을 가능하게 하며,각 세포나 조직에 맞는 정한 인장

(tension),압력(compression), 단 응력(shearstress)등의 물리 ,기계 자극과 기

(electricfield) 자기장(magneticfield)과 같은 자극을 이용하기도 한다.
66,68-69

은 구 으로 인장과 류에 의한 박동에 의해서 발생되는 기계 인 변형, 단

응력을 받게 되며, 조직의 증식을 진시키기 해 Niklason연구 은 민무늬 근

육세포와 내피세포를 이용하여 공학 을 개발하는 연구를 진행하 다. 단

응력을 이용한 류 순환형 바이오리액터를 이용하여 주기 인 반경의 확장을 주었으

며, 세포는 압력과 단응력에 의해 만들어지는 기계 인 자극을 감지하고 반응

할 수 있게 하는 수많은 수용체들과 결합되어 이러한 자극이 조직의 성숙을 진

시킨다는 것을 확인 하 다.70-72
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인체의 형태를 유지하고,신체 내의 요 장기를 보호하는 는 골세포를 자극하는

응력에 의해 성장이 진되거나 하된다.물리 자극에는 변형의 방식(인장,압축,

단),변형이 이루어지는 방향,변형률,변형 주기,분포 등의 다양한 종류가 있으며,어떤

요인이 합한 신호인지,독립 인 변형과 두 가지 이상의 상호 변형 등 다양한 물리

자극이 골 형성에 미치는 형향에 한 연구가 여러 연구자들에 의해 진행되었다.
26,73

특히,골 형성에는 일정한 응력이나 변형률에 의해서가 아니라,반복 인 응력과 변형

률에 반응한다는 것이 많은 연구자들에 의해보고 되고 있다.Lanyon연구 은 조류의

에 정 하 과 동 하 을 2개월 동안 가하여 골의 재흡수 양상과 피질 골 내부의

공극률을 조사하 는데,정 하 에는 재흡수가 증가하고 공극률 한 증가하는 결과

를 보 다.동 하 에서는 순수 골 형성이 증가하고,공극률은 억제되는 것을 보고하

다.이와 유사한 실험으로 개를 움직이지 못하게 고정시키고,정 압축 하 과 반복 압

축 하 을 주어 골 성장을 실함하 으며 정 압축 하 보다 움직 을 때 나타날 수 있는

반복 압축 하 에 의해 골 성장률이 증가되는 것이 더 크다는 것을 실험을 통해 나타내

었다.
74-76

한, 연골을 포함한 근 골격의 조직은 기 자 분야 등의 다양한 생물학

자극에 반응한다.이러한 이온 류 잠재 류는 조직 세포내에서 세포의 기

능과 성장에 향을 미친다. 기장에 의한 세포 표면의 하 이온의 변경은 세포의

신호 달 경로를 변화시켜 증식,분화,세포의 운동성,유 자 발 등의 차이를 발생

한다.
23-24

의 자연 인 기 특성의 발견 이후에는 골 치료와 분화를 진하기 해

내·외부의 기 활동의 결합이 소개되어졌다.일정기간의 기 자극은 골격 조직

재생에 향을 끼치며,이러한 기계 기 자극은 약물 화학 처리보다 생물학

작용에 유리하다.
77-80

Piacentini Aaron의 연구에 의하면 기장의 자극은 세포가

를 형성하는 동안 민감하게 반응하여 세포내의 칼슘 함량을 증가시키며,매우 낮은

진동수의 기 자극은 기 세포의 신호 달 경로를 차별화 시켜 분화 세포의 증식

에 향을 끼친다.
81-82
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Table1.Polymerscaffoldprocessingfortissueengineering
4

processing Advantage Disadvantage

fiberfelts Easyproces

Highporosity

Lackstructuralstability

fiberbonding Highporosity Limitapplicationtootherpolymers

Lackrequiredmechanicalstrengthfor

theload-bearingtissues

Phaseseparation Nondecreasedactivityofthemolecule Difficulttocontrolpreciselyscaffold

morphology

Solventresiduemaybeharmful

Solventcastingand
particulateleaching

Controlledporosity,upto93%,

Independentcontrolofporosityandpore

size

Crystallinitycanbetailored

Limittomembranesupto3-mm thick

Lackrequiredmechanicalstrengthfor

theload-bearingtissues

Membranelamination 3Dmatrix Lackrequiredmechanicalstrengthfor

theload-bearingtissues

Solventresiduemaybeharmful

Meltmolding Independentcontrolofporosityandpore

size

Macroshapecontrol

Hightemperaturerequiredfor

nonamorphouspolymer

Polymer/ceramicfiber
compositefoam

Superiorcompressivestrength

Independentcontrolofporosityandpore

size

Solventresiduemaybeharmful

High-pressure
processing

Noorganicsolvents Mostlyanonporoussurface

Closed-poresstructureinsidethe

polymermatrix

Hydrocarbontemplating Nothicknesslimitation

Enhancedcontroloverporestructure,

porosity,etc.

Solventresiduemaybeharmful
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Table2.Propertiesofbioresorbableandbioerodablepolymers
41

Polymers Structure
Melting 

point (℃)

Modulus 

(Gpa)

Mass 

Degradation 

(month)

Strength 

retention

(month)

Polyglycolide (PGA) -O-CH2-CO- 225 7.0 3 1

Poly-L-lactide (PLLA) -O-CHCH3-CO- 175 2.7 18-24 6-12

Poly-D,L-lactide

(PDLLA)
-O-CHCH3-CO- none 1.9 12-16 3-10

Poly-ε-caprolactone

(PCL)
-O-(CH2)5-CO- 60 0.4 >24 >24

Poly-1,4-dioxane-2-one

(PDO)

-O-CH2CH2

-O-CH2-CO-
110 1.5 4-6 1.5
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Table3.Kindofcalcium phosphate.
83

Title Abbreviation Chemicalformula Ca/Pratio

Tetracalcium phosphate TCP Ca4O(PO4)2 2.0

Hydroxyapatite HA Ca10(PO4)6(OH)2 1.67

Amorphouscalcium phosphate ACP Ca10-xH2x(PO4)6(OH)2 -

Tricalcium phosphate TCP Ca3(PO4)2 1.50

Octacalcium phosphate OCP Ca8H2(PO4)6∙5H2O 1.33

Dicalcium phosphatedehydrate DCPD CaHPO4∙2H2O 1.0
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Table4.Evaluationmethodforbiocompatibility.
41

Biocompatibility Testinginformation

Cytotoxicity Evaluationofcellviability,growth,cycle,activation

BloodCompatibility

(Histocompatibility)

Plateletcountion,Plateletfactor4assay

Antithrombinassay,FibrinopeptideAassay

ProteinCassay,Fibrinogenassay

Determinationof

-Coagulationfactorandprothrombinactivity

-Activatedpartialthromboplastintime(APTT)

-Fibrindegradationproducts(FbDP)

TissueCompatibility

(Histocompatibility)

Quantitativeevaluationofsofttissueorbone

DeterminationofcytotoxicactivitiofNaturalkillercells

Cytokineassayinthesupernatantsofcellcultures

Invitromeasurementofgranulocyteactivation

Immunocompatibility Identificatonofmemberaneandintra-cellantigens

EvaluationofthecytotoxicactivityofNaturalKillercells

Cytokineassayinthesupernatantsofcellcultures

Invitroevalutionofbacterialadhesionandgrowth

Infectivity Bacterialgenesforadhesionandantibioticresistance

Invitroevaluationofbacterialadhesionandgrowth.

Genotoxicity Invitroinducedchromatideexchange.

StructuralAnalysis Evaluationofcrystallinitydegreeofbiomaterials.
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Table5.Currentlyapplied3Dscaffoldfabricationtechnologies.
35

Fabrication
technology

Processing Achievablepore
sizeinμm

Porosity
in%

Architecture

Solventcastingin
combinationwith
particularleaching

Casting 30-300 20-50 Sphericalpores,salt
particlesremaininmatrix

Membranelamination Solventbonding 30-300 <85 Irregularporestructure

Fabricationof
non-woven

Carding,Needling,
Platepressing

20-100 <95 Insufficientmechanical
properties

Meltmoulding Moulding 50-500 <80

Extrusionin
combinationwith
particularleaching

Extrusionthrough
dies

<100 <84 Sphericalpores,salt
particlesremaininmatrix

Emulsionfreezedrying Casting <200 <97 Highvolumeofinter-
connectedmicropore
structure

Thermallyinduced
phaseseparation

Casting <200 <97 Highvolumeofinter-
connectedmicropore
structure

Supercritical-fluid
technology

Casting <100 10-30 Highvolumeofinter-
connected

microporestructure

Supercritical-fluid
technologyin
combinationwith
particleleaching

Casting Micropores

<50

macropores

<400

<97 Low volumeofnon-
interconnectedmicropore
structurecombinedwith
interconnectedmacropore
structure

3-Dprintinginand
withoutcombinationof
particleleaching

Solidfreeform
fabrication

45-150 <60 100% interconnectedmacro
pore(triangles,pentagons,
honeycomb,etc.),design
andfabricationlayerby
layer,byuseof
water-basedbinder
incorporationofbiological
agentsintomatrixpossible

Fuseddeposition
modelling

Solidfreeform
fabrication

>150 <80 100% interconnectedmacro
porestructure(triangles,
pentagons,honeycomb,
etc.),designandfabrication
layerbylayer
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Table6.Comparisonofdesignparametersofdifferentphysiologicalsimulators.
97

Design
considerations Masstransfer Flow regime

Shear
stress

Dimensionality
ofconstruct

Staticflask
Molecular
diffusion None None 2D

Mixedflask
Turbulent
convection Turbulent High 2D

Rotatingwall
vessel Recirculation N/A Low 3D

Perfusedwall
vessel Perfusion N/A N/A

Perfusedwall Perfusion Laminar Low 3D

Dumontsystem
98-99

N/A Laminar Low N/A

Hoerstrup
100

High Laminar Low 3D

Seliktar
101

N/A N/A N/A N/A

Niklason
102

Pulsatile Laminar Low 3D
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Figure1.Anexampleofatissueengineeringconceptthatinvolvesseedingcells

withinporousbiomaterialscaffolds
84
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Figure2.Variousapplicationsoftissueengineeredscaffolds
84
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Figure3.Multi-lineagepotentialofadultmesenchymalstem cells.Mesenchymal

stem cellswhicharepresentinadultbonemarrow aremultipotentand

have an extensive proliferation capacity.They can differentiate into

multiple lineages as osteocytes,chondrocytes,fibroblasts,adipocytes,

astrocytesandmyocytes91
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Figure4.Thestem cellnichesinbonemarrow.Inthebonemarrow HSCsand

theirprogenypopulatethevascularnichewhichissurroundedbystromal

cellsderivedfrom MSCs.NaïveMSCswithtruestem cellattributesare

partofthestromawhileMSCswhicharecommittedosteoprogenitorcells

resideintheosteoblasticniche
91
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Figure5.Schematicdiagram ofsomeofthemajorbonecells,indicatingtheirrole

intheboneremodelingsequence
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Figure6.Histochemicalchangesduring differentiation ofMC3T3-Elosteoblastic

cells.Phasecontrastmicrographs(x40)weretaken by Alizarin Red S

stainingafter5d(A),10d(B),16d(C)and30days(D),respectively.

Cells were cultured with a-MEM containing 10% FBS,50 pg/mlof

ascorbicacid,and10mM P-glycerophosphate
31
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Figure7.Theexpressingofspecificproteinateachlevelforformingabone
92
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Figure8.Graphicalillustrationofthecomplexinterdependenceofmolecularweight

lossandmasslossofastrategyI3Dscaffoldmatrixplottedagainstthe

time frame for tissue engineering a cartilage/bone transplant.(A)

Fabrication of bioresorbable scaffold,(B) seeding ofthe osteoblast/

cartilagepopulationsintothepolymericscaffoldinastaticculture(petri

dish),(C)growthofprematuretissueinadynamicenvironment(spinner

flask),(D) growth of mature tissue in a physiologic environment

(bioreactor),(E)surgicaltransplantation,(F)tissue-engineeredtransplant

assimilation/remodeling35
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Figure9.Graphicalillustrationofthecomplexinterdependenceofmolecularweight

lossandmasslossofastrategyⅡ 3D scaffoldmatrixplottedagainst

thetimeframefortissueengineering acartilage/bonetransplant.(A)

Fabrication of bioresorbable scaffold,(B) seeding ofthe osteoblast/

cartilagepopulationsintothepolymericscaffoldinastaticculture(petri

dish),(C)growthofprematuretissueinadynamicenvironment(spinner

flask),(D) growth of mature tissue in a physiologic environment

(bioreactor),(E)surgicaltransplantation,(F)tissue-engineeredtransplant

assimilation/remodeling
35
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Figure10.Conventionalmethodsforscaffoldfabrication
93
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Figure 11.SEM photographs for various scaffolds (a) saltleaching process

(PDLLA)
94
(b)gasfoamingprocess(PLGA)

95
(c)freezedryingprocess

(PDLLA)
96
(d)electrospinningprocess(PLGA)

58
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Figure12.Solidfreeform fabrication(SFF)forscaffoldfabrication
93
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Figure13.(a)3Dscaffoldsystemsofvariousporosityandporegeometryfabricated

by FDM.Magnification × 7.5,scale bar represents 1 mm.(i)-(iii)

lay-downpattern:0/90°nozzletip:0.016",porosity:50,68,75%;(iv)-(vi)

0/90°;0.010";50,68,75%;(vii)-(viii)0/60/120°;0.016";68,75%;(ix)

0/60/120°;0.010";80%;(x)-(xii)0/60/120°;0.010";50,68,75%.(b)Left:

cross-sectionalview offreeze-fractured PCL scaffold with lay-down

pattern0/72/144/36/108°.Right:planview ofsamespecimen
35
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Figure 14.Representative bioreactors for tissue engineering applications.
66
(a)

Spinnerflaskbioreactorshavebeenusedfortheseedingofcellsinto3D

scaffoldsandforsubsequentcultureoftheconstructs.
85
(b)Rotating-wall

vesselsprovideadynamiccultureenvironmenttotheconstructs,with

low shear stresses and high mass-transfer rates.
86
(c)Hollow-fiber

bioreactorscanbeusedtoenhancemasstransferduringthecultureof

highlymetabolicandsensitivecelltypessuchashepatocytes.
87
(d)Direct

perfusionbioreactorsinwhichmedium flowsdirectlythroughthepores

ofthescaffoldcanbeusedforseedingand/orculturing3D constructs.
88

(e)Bioreactorsthatapplycontrolledmechanicalforces,suchasdynamic

compression,toengineeredconstructscanbeusedasmodelsystemsof

tissuedevelopmentunderphysiologicalloadingconditions,andtogenerate

functionaltissuegrafts
89-90
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Figure15.Visionforaclosed-system bioreactorfortheautomatedproductionof

tissue-engineeredgrafts.(a)Thesurgeonwouldtakeabiopsyfrom the

patientandintroduceitintothebioreactorlocatedon-siteatthehospital.

(b)Allreagents(e.g.culturemedium,medium supplements,andscaffolds)

would be stored in compartments under appropriate conditions (i.e.

temperature, humidity). The bioreactor system could then (c)

automaticallyisolatethecells,(d)expandthecells,(e)seedthecellsonto

ascaffold,and(f)culturetheconstructuntilasuitablydevelopedgraftis

produced.(g)Environmentalcultureparametersandtissuedevelopment

would be monitored and inputs fed into a microprocessor unitfor

analysis.Inconjunctionwithdataderivedfrom clinicalrecordsofthe

patient(h),theinputswouldbeusedtocontrolcultureparametersat

pre-defined optimum levels automatically (i)and provide the surgical

team with data on the developmentofthe tissue,enabling timely

planningoftheimplantation(j).FiguregeneratedbyM.Moretti66
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Figure16.Biomimeticsystem forvesselculture72
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Figure17.Set-up,usedforelectricallyinducedfusion(field-linesoftheelectric

field).(a)Twocylindricalplatinum wiresaremountedinparallelona

slide.Thegapbetweenthetwoelectrodeshastobematchedtothesize

ofthecellsorvesiclesto befused.(b)Strongerdivergenceofthe

electricfieldcanbeachievedwithaset-upinwhichacentralwireis

surroundedbyanoutercylindricalelectrode.(c)Electrodearrangement

fortheproduction oflargeamountsoffusedcells.(d)Flow chamber

system inwhichthecellsentercentrallythegapbetweenfourelectrodes,

arrangedcrosswise.Cellsmovetotheregionofhighestfieldintensity

between the individualelectrodes due to dielectrophoresis.(e) Flow

chambersystem fortheproductionofcellhybridsofdifferentspeciesin

highyield.Twohighlydilutedcellsuspensionsaresuccessivelysucked

through theslitbetween theelectrodes.Theformation ofcellpairs,

consistingofspecies1(●)andspecies2(○)isfavored
103
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Figure18.ChamberDesign,ElectricField Setup andStrength Calculations.(a)

Carbonelectrodechamberdesignforcapacitivelycoupledfield(b)Electric

fieldsetupincludingfunctiongeneratorforpowersupplyandoscilloscope

forelectricfield strength verification (c)Chambersideview outlining

chamberdimensionsforfieldstrengthcalculations(d)Celldimensionsfor

morphologicalassessment
104
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제 3장 골 조직 재생을 한 다양한 세포담체의 제작

교류(AC) 기자극과 조골세포 활성에 한

향

제1 서 론

조직 공학은 손상된 조직을 체,재생시키기 한 목 으로 향상된 세포 활성과 이

에 합한 세포담체의 제작,다양한 성장인자의 제어 방출,고효율의 바이오리액터

등 다양한 분야에 많은 연구가 이루어지고 있다.특히,바이오리액터 시스템은 세포의

증식,분화,사이토카인(cytokine)의 방출,세포외 기질(extracellularmatrix)의 단백질

합성과 같은 세포의 활동 물리 / 기 인 자극과의 계를 나타내기 해,다양한

자극 조건으로 연구가 행해지고 있다.
1-6

세포의 활동성을 향상시키기 한 다양한 자극 ,물리 자극은 인체 조직의 와

연골 재생을 한 방법으로 다양한 연구를 통해 용되었다.조직에 손상을 입히지 않

는 범 내에서 외부로부터 에 가해지는 물리 인 자극은 일반 인 생리학 자극에

비해 골 조직 재생에 향상된 향을 나타낸다.이러한 물리 자극은 골 특유의 기질

단백질과 콜라겐의 합성, 의 주요 유기 화합물에 정 인 결과를 보여주며,골세포의

증식,세포의 운동성,유 자 발 등 세포 활동을 향상시키는데 다양한 향을 다.7

이러한 물리 인 자극으로 발생한 단 응력은 세포 골격 인테그린(integrin)과의

상호작용,성장인자의 신호 달 활성화 등 세포에 가해지는 자극과 세포화의 계에

정 인 역할을 하며 다양한 가설을 통해 설명되었다.R.A.Brown연구 의 보고에

따르면,고리형태로 제작된 콜라겐 세포담체내에 진피 섬유아세포를 배양하면서 주기

인 인장 자극을 가하여 본래의 형상과 향상된 유 자 발 을 나타내었다.
8-11

마찬가지로 기 자기와 같은 자극은 신경,심장, 와 연골,근육 골격 등 다

양한 조직에 용되었다.일반 으로 기 자극은 생성의 진,근육 세포의 재생,

기세포의 심장세포화,심장근육세포의 발달된 형질을 포함한 세포의 다양한 활동을

장려하는 것으로 알려져 있다. 한,체외 실험에서 기 자극은 조골세포의 높은 증식

과 다양한 사이토카인(BMP-2,IGF-1,VEGF)의 발생을 유도한 것으로 나타났다.
12-19

기장에 의해 자극받은 세포의 활동은 세포막과 이온의 움직임에 의한 세포의 신호

경로를 변화시켜 증식,분화,세포의 움직임,유 자 발 의 차이를 나타낸다. 한,낮

은 진동수(frequency)에서의 기 자극은 세포 내의 칼슘 함유량을 증가 시키고,세포
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의 신호 경로를 제어함으로써 간엽 기세포(MSC:mesenchymalstem cell)의 증식

과 분화에 향을 미친다.
20-24

게다가, 의 자연 인 기 특성의 발견 이후에는

골 치료와 분화를 진하기 해 내·외부의 기 활동의 결합이 소개되어졌다.일

정기간의 기 자극은 골격 조직 재생에 향을 끼치며,이러한 물리 기 자

극은 약물 화학 처리보다 생물학 작용에 유리한 면을 가지고 있다.
25-28

기 자극은 세포의 활동에 다양하고 정 요인들을 제공하지만, 기장의 세기

(strength),진동수(frequency),지속시간,자극을 가하는 방법, 용 상태에 따라 부정

인 결과를 나타내기도 한다.3,29특히,높은 기장의 세기나 부 한 기장의 상태는

세포의 손상을 발생시켜 활성산소(ROS:reactiveoxygenspecies)를 배출하거나,셀의

활동을 방해하는 열 충격 단백질을 생성하기도 한다.
15
이처럼 기 자극에 해 세포

의 다양한 반응을 정 인 향으로 유도하기 해 기장의 다양한 범 방법으로

많은 연구가 이루어지고 있다.15,30-34

Table.1은 다양한 종류의 세포에 용된 기 인 자극을 요약한 표이다.Table.1에

서 보는바와 같이, 부분 넓지 않는 범 의 기장 세기에서 연구가 이루어졌고, 기

자극은 골 형성과 련된 사이토카인(cytokine)의 생성 자가 치유 능력이 향상되었

다.35 한, 기 자극과 련된 부분의 연구는 2개의 극 사이에서 기장의 세기,

진동수, 용된 기장의 형태,세포 배양액 내 해물의 향 등의 효과에 집 되어있

다.
35-38

본 연구에서는 자유형상가공기술(SFF)을 이용하여 세 가지의 각기 다른 재료가 포함

된 세포담체(PCL:purePCL,P/C:PCL/CNT,P/T:PCL/TCP)(PCL:Poly(Ɛ-caprolactone),

TCP:tricalcium phosphate,CNT:carbonnanotubes)를 제작하여 기 자극에 한 효과

를 찰 하 다.일반 으로 자유형상가공기술로 제작된 세포담체는 computeraided

design system(CAD)에 의해 제어되어 높은 정확도와 반복성을 기반으로 마이크로

(micro)크기의 공극(pore)과 지주(strut)을 제공하기 때문에 다양한 조직, ,피부,연골

등 넓은 범 로 사용되었다.
39-43

다양한 바이오세라믹 재료 TCP는 생체 합성,생흡수성,생리학 환경에서의 골

도성과 의 무기물 단계에서의 화학 유사성 때문에 임상에서 많은 사용이 이루어

진다. 한,탄소 나노 튜 (CNT)는 높은 기계 인 강도와 신경 조직에 사용되는 세포

담체 내에서의 기 도성,섬유막과의 유사성 등 넓은 범 의 조직 재생 분야에서 사

용되고 있다.
44-48

이처럼 다양한 분야에서 사용되는 SWCNT(single wallcarbon

nanotubes)와 β-TCP를 이용하여,본 연구에서는 PCL을 기반으로 세 가지의 합성 세포

담체를 제작 하 으며,PCL은 좋은 가공성과 생분해성을 가지고 있어 세포담체의 좋은

모체가 된다.

제작된 세포담체는 구조에 따른 세포 활동의 차이를 피하기 해 균일한 3차원 형태

의 구조를 가지고 있으며,약 300∼321㎛ 의 공극의 크기와 53∼55%의 공극률을 가지
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고 있다. 한,교류(AC) 기장 내에서 3차원 으로 상호 연결된 형태의 세포담체에

조골세포(osteoblast-like-cells:MG-63)를 배양하여 세포의 사멸과 증식,골 분화도,인

산가수분해효소(ALPactivity),칼슘의 증착 정도를 찰하 다.
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제2 실 험

2.1재료 세포담체 제작 방법

본 연구에서 사용된 세포담체의 재료는 PCL (Mw = 80,000, Melting

temperature=60°C Sigma-Aldrich,USA),SWCNT (Sigma-Aldrich,USA),β-TCP

(Sigma-Aldrich,USA)를 사용하 다.Fig.1(a)는 제작 과정을 나타내는 그림으로 일반

인 용융- 로 시스템을 이용하여 순수 PCL,β-TCP(20wt%),SWCNT (0.2wt%)

가 각각 혼합된 세포담체를 제작하 다.용융 로 시스템은 컴퓨터 제어가 가능한 3

차원 이송 로 (DTR3-2210-T-SG;DASA Robot,Korea)과 온도 제어기(AD-3000C;

Ugin-tech,Siheung,SouthKorea),압력 제어기(A502D,EST,SouthKorea)로 구성되

어 있다.

세포담체를 제작하기 한 첫 번째 공정으로,생분해성 합성 고분자인 PCL과 β

-TCP,SWCNT를 일정 비율로 혼합한 뒤, β-TCP,SWCNT의 균일한 분포를 해 1

차 동결 분쇄를 거쳐 실린더에서 110℃로 가열하 다.녹인 P/C,P/T 우더는 350㎛의

노즐을 통해 격자 구조(layer-by-layer)방식으로 토출하 으며,제작을 한 압축 공기

압은 600±30kPa로 설정되었다.PCL과 β-TCP,SWCNT의 혼합물은 양이 증가할수

록 도가 증가하여,β-TCP와 SWCNT의 질량 분율(weightpercent:wt%)는 극소 크

기의 350㎛ 노즐을 통하여 제작하기 한 최 농도이다.각각의 세포담체는 지주

(strut) 공극(pore)의 크기를 제어하기 해 PCL은 7mm/s,P/C는 6.25mm/s,P.T는

5mm/s로 속도 변화를 주었으며, 와 같은 과정을 통해 동일한 직경과 공극률을 가지

는 세포담체를 제작할 수 있었다.

2.2세포담체의 특성

각각 제작된 세포담체의 계층 구조를 찰하기 해 Sputtercoater(E-1030,

Hitachi)로 60㎃에서 5분 동안 7㎚의 백 코 을 하 으며,주사 자 미경 (S-4800,

Hitachi)을 통하여 5kV의 조건하에 다양한 배율에서 찰하 다. 한,세포담체의 공극

(pore)크기는 주사 자 미경 이미지로 측정된 지주(strut)사이의 거리로 측정하

으며,세포 배양 후 세포담체 내에 있는 세포의 표면을 찰하기 해 에 지 분산형

분석(EDS:energy-dispersivespectroscopy)을 하 다.
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2.3세포담체의 공극률 측정

제작된 세포담체의 공극률은 다음의 방정식에 의해 계산하 다.

공극률   × 

여기에서 M은 세포담체의 질량,ρ는 혼합된 재료의 도(PCL,SWCNT,β-TCP),V

는 세포담체가 가득 채워져있다는 가정하에서의 체 이다.복합 재료를 사용하여 제작

된 세포담체의 도를 계산하기 해서 간단한 방정식을 추가 하여 계산하 다.각각의

도는 PCL=1.145,CNT=1.8,TCP=3.14[g/cm
3
]이다.

2.4세포담체의 기계 강도 측정

손상된 부 에 세포담체가 이식되어 조직이 재생되는 동안 유지하기 한 당한 기

계 강도를 가져야 한다.세포담체는 5mm ×5mm ×2mm로 단하여 시편으로 사용

하 으며,측정에 사용된 장비는 microtensiletester(Top-tech2000,Chemilab,Korea)

를 사용하 다.기계 강도의 데이터는 10번의 독립 인 반복 실험을 통해 획득하 고,

모든 데이터는 단일 표 편차 (SD:standarddeviation)값으로 나타내었다.세포담체

의 두께는 학 미경을 통해 다른 3부분의 을 통해 측정하 으며,이 값은 평균값

을 사용하 다.실온에서 2mm/s의 속도로 인장 하 을 가하여 Young'smodulus를 측

정하 다.

2.5 기 자극을 한 실험 설계

본 연구에서 제작된 바이오리액터 시스템은 Fig.1(b)와 같이, 기장이 용 가능한

세포 배양 용기,함수 발생기와 오실로스코 로 구성되어 있다.세포 배양 용기의 크기

는 10mm ×10mm ×8mm 로 평행한 극이 용기 안에 삽입되어 있으며,이 배양 용

기는 자외선(UV :ultraviolet)과 70% EtOH로 살균 하 다.실험에 사용된 조골세포

(osteoblast-like-cells :MG-63)는 제작된 세포담체(6mm × 6mm × 2mm)에 1 ×

10
5
cell/50㎕의 농도로 세포를 각각 종(seeding)하 다.배양된 세포담체는 기 설

계한 기 자극을 가하 으며,Fig.1(c)에 나타난 바와 같이,2개의 서로 평행한 극에

서 기 자극을 주었다.자극을 해 사용된 함수 발생기(functiongenerator,WF1944B,

NFCorp.,Japan)에서 교류(AC) 기 자극을 공 하 으며,가해진 기장의 세기와

진동수는 세포의 손상을 최소화 하는 안정 인 범 로 table.1을 참고하여,세기는 55±
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8mV/cm,진동수는 60Hz,정 (sinusoidalwaveform)를 이용하 다. 기 자극은 배

양 후 세포담체에 세포를 안정하게 부착시키기 해, 종(seeding)후 3일째부터 공

하 으며,매일 30분씩 11일 동안 자극을 주었으며,세포 배양액은 이틀마다 교체 하

다. 조군으로는 각각의 세포담체에 동일한 양의 세포를 종하여 기 자극 없이 배

양하 다.

2.6P/T(PCL/β-TCP)세포담체의 칼슘 방출 실험

Ca+방출 실험은 세포를 배양하지 않는 P/T 세포담체를 PBS에 1,3,7일 동안 담가

놓은 뒤 PBS용액의 농도를 ICP-MS(ICP-MS,DRCII,Perkin-Elmer,USA)를 이용하

여 측정하 다.

2.7Cellculture

실험에 사용된 조골세포(osteoblast-like-cells :MG-63,ATCC,Manassas,VA,

USA)의 배양액은 Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium (DMEM,Hyclone,Logan,UT,

USA)를,10% FBS(Hyclone)와 1% penicillin/streptomycin(Hyclone)를 첨가하여 사용하

으며,제작된 세포담체를 단하여 6mm ×6mm ×2mm에 1×105cell/50㎕ 농도의

세포를 각각 종(seeding)하고,5% CO2와 37℃ incubator에서 배양하 다.

2.8MTT assay

세포의 성장율은 MTT assay를 통해 1,3,4,7,14일차에 걸쳐 측정하 다.MTT

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay는 Cell

proliferationkit(Roche,Germany)를 사용하 으며,MTT labelingreagent를 통해 4h

동안 37℃ CO2incubator에서 formazan을 형성시킨 후 solubilizationbuffer를 통해 24h

동안 formazan 결정을 용해하 다.흡 도는 570 ㎚에서 ELISA reader(EL800,

Bio-TekInstruments,Winooski,VT,U.S.A)를 사용하여 측정하 다. 한 세포의 성

장형태를 찰하기 하여 1,3,4,7,14일에 걸쳐 배양한 후 SEM을 통하여 성장형태

를 찰하 다.
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2.9Live/Deadcellanalysis

14일 동안 배양되면서 기 자극을 받은 세포담체내의 세포 생존률을 측정하기 해,

0.15mM calceinAM과 2mM ethidium homodimer-1을 30분간 incubator에서 염색 반

응 시켰다.염색된 세포는 디지털 카메라(U-LS30-3,Olympus,Japan)와 결합된 형

미경(CKX41,Olympus,Japan)을 통해서 찰 하 다.촬 한 사진은 ImageJ(LIH,

Bethesda,MD,USA) 로그램을 통해 분석하 으며,녹색은 생존,붉은색은 사멸된 세

포로 나타내었다. 로그램을 이용하여 배양된 세포담체내에 있는 체 세포 수를 생존

한 세포 수의 비율로 계산하여 기 자극이 없이 배양된 세포담체와 함께 표 화

(normalize)시켰다.

2.10ALPactivityanalysis

7,14일째 조골세포의 alkalinephosphatase(ALP)activity룰 확인하기 하여 조골

세포가 seeding된 세포담체를 PBS로 세척하고,0.1% tritonX-100이 포함된 sodium

carbonate buffer(25mM, pH10)로 30분 동안 incubation 시키고 p-nitrophenyl

phosphate(p-NPP)이 들어있는 sodium barbonatebuffer(250mM,pH 10)를 넣어 1시간

동안 반응 시킨 후 생성된 p-nitrophenol을 96-wellplate에 옮겨 흡 도 405nm에서 측

정 하 다.측정된 OD값은 총 단백질 함량(BCA)과 함께 표 화시켜 나타내었다.

2.11Alizarinred-Sstaining

Calcium Mineralization의 정도를 확인 하기 하여 alizarinred-S staining방법을

사용 하 고,조골세포를 vitaminC(50μg/ml)와 β-glycerophosphate(10mM)가 포함된

배양액에서 7,14일 동안 세포를 키웠다.Calcium mineralization에 사용된 시약은

40mM alizarinred-s(PH 4.2)를 통하여 칼슘을 염색한 후 10mM sodium phosphate

buffer+ 10% cetylpyridum chloride으로 15분간 용해하 으며,흡 도는 562㎚에서

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

하 다. 한 7,14일에 걸쳐 배양한 세포담체를 40mM alizarinred-s를 통해 염색한 후

학 미경(BX51,Olympus,Japan)으로 내부를 찰하 다.
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2.12Totalproteincontent

총 단백질 함량 분석은 bicinchoninicacidproteinassay(BCA)를 이용하여 측정하

다.7,14일 동안 배양된 세포담체를 PBS에 세척하고,0.1% tritonX-100이 포함된

sodium carbonatebuffer(25mM,pH10)로 용해시킨 뒤,용해된 용액(25ml)과 BCA 시약

(200ml)을 혼합하여 30분동안 incubator에서 반응시켰다.흡 도는 562㎚에서 ELISA

reader(EL800,Bio-TekInstruments,Winooski,VT,U.S.A)를 사용하여 측정하 다.
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제3 결 과

3.1세포담체의 제작과 특성

일반 으로 조직 재생을 한 3차원 형태의 세포담체는 세포의 증식과 분화에 정

인 요인으로 작용을 한다.49-503차원 형태의 세포담체는 마이크로 크기의 공극(pore)를

가져야 한다. 한 공극의 크기는 세포의 운동성과 골 성장을 진 시킬 수 있으며

한,공극률과 공극간의 상호 연결성(비틀림과 투과성)은 세포의 기 부착력,세포 분

화도 기계 특성에 까지 향을 미친다.
51-55

골 조직 재생을 한 세포담체는 골 형

성을 유도하고 형성을 원활하게 하는 200㎛ 이상의 공극이 하며,본 연구에서

세포담체는 앞서 설명한 세포의 활동성과 기계 특성을 고려하여 300㎛의 공극크기와

50%의 공극률로 제작하 다.
39,56

Fig.2(a-c)는 제작된 세포담체(6mm × 6mm × 2mm)PCL,P/C,P/T의 학

SEM 사진이다.그림에 나타난 바와 같이,지주(strut)는 기 설계한 세포담체의 상호

연결된 공극을 갖추고 있으며,동일한 형태로 제작한 것을 나타내었다.본 연구에서

0.2wt%의 SWCNT를 사용하 으며,0.2wt% 이상의 함유량은 PCL와 SWCNT 혼합물

의 도가 증가하여 압출 성형의 어려움 응집도가 발생하며,동일한 이유로 β-TCP

의 함유량 한,20wt%로 제한하 다.57-58

세포담체의 공극(pore)크기는 주사 자 미경 이미지로 측정된 지주(strut)사이의

거리로 측정하 으며,Fig.3(a,b)은 제작된 세포담체의 지주,공극의 크기 공극률을

보여 다.측정된 공극의 크기는 313±12㎛이고,공극률은 약 53±2%를 나타낸다.이

값들은 이론 으로 설계된 300㎛와 55%의 공극 크기와 공극률은 일치하지 않지만,압

출 가공 오차(온도,노즐의 크기,노즐의 이동속도 등)를 고려하여 제작된 세포담체의

공극 크기와 공극률은 유사한 값을 나타낸다.

3.2기계 강도

한 기계 강도는 세포담체의 요한 요소이다.손상된 조직에 이식되는 세포

담체는 조직이 재생되는 과정 동안 새로운 조직을 유지할 수 있는 충분한 기계 성질

이 필요하며, 한 이식되는 주변의 와 유사한 기계 강도를 가지고 있어야 한다.
39,59

일반 인 복합 이론에서 기계 성질은 모체가 되는 재료와 분산되어져 있는 재료의 상

호 계 기하학 형태에 의해 기계 특성이 결정된다.본 연구에서 사용된

SWCNT와 β-TCP는 분산재료로 기계 인 강도를 증가시켰다.
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Fig.4 (a)는 제작된 세포담체(PCL,P/C,P/T)의 응력-변형률 선도(stress-strain

curves)를 보여 다.세포담체 제작의 주재료인 PCL은 일반 인 기 탄성 역과 높

은 necking 역을 나타낸다.측정된 P/T 세포담체의 young'smodulus는 순수한 PCL

세포담체보다 증가하 다.하지만,P/C의 세포담체는 낮은 함유량(0.2wt%)으로 인해 순

수한 PCL세포담체보다 미소한 증가치를 나타내었지만 통계 으로 하지 못한 결과를

나타내었다.

3.3MTT assay를 통한 세포 증식

몇몇 연구에 의하면 부 한 기 자극은 세포의 높은 손상을 일으킬 수 있는 것으

로 나타났다.본 연구에서는 여러 연구자들의 연구 결과를 참고(Table.1)하여 안정된

기 자극으로 실험을 하 다. 기 자극은 세포의 움직임과 세포 배양액에 미세한 흐름

을 유도할 수 있기 때문에 각각의 세포담체에 조골세포(MG-63)를 종하고 안정 인

부착기간인 기 3일간은 기 자극을 주지 않았다.3일 이후부터는 종된 세포담체에

교류(AC) 기장을 매일 30분씩 공 하 으며, 기장의 세기는 55±8mV/cm,진동

수는 60Hz를 가하 다.

Fig.5는 기 자극을 주지 않는 세포담체의 MTT assay결과를 나타낸다.각각의 세

포담체 모두 세포담체를 이루는 재료에 계없이 증식이 이루어 졌으며,P/T 세포담체

는 높은 증식률을 보여주지만,P/C세포담체는 순수한 PCL로 이루어진 세포담체와 크

게 차이를 나타내지 않았다.이러한 결과는,β-TCP가 PCL로 이루어진 세포담체(P/T)

의 표면에서 세포의 증식을 증가시키는 생리활성 물질의 기능을 하 지만,SWCNT는

특별한 세포의 증식을 유도 하지 않는 것으로 단된다.L.Pen의 연구 에 의하면,

PCL과 0.5wt% CNT의 혼합비를 가진 세포담체가 분산된 CNT의 표면 거칠기에 의해

0.25,1,2wt% 가 함유되어 있는 세포담체 보다 bonemarrow derivedstromacells

(BMSCs)의 높은 증식을 유도한다고 보고 하 다.57이러한 에서 CNT가 혼합된 세

포담체는 높은 세포의 증식을 유도하는 CNT최 의 질량비가 존재 할 수도 있지만,본

연구에서는 0.2wt% 이상의 혼합량은 높은 도로 인한 압출 성형의 어려움 때문에

SWCNT의 함유량을 0.2wt%로 제한 할 수밖에 없었다.

Fig.6은 기 자극 유무에 의한 세포담체의 MTT assay결과를 나타낸다.그림에 나

타난 바와 같이, 기 자극을 받은 세포담체가 그 지 않고 배양된 세포담체에 비해 세

포의 생존율이 약 8∼ 15% 정도 감소하 다.이러한 결과는 기 자극을 세포담체에

공 하 을 때, 기 인 힘이 세포 배양액의 불규칙한 움직임을 발생시켜 세포의

기 부착 증식에 향을 미친 것으로 단한다.J.N.Mehrishi이 연구 에 의하면,

부분의 세포는 기 동에 의한 1V/cm의 기장 세기에 1㎛/s의 세포 이동성이 나

타난다고 보고 하 다.
60,61
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세포의 이동성은 다음과 같은 식으로 나타낼 수 있다.



여기에서 Ɛ0는 배양액의 유 율,η는 배양액의 도,ζ는 제타 로 계면에 고정되

는 이온층과 용액 내부의 차를 말한다.
61,62

3.4 기 자극에 의한 MG-63세포의 이동성

기 자극에 의한 세포의 움직임에 한 가정을 보충하기 해 Fig.7(a)의 그림과 같

이 간단한 디자인을 설계하여 기 자극에 의한 세포의 수축 이동성을 찰하 다.

조골세포(MG-63)를 순수한 PCLplate에 종하여 기 자극 없이 12시간동안 배양 한

뒤, 기 자극(55±8mV/cm,60Hz)을 30분 동안 공 하 다.Fig.7(b,c)는 기 자극

의 유무에 의한 세포의 학 이미지이다.그림에 나타난 바와 같이, 기 자극이 가해지

는 동안 세포가 수축하는 것을 확인 할 수 있었다.간단한 실험을 기반으로,우리는

기 자극이 세포담체의 표면에 부착되어있는 세포의 수축 분리,움직임으로 인해 세

포의 생존율을 감소시킬 수 있다고 단하 다.하지만,이러한 상은 용된 기장의

상태,화학/물리 특성,세포담체의 종류 등 다양한 조건에 향을 받기 때문에 본 실

험 제한 으로 나타났을 수도 있다.

본 실험과 유사한 결과는 일부의 연구에서 찾을 수 있었다.S.J.Hwang의 연구 은

3차원 형태의 콜라겐 세포담체에 기 자극을 가하고,
63
I.S.Kim의 연구 은 hMSCs

의 2차원 배양 시에 기장을 가하 지만,
19

기 자극의 유무에 의한 세포의 증식율을

유사하게 나타났으며,본 연구를 통해 기 자극의 동 기 힘(electrokineticforce)에

의해 세포의 증식이 향을 받을 수 있다는 가정을 할 수 있었다.

3.5Live/Deadcellanalysis

Fig.8(a-c)는 14일 동안 배양한 세포담체의 생존/사멸한 세포의 이미지를 나타내었

다.그림에 나타난 바와 같이, 기 자극을 받은 세포담체는 그 지 않은 세포담체에 비

해 사멸 세포가 넓게 분포되어있으며,이러한 상은 세포의 증식율(MTT assay)결과

와 유사한 의미를 가지고 있을 것으로 단된다.하지만,Fig.8(d)의 그래 를 통해 각

각 세포담체(PCL,P/C,P/T) ,P/T의 세포담체가 P/C와 PCL세포담체에 비해 향상

된 세포의 생존율을 얻을 수 있었다.몇몇 연구자들에 의해 P/T 나노섬유와 젤라틴

/TCP나노섬유 한 유사한 결과를 나타내었으며,이러한 결과는 세포담체에 함유되어
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져 β-TCP의 친수성과 β-TCP의 입자로 인한 거친 표면을 세포에 제공함으로써 세포

와 세포담체간의 결합력(부착력)이 증가한 것으로 단된다.
64,65

3.6배양된 세포담체의 찰 EDS분석

Fig.9(a-c)는 14일 동안 배양된 각각의 세포담체를 주사 자 미경(SEM)으로 찰

한 것이다. 기 자극의 유무에 계없이 부분의 세포담체에서 세포의 고른 분포를

확일 할 수 있으며,특히,P/T의 세포담체에서 세포의 도가 높게 찰되었다.세포담

체에서 배양된 세포의 표면으로부터 칼슘(calcium)과 인(phosphorus)의 양을 EDS분석

을 통해 확인하 으며,Table.2를 통해 기 자극을 받은 P/T 세포담체의 칼슘과 인의

양이 PCL,P/C의 세포담체보다 높은 결과를 얻을 수 있었다.

3.7 기 자극,세포 그리고 칼슘 이온의 계

골 조직 재생을 한 기 자극은 체외 생체 내에서 용되었으며,많은 연구를

통해 기계 기 자극이 세포의 활동에 향을 미칠 수 있다고 보고되어졌다.특

히,골아세포(osteoblasts)계열의 세포에 교류 기장을 용하면 칼슘 석회화(calcium

mineralization)가 크게 증가 하 다.28,37일반 으로 세포와 기 자극과의 다양한 계

는 확실히 밝 졌으며, 부분의 생체 내에서 특별한 기능을 수행하는 메커니즘 세

포의 신진 사는 다양한 이온 종류 에 칼슘 이온이 가장 요한 요소로 세포에 향

을 미친다는 것이다. 기 자극은 기-생리학에서 요한 이온의 움직임을 일으키고,

이 이온들은 세포의 많은 효소계를 자극한다.66Fig.1067은 기 자극에 의한 collagen

Ⅰ,osteonectin,osteocalcin,골 석회화 등의 다양한 세포의 활성을 나타낸 계략 인 그

림이다.
37

세포와 기 자극간의 이론을 바탕으로,칼슘 이온은 세포의 활성에 두드러지는 역할

을 한다.이러한 이유로 P/T 세포담체를 FBS용액에 담가 칼슘 이온의 방출을 찰하

다.Fig.11에 나타난 바와 같이,P/T 세포담체가 FBS용액에 장시간 담겨 있을수록

칼슘 이온의 양도 증가하 다.이러한 결과를 바탕으로,P/T 세포담체로부터 방출된 칼

슘이온이 PCL과 P/C세포담체 보다 ECM의 높은 칼슘 석회화로 유도한 것을 상할

수 있었다.

한,P/T 세포담체에서 방출한 칼슘 이온과 세포, 기자극의 효과를 찰하기 해

다양한 함량(0,0.05,0.1wt%)의 β-TCP를 세포 배양액에 첨가하고, 기 자극을 가하

여 세포의 이동성을 나타내는 학 이미지를 측정하 다.Fig.12(a-c)는 Fig.7(a)에서

나타낸 실험과 동일한 방법을 사용하 으며,β-TCP를 미량 첨가하 다.
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Fig.12(d)는 세포의 수축률을 나타내는 그래 로 측정한 학 이미지를 computer

aided design(CAD,AutoCAD 2009 ver.)을 이용하여 측정하 으며,세포의 수축은

β-TCP의 함유량이 증가할수록 많은 수축이 일어났다.

3.8골 분화도 측정 (ALPactivity,ARS-staining)

Fig.13(a,b)는 기 자극을 받은 세포담체의 ALPactivity와 calcium deposition결

과이다.알카라인 포스 타제(ALP)의 활성은 골 분화의 요한 기 표 인자이며,

Alizarinred-S(ARS)staining을 통하여 칼슘의 증착을 확인 하 다.ARS는 칼슘

석회화된 세포외 기질과 반응하여 붉은색으로 나타나며,P/T 세포담체의 β-TCP입자

의 향을 방지하기 해 세포를 배양하지 않는 P/T세포담체를 배양액에 담가 7,14일

동안 배양 공정을 동일하게 진행하 으며,ARSstaining 한,동일한 방법으로 진행하

다.동일한 조건에서 세포가 없이 비한 P/T 세포담체의 OD 값을 측정하여 세포가

배양된 세포담체의 OD값에서 차감하 으며,ALPactivity calcium deposition은 총

단백질 함량 분석(BCA)과 함께 표 화 시켰다.[Table.3]

Fig.13(c)에서 보이는 것과 같이, 기 자극을 가한 세포담체가 일반 인 배양법으로

배양한 세포담체보다 ALPactivity와 calcium deposition이 향상 되었으며,특히,P/T

세포담체에서 크게 향상된 결과를 나타내었다.7,14일 동안의 calcium deposition결과

는 Fig.14(a-c)의 ARSstaining사진을 통해서도 확인 하 다.다양한 세포실험을 통

해 기 자극을 받은 P/T 세포담체에서 골 재생을 한 ALP와 calcium deposition의

향상된 결과를 도출할 수 있었다.
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제4 결 론

본 논문에서는 다양한 합성 고분자로 이루어진 세포담체에 기 자극을 가하여 세포

의 활성과 분화에 어떠한 향을 미치는 지에 해 이론 실험 으로 규명하 다.

PCL,β-TCP,SWCNT를 이용하여 균일한 공극크기(300∼321㎛)와 공극률(53∼55%)

을 가진 3차원 형태의 세포담체를 제작하고,교류(AC) 기 자극을 가하여 세포의 활성

증식,골 석회화 등을 찰하 다.세포담체에 공 되어진 기 자극은 55±8

mV/cm,진동수는 60Hz,정 (sinusoidalwaveform)를 이용하 다.다양하게 제작된

세포담체(PCL,P/C,P/T) PCL/β-TCP20wt% 로 구성된 세포담체가 기 자극을 통

해 높은 골 형성을 보여주었다.이러한 결과는 기 자극 내에서 β-TCP의 이온이 보다

효과 으로 세포에 정 인 향을 나타냈으며, 기 자극의 효율을 향상 시킬 수

있는 물질로 구성된 세포담체를 찾을 수 있었다.골 조직 재생을 한 세포실험으로

MTT assay,Live/Deadcellanalysis,ALPactivity,calcium deposition을 통해 세포의

생존/사멸,증식,골 분화율을 기장의 유무에 따라 비교 분석 하 다.이러한 결과를

토 로 기 자극은 다양한 세포담체에 용 될 수 있으며,세포의 증식과 분화에

향을 주는 요한 잠재요인임을 확인하 다.
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Table1.Researchesforvariouselectricstimulationsondiversecells

Electricfieldconditions Cell-types Results

Extremelylow frequency-electromagneticfield

(ELF-EMF:3mT,60Hz)
[69]

Mouse

osteoblast-likecells

(MC3T3-E1)

ALP(ERK1/2;PD98059)↑

Siriusred(collagendetection)↑

ACelectricfield(Interdigitatedelectrodes)

1V/cm,1Hz(4h/dayfor14days)[32]

Human

adipose-derived

stem cells(hASCs)

Calcium deposition↑

*100V/cm damage,

1000V/cm dead.

ACelectricfield

(parallelelectrodes,carbonrods)

20mV/cm,60kHz(40min/dayfor28days)[30]

Human

mesenchymalstem

cells(hMSCs)

ALPmRNA,CollagenⅠmRNA↑

Hsp27,70mRNA

(Heatshockprotein)↑

Singleelectricfield(parallelelectrodes)

Squarewaveelectricpulses1V/mm(1or90s)

after4days(10V/cm for5ms,at1Hz)
[15]

Humanembryonic

stem cells(hESCs)

Reactiveoxygenspecies(ROS)↑

DCelectricalstimulation(parallelelectrodes)

15V,currentdensity:4.2A/m2

(1h/dayfor3weeks)
[70]

Osteoblasts

(CEL-11372,

AmericanType

CultureCollection)

ALP,Calcium deposition↑

(3week)

Pulsedelectromagneticfields(PEMFs)

singlequasi-rectangularpulses300ms,7.5Hz

Electricfields:2mV/cm,0.13mT[71]

Human

mesenchymalstem

cells(hMSCs)

ALP↑ (early)

CollagenGAPDH↓

Multipleelectricalstimulation

2V/cm (6h/dayfor4weeks)
[72]

SAOS-2cells

(ATCC,Manassas,

VA)

ALP,Calcium deposition↑

ALP,BMP2,Runx2,OC↑

(Geneexpression)

Pulsedelectromagneticfields(PEMFs)

75±2Hz,5±1mV,2±0.2mT

(24h/dayfor22days)
[73]

SAOS-2cells

(ATCC,HTB85,

MD)

Decorin,Osteocalcin,Osteopontin↑

collagenⅠ,Ⅲ ↑

(Geneexpression)

Biphasicelectriccurrentstimulates(BEC)

1.5uA/cm
2
at3000pulses/s

(6h/dayand24h/dayfor4days)
[18]

Ratcalvarial

osteoblasts

Cellproliferation↑ (31%)

Biphasicelectriccurrentstimulates(BEC)

1)250us,1.5uA/cm
2
at100pulses/s

2)25us,15uA/cm2at100pulses/s[19]

Human

mesenchymalstem

cells(hMSCs)

Cellproliferation,ALP,

Calcium deposition↑

Electricalstimulation(30min/day)

1)DC:0.1V/cm,1V/cm,10V/cm

2)AC:1V/cm -1Hz[74]

Human

mesenchymalstem

cells(hMSCs)

ALP,Oseteocalcin,CollagenⅠ

(Geneexpression)↑

celldensity,ALP↑
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Table2.EDS for14daysculturePCL,P/C andP/T scaffoldsforcontroland

E-field

EDS[%]

14days

culture

Control(No-field) E-field

Calcium (Ca) Phosphate(P) Calcium (Ca) Phosphate(P)

PCL 0.16±0.04 0.84±0.44 0.21±0.07 1.26±0.37

P/C 0.15±0.03 1.02±0.24 0.27±0.10 1.21±0.33

P/T 0.36±0.14 1.58±0.38 0.51±0.17 1.72±0.57
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Table3.TotalproteincontentforPCL,P/CandP/T scaffoldsforculturingMG-63

for7and14days

Totalprotein

content[mg]

7days 14days

Control

(No-field)
E-field

Control

(No-field)
E-field

PCL 43.1±9.1 34.6±6.2 53.7±4.7 45.8±7.2

P/C 40.1±4.2 30.6±5.3 56.1±8.6 41.3±9.2

P/T 45.8±2.6 39.4±12.8 64.2±4.6 55.8±7.1
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Figure1.Schematicsfor(a)fabricatingsolid-freeform fabricatedscaffoldsconsisted

ofPCL,SWNT,andβ-TCP,(b)electricstimulationwithanAC electric

field,and(c)alab-madecultureplatewithaparallelelectrode.
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Figure 2.Opticaland surface and cross-sectionalSEM micrographs forthree

fabricatedscaffolds,(a)purePCL,(b)P/C (PCL/SWCNT),and(c)P/T

(PCL/β-TCP).
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Figure3.(a)Strutandporesizeand(b)porosityforfabricatedscaffolds(purePCL,

P/C,andP/T).
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Figure4.(a)Stress–straincurvesand(b)Young’smodulusforpurePCL,P/C,and

P/T at2mm/s.Theinsetfigureshowsamagnifiedareaofthecurves.

*P<0.05indicatesasignificantdifference.
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Figure5.Viablecellnumbers(MTT assay)aftercell-culture1,3,4,7,and14days

for various scaffolds (pure PCL,P/C,and P/T)withoutan electric

stimulation.*P < 0.05indicatesasignificantdifferenceandNS means

non-significance.
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Figure6.Viablecellnumbersaftercell-culture4,7,and 14 days forvarious

scaffolds(puePCL,P/C,andP/T)withandwithoutelectricstimulation.

Inthisfigure,controlandE-fieldmeanthescaffoldswithouttheelectric

stimulationandwiththestimulation,respectively.*P < 0.05indicatesa

significantdifferenceandNSmeansnon-significance.
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Figure7.(a)Schematicforobservingcellmovementunderanelectricstimulation.

Opticalimagesofcellmovementtakenforthreetimeperiods(0,15,and

30min)(b)withand(c)withouttheelectricstimulation(55mV/cm and

60Hz).
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Figure8.Live(green)anddead(red)MG-63cellsafter14daysincultureonthree

scaffolds ((a)PCL,(b)P/C,and (c)P/T)with and withoutelectric

stimulation.(d)Relativecellviability ofelectrically stimulatedscaffolds

normalizedwithcontrolscaffoldsforvariousscaffolds.
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Figure9.SEM micrographsandEDSresultsfor(a)purePCL,(b)P/C,and(c)P/T

after14dayscell-culturewithandwithouttheelectricstimulation.
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Figure10.Theoreticaldescriptionfortheeffectoftheelectricstimulationonvarious

cellularactivities.
[67]
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Figure11.Concentrationofcalcium ionsreleasedfrom theP/T scaffoldsfor1,3,

and7daysinPBSsolution.*P< 0.05indicatesasignificantdifference

andNSmeansnon-significance.
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Figure12.Opticalimagesofcellmovementtakenforvarioustimeperiodsforthree

differentconcentrations((a)0,(b)0.05,(c)0.1wt%)ofb-TCPinculture

medium with the electric stimulation (55 mV/cm and 60 Hz).(d)

Contraction area(%)ofcellsundertheelectricfield forvarioustime

periods.Inthegraph,controlisthedataofcell-contrationtakenwithout

theelectricstimulation.
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Figure13.(a)RelativeALPactivityand(b)calcium depositiononPCL,P/C,and

P/Tscaffoldsfrom 7to14days.(c)RelativelyincreasedALPandcalcium

depositionofthescaffoldswiththeelectricstimulationcomparedtothose

ofthescaffoldswithouttheelectricstimulation.*P < 0.05indicatesa

significantdifferenceandNSmeansnon-significance.
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Figure14.OpticalmicrographsofAlizarinredSstainingindicatingmineralizationof

thePCL,P/CandP/Tscaffoldsafter7and14dayscell-culture.
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