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제1장 서론

제1 연구의 배경

사회에서 생체조직 재생은 질병과 사고의 증가와 함께 고령화 시 에 삶의 질

향상을 해 병들거나 훼손된 장기를 복원하려 하는 재생의학의 요성,필요성과 함

께 미래 산업으로서의 시장성과 경제성은 세계 으로 부각되고 있다.식생활 주

거환경의 개선으로 국민 평균 수명이 연장되어 세계 으로 노령 인구가 증가하는

추세이다.21세기에 어들면서 이들 환자 수는 더욱 증가할 것이고,그에 한 책이

필요한 상황이다.이러한 문제의 근본 인 해결책으로 기 되고 있는 의료 요법은 손

상된 장기나 조직을 체,보완하는 조직공학 인공장기 분야에 한 연구는 더욱

활발해 질것이다.

조직공학 (TissueEngineering)이란 세포에서부터 인공장기에 이르는 재생의료의

역으로,조직이나 기 의 복원을 도울 수 있는 생체물질에서 재료로 이르는 생물학 ,

공학 인 기술을 다루는 학문을 기반으로 미래의 생명과학과 의료분야의 요한 기술

이다.
1-3
생체 조직의 구조와 기능의 상 계를 이해하고,나아가서 생체 용품을 만

들어 이식함으로써 우리 몸의 기능을 복원,유지,향상 하는 것을 목 을 달성하기

한 다양한 방법이 연구되고 있다.

생체 조직은 시시각각 변화하는 생체 상황에 하게 응할 수 있도록 정 하게

제어된 고차원 인 기능을 유지하기 때문에 인공 재료에만 주로 의존한 기존의 인공장

기로서는 생체 조직을 효과 으로 체 보완할 수 없는 실정이다.지 도 매년 수백만

의 환자가 손상된 조직이나 장기의 치료를 목 으로 건강한 장기나 조직의 이식을

한 외과 수술을 받고 있다.그러나 장기이식은 장기 제공자 수가 심각하게 부족한
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상황이며 따라서 공 의 한계성을 극복하기 힘들다.그로 인해 사회는 인공장기

의 개발이 실히 요구되는 상황이다.

장기 는 조직의 회복 재생을 유도하기 해 제작된 세포담체는 내/외부의 구조

에 종 (seeding)된 세포 부착,분화 조직 주변으로부터 유입되는 세포의 증식과

분화에 합한 환경을 제공해야 한다.
4-6
요구되는 물리·화학 성질로는 세포를 지지

하고 달할 수 있는 3차원 구조와 물리 성질을 가져야 한다. 한 생체 합성과 생

분해성의 특성 한 가공성을 가져야 한다.6-9

본 연구에서의 쾌속조형 (RP,rapidprototype)공정은 생체기 /조직의 이식에 필요

한 조직공학 세포담체의 제작에 쓰이는 시스템을 말하여,이를 통하여 재 사용되

고 있는 비생체 이식기 /조직을 체할 수 있는 최 의 세포담체 제작이 가능 할 뿐

아니라,환자의 생체조직으로 만들어진 생체기 /조직을 이식하는데도 이용될 수 있을

것이다.
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제2 연구의 목

본 연구의 목 인 골 조직 재생을 한 체물로서의 역할을 수행 하는 인공 의 경

우에는 이식되는 부 에 따라 요구되는 물리 성질이 다르며,다른 인공장기에 비해

높은 기계 물성이 요구된다. 속,생체 세라믹 재료에 비해서 고분자 재료는 낮은

기계 물성을 갖지만,이들을 합성 가공하여 물리화학 성질을 조 할 수 있는

RP방식을 이용하여 골 조직 재생을 한 세포담체 제작이 진행되고 있다.
10-14

세포담체의 주 소재로서 합성 고분자 재료 하나인 PCL은 구조 성분으로서 메틸

기를 갖기 때문에 소수성 (hydrophobic)특성을 갖는다.이는 소수성의 재료로 제작된

세포담체는 배지 (media)와의 젖음성을 포함하여 세포의 기 부착 등의 어려움이 있

다.세포담체 소재의 친수성과 소수성의 특성은 세포의 기 부착을 한 요한 요소

의 하나이며, 기 부착의 성공 인 여부에 따라 세포담체의 생체조직 내 이식에 따

른 조직재생에 향을 미친다.골조직 세포 기 착률 재생,증식,분화 등을 높

이기 해 제작된 세포담체에 라즈마를 처리하여 친수성을 높여 세포 부착에 유리한

표면 구조로 개질을 하고자 한다.

골조직 재생을 한 생체 세라믹 소재는 결정상의 변화에 따라 흡수특성을 제어할

수 있고, 와 치아의 무기질과 같은 조성을 만들 수 있어 구조 안정성이 수반되며,

인체 내에서 인체의 구성 이온으로 흡수 될 수 있다는 장 으로 그 어떤 재료보다 인

체 친화력과 활성이 뛰어나다.하지만,압축력은 강하지만 인장력에는 약한 세라믹스의

취성 때문에 문제가 되었다.따라서 본 연구를 통해 높은 기계 강도와 조직간 친화

력의 향상을 해 생분해성 생체 합성 합성 고분자인 Poly(ε-caprolactone)(PCL)

과 생체세라믹스인 β-TCP(β-tricalcium phosphate)를 이용하여 면역거부반응을 최

소화 시키고 낮은 기계 강도를 극복하여 이식 부 에 한 최 화된 세포담체를

제작하고자 한다.
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본 연구를 통해 제작된 세포담체는 우수한 생체 합성을 갖는 재료를 이용하여,골

조직 세포의 성장을 유도하며 인체의 골 조직의 성분 구조가 동일하여 나 피부속

의 이식물이 주변의 생체 조직과 안정 으로 융합되도록 하는데 있다. 한,골 조직

체물로서의 역할 수행을 한 한 기계 강도와 골 조직 세포 재생에 도움을 주

는 바이오세라믹스와 혼합하여 세포담체의 물리 특성 세포의 성장성을 높이고자

한다.
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제2장 조직공학의 이해

제1 조직공학과 세포담체

사회에서 생체조직 재생은 사고,질병 고령화 사회로의 진입 등으로 인해

생체조직을 효과 으로 체하거나 이식할 수 있는 기술 개발이 요구되고 있으며 인체

조직과 기 을 복원하려는 조직재생의 요성,필요성은 세계 으로 크게 부각되고

있다.생명 과학 의학,공학 등의 기본 개념과 기술을 융합하여 생체 조직의 구조와

기능 사이의 상 계를 이해하여 생체 조직을 재생하기 한 인공장기 세포담체

분야의 연구들이 활발히 진행되고 있다.

세포담체는 재생의학의 3 요소 하나로서 세포 (cell)와 성장인자 (growth

factor)와 함께 요 구성요소로 정의된다.이러한 조직의 회복 재생을 유도하기

해 제작된 세포담체는 세포의 부착,분화,성장 세포 이동에 유리한 조건이 필수

이다. 한,이식 부분과의 거부반응이 없어야 하며, 한 기계 강도,생체 합성

생분해성,다공성 등의 조직재생에 한 환경을 제공해야 한다.세포담체의 다양

한 특성은 세포의 부착,증식,분화 등에 향을 미치며 조직의 복원에 한 계가

있으므로 반드시 고려되어야 한다.

세포담체 제작을 한 재료로서,주로 사용되는 고분자 소재로서 천연유래 고분자와

합성고분자 재료로 분류된다.천연고분자 재료는 세포외기질과 비슷한 성질을 가지고

있으며,비교 우수한 생체 합성을 지니고 있다.천연유래 고분자로는 콜라겐

(collagen),알지네이트 (alginate),키토산 (chitosan) 히알론산 (hyaluronicacid),실

크 피 로인 (silkfibroin)등이 리 알려져 있다.하지만,천연유래 고분자의 경우,형

상 가공의 어려움이 있기 때문에 제작된 세포담체 외부에 코 을 하거나 온 로
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동결건조 (freezedrying)기법을 이용하여 사용되어 진다.
15-19

이에 비해 합성 고분자 재료는 비교 값이 싸며,분자구조와 분자량을 조 할 수

있어 물리 ,기계 특성 조 이 가능하고,생분해성을 조 할 수 있는 장 이 있다.

표 인 합성고분자재료는 Polyglycolide(PGA),Poly(L-lactic acid)(PLLA),Poly

(lactide-co-glycolide)(PLGA)Poly(ε-caprolactone)(PCL)등이 있다.
19,21

특히,PCL은

결손 부 에 이식 된 후,인체 내에서 물과 이산화탄소의 형태로 분해되며 무해한 생

체 합한 고분자 재료이다. 한,높은 기계 강도와 성형 제작의 용이함 때문에 골

조직 재생을 한 세포담체의 주재료로 사용되고 있다.
22-24

합성 고분자의 경우 우수한 기계 강도와 분해속도 제어의 장 이 있지만 세포담체

의 친수성이 낮고 기의 세포 착 증식이 천연 고분자 세포담체에 비해 낮다는

단 이 있다.하지만,천연 고분자 세포담체는 표면 성질은 우수하지만 기계 강도는

낮은 것으로 알려져 있다.이러한 문제 을 개선하기 해서 자외선, 자선,감마선

등을 이용한 물리 방법과
25-27

표면을 라즈마 처리 한 후,펩타이드 (peotide) 콜

라겐 등을 결합하는 화학 인 방법을28,29이용하여 합성 고분자 세포담체의 친수성

세포 재생을 향상시키기 한 연구가 진행되고 있다.

다양한 생체재료를 사용하여 손상된 조직 혹은 생체 장기를 재생하기 한 세포담체

가 개발되고 있다. 통 으로 조직공학에서의 세포담체 가공에서 사용되는 공정으로

서 염침출법,동결건조법,상분리법, 이버 본딩법, 기방사법 등이 있지만,이식 부

에 맞는 한 기계 강도 일정하지 않는(ununiform)구조,세포의 증식 분

화의 어려움 등의 문제 이 있다.
29
이에 높은 세포 친화력을 갖는 세포담체를 제작하

기 해 3차원 자유형상 가공기술 (SFFs,solidfreeform fabrications)과 같은 제작

기술들이 조직공학에 용되어 시도되고 있다.
30-34
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자유형상 가공기술의 일종인 RP기술을 이용한 3차원 구조의 바이오 세포담체 제작

등 세계 으로 지속 인 연구개발이 진행되고 있다.이러한 RP 기술로는 stereo

-lithography,selectivelasersintering,fuseddepositionmodeling,3D printing, 3D

plotting35-38등이 있으며,최근 통 인 공정과 RP기술을 융합하여 세포담체를 제작

하는 연구도 진행되고 있다.
16,18,21

이처럼 조직공학에서의 세포담체는 기계,생명,화학,의학 등의 다학제간의 학문 분

야가 요구되며,다양한 공정 기술들을 목,보완,융합하여 손상되거나 기능을 상

실한 환자에게 이식함으로써 인체에 거부반응이 없는 새로운 인공장기의 완벽한 조직

을 형성하는 것이 주된 목표이다.따라서 이식부 의 다양한 특성에 맞는 세포 담체의

제작은 매우 요하며,수많은 세포담체 제작공정 방법들 에서 필요로 하는 세포담

체를 제작하기 한 제작공정의 선정은 매우 요하다.
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제2 합성 고분자 생체세라믹스 세포담체 제작

손상된 조직이나 기 을 재생 체하기 한 수단으로써 세포들의 배양을 돕는

최 화된 세포담체 (scaffold)에 한 연구가 지속 으로 진행되고 있다.골조직 재생을

한 세포담체는 인체 혹은 체내에 사용되는 물질이므로,세포가 증식됨에 따라 구조

물이 세포로 체되도록 생분해 (biodegradable)가 가능해야 하며 분해된 성분들이 체

내에 흡수 (bioabsorbable)되어도 문제가 없어야 한다. 한,재생부 이식 시에 유지

가능한 한 기계 강도가 요구된다.
39-42

3차원 형태의 한 기공 (pore)구조는 균일하게 상호 연결되어 세포들의 증식 통

로로 이용될 수 있어야 한다. 한,세포담체 내부에서 osteons 골조직의 성장을

한 한 기공 크기는 약 300∼400㎛ 정도가 한 것으로 보고되고 있다.
43,44
최근

연구에 따르면, 조직 재생을 한 이상 인 세포담체의 조건으로써, 균질세포

(homogeneous)의 균일성 (uniformity)과 유체의 확산 효과를 높이는 친수성

(hydrophilic)성질이 요한 요소로 꼽히고 있다.
45,46

SFF(solidfreeform fabrication)시스템은 세포담체의 기공크기와 공극률 (porosity)

을 컨트롤 할 수 있으며,원하는 형상으로의 제작이 가능하다.이 시스템은 어느 정도

의 도를 가진 재료를 미세한 노즐을 통해 압출시키는 기법으로,종래의 제조방법과

는 달리 layer-by-layer제작법으로서 3차원 형태의 복잡한 내부구조 제작이 용이한

장 이 있다.47 이와 더불어,SFF 공정은 기방사 (electrospinning),48,49 동결건조

(freeze-drying)
50,51
와 같은 통 인 제조공법과 함께 융합에 따른 공정의 응용 다

양화가 가능하다.

β-TCP(β-tricalcium phosphate)는 생체의 용물로 이용되는 바이오세라믹스로써,

합성고분자 물질보다 비교 높은 생체 작용 효과로 골 조직 재생에 탁월한 의료용 물
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질이다.
52,53

한,골 유도 도 특성을 지니며 최근,HA (hydroxyapatite),α-TCP

(α-tricalcium phosphate),β-TCP와 같은 바이오세라믹스를 이용한 다양한 연구들이

진행되고 있다.하지만,바이오세라믹스 자체만으로는 낮은 취성 (brittleness)등과 같

은 기계 특성의 향에 따라 제한요소가 되고 있다.이러한 문제를 극복하기 해

poly(lacticacd)(PLA),poly(glycolicacid)(PGA),poly(lactic-co-glycolide)(PLGA),

polycaprolactone(PCL)과 같은 합성고분자 물질과 함께 혼합/합성하는 연구들이 진행

되고 있다.
54,55

β-TCP는 우수한 생체 합성을 띄고 세포의 성장을 유도하며,인체의 나 치아

의 주성분과 구조가 동일하여 나 피부속의 이식물이 주변의 생체 조직과 안정 으로

융합되는 특징을 가지고 있다.PCL은 쾌속조형 공정에서 용융하여 비교 쉽게 사용

할 수 있어 가공성이 우수하며 체물의 역할을 할 수 있는 기계 강도가 우수하

기
56
때문에,β-TCP와 PCL의 우수한 장 을 결합하여 골 조직 재생을 한 세포담체

를 제작하고자 한다.

본 연구에서는 3차원 형태의 복잡한 내/외부 구조를 제작 할 수 있는 쾌속조형 공정

을 이용한 PCL/β-TCP가 혼합된 세포담체를 연구하 다.제작된 세포담체는 골조직

세포의 증식과 분화, 한 기공 크기와 공극률,기계 강도,내/외부에서의 친수성

표면 특성,조골세포 (MG-63,osteoblastlike-cells)의 생리활성 향 등을 분석 하

다.
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제3 표면개질을 한 라즈마 처리

조직공학에서의 세포담체 주소재로서,최근 물리 성질과 생체 기능이 우수한 고분

자 재료에 한 공 이 속히 증 됨에 따라 소재의 성분이 다르고,서로 결합되지

않는 두 성분으로 이루어진 구성물을 혼합 는 결합으로 상호보완 인 복합재료 시스

템에 한 많은 연구가 실시되고 있다.
57-59

이러한 고분자재료를 복합 으로 사용하기

해,기계 물성 향상에 한 연구는 열 표면처리,화학 표면처리, 기화학 표

면처리, 라즈마 표면처리,표면코 처리 등과 같은 고분자 표면처리방법 등으로 많

은 연구가 진행되고 있다.60,61

그 라즈마에 의한 표면처리방법은 속, 라스틱,생체 세라믹스 소재들의 표

면에 능기의 특성을 부여하여 친수성 는 소수성으로 성질을 부여할 수 있다.
62

재 라즈마 처리공정은 표면에 계되는 특성들 즉,젖음성, 착성,결합성,생체

합성,표면강화,표면 열 항성의 개질 등에 리 이용되고 있으며,
63,64

고분자 표면

처리 가공 건식 공정 등으로 각 받고 있는 첨단 가공 기슬 분야이다.
65,66
특히,

기압 라즈마를 이용한 표면 개질법은 물리-화학 특성화 반응을 일으켜 표면 착

력 향상 멸균,친/소수성화,불순물 제거 등의 효과를 얻을 수 있을 뿐만 아니라 연

속 인 표면 처리 공정이 가능한 특징을 갖고 있어 산업 장의 생산성 경제성을

향상시킬 수 있다.
67-69

조직공학에서의 생체재료는 친수성 생체 합성,생분해성,내부연결구조가 잘 이

루어져 기공성이 좋아야한다.
70,71
합성 고분자를 이용해 만들어진 3차원 세포담체의 경

우 우수한 기계 강도와 분해속도 제어의 장 이 있지만 세포담체의 친수성이 낮고

기의 세포 착 증식이 천연 고분자 세포담체에 비해 낮다는 단 이 있다.따라

서 최근에는 이러한 문제 을 해결하기 해 화학 으로 표면을 개질 시키거나 라즈

마를 처리하여 친수성을 높이는 방법이 연구되고 있다.
72-74
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라즈마 처리는 고분자 표면에 극성을 띠게 하여 표면 에 지를 높이는 효과가 있

으며,그 결과 고분자의 표면 에 지를 증가시킬 뿐만 아니라 표면의 거칠기를 다소

증가시켜 세포 부착에 유리한 구조로 개질시킨다.75-77조직공학 기법을 이용하여 골 조

직을 재생시키는 목 은 손실 부 에 한 골 조직을 체 는 회복시키기 해 본래

의 조직과 같은 상태로 만드는 것이다.즉, 조직을 재생시키기 해서는 세포담체

내/외부에 조골세포가 잘 부착하여 증식하고 분열 할 수 있도록 도와주어야 하는데,

이때 표면을 친수성의 특성 등을 갖도록 라즈마를 이용해 개질화하여 조직 생성

을 진 시키고자 한다.
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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.
10
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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 Evaluationmethodsforbiocompatibility.
78
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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.
19
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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.
19
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Table5 Optimalporesizeofscaffold.
79

5㎛ forneovascularization

5-15㎛ forfibroblastingrowth

20㎛ fortheingrowthofhepatocytes

20-125㎛ foradultmammalianskin

40-100㎛ forosteoidingrowth

100-350㎛ forregenerationofbone

500㎛ forfibrovasculartissuesforrapid
vascularizationandsurvivalofcells
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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

Table6 Porositiesandporesizesofscaffoldsforboneregenerationmadefrom

chemicallysynthesizedpolymers.80
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Fig.1 Theelementsoftissueengineering.
33
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Fig.2 Variousapplicationsoftissueengineering.(http://www.jpte.co.jp)
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Fig.3 Conventionalmethodsforscaffoldfabrication-Ⅰ.
79
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Fig.4 Conventionalmethodsforscaffoldfabrication-Ⅱ.
79
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Fig.5 Computeraidedtissueengineering.
79
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Fig.6 CT/MRI의 해부학 소견과 이에 따라 제조된 3D세포담체의 형상.(a,b)메

니스커스,(c,d)척추,(e,f)손가락 .
81
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Fig.7 다양한 기압 라즈마 발생 장치 시스템
82

(강원 학교,이원규 Atmosphericplasmatechnology& applications)
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제3장 실험 방법

제2 PCL/β-TCP가 혼합된 세포담체 제작

1.서 론

손상된 조직이나 기 을 재생 체하기 한 수단으로써 세포들의 배양을 돕는

최 화된 세포담체 (scaffold)에 한 연구가 지속 으로 진행되고 있다.골조직 재생을

한 세포담체는 인체 혹은 체내에 사용되는 물질이므로,세포가 증식됨에 따라 구조

물이 세포로 체되도록 생분해 (biodegradable)가 가능해야 하며 분해된 성분들이 체

내에 흡수 (bioabsorbable)되어도 문제가 없어야 한다. 한,재생부 이식 시에 유지

가능한 한 기계 강도가 요구된다.1-4

3차원 형태의 한 기공 (pore)구조는 균일하게 상호 연결되어 세포들의 증식 통

로로 이용될 수 있어야 한다. 한,세포담체 내부에서 osteons 골조직의 성장을

해 기공 크기는 약 300∼400㎛가 이상 이다.5,6최근 연구에 따르면,조직 재생을

한 이상 인 세포담체의 조건으로써,균질세포 (homogeneous)의 균일성 (uniformity)

과 유체의 확산 효과를 높이는 친수성 (hydrophilic)성질이 요한 요소로 꼽히고 있

다.
7,8

SFF(solidfreeform fabrication)시스템은 세포담체의 기공크기와 공극률 (porosity)

을 컨트롤 할 수 있으며,원하는 형상으로의 제작이 가능하다.이 시스템은 어느 정도

의 도를 가진 재료를 미세한 노즐을 통해 압출시키는 기법으로,종래의 제조방법과

는 달리 layer-by-layer방법으로 3차원 형태의 복잡한 내부구조 제작이 용이한 장 이

있다.
9
이와 더불어, SFF 기법은 기방사 (electrospinning),

10,11
동결건조
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(freeze-drying)
12,13
와 같은 통 인 제조공법과 함께 융합에 따른 공정의 응용 다

양화가 가능하다.

특히, 기방사 공정은 다양한 고분자를 나노 마이크로 크기의 섬유를 만드는 기

술로서,제작된 나노 이버는 직경이 약 20nm∼1㎛ 사이의 섬유로서 표면 이 매우

크기 때문에 필터 등으로 사용하 을 때 탁월한 여과 효과를 볼 수 있으며,호흡성이

있어 세균 등의 침투를 막는 방어복이나,약물 달 시스템 등 다양한 분야에서 활용

되고 있다.14-17

기방사법의 원리는 기 표면장력 (surfacetension)에 의해 방사노즐 끝부분에 형

성된 고분자 용액의 미세방울에 높은 kV의 고 압을 가하게되면 고분자 용액의 미세

방울 표면에서 기 반발력에 의해 테일러 콘 (taylorcone)이 형성된다.이때 표면

장력보다 기 반발력이 더 강해지면 하를 띤 고분자용액이 테일러 콘과

whippingzone을 형성하며 ground처리되어있는 컬 터 (collector)로 연속 으로 이동

하여 나노 크기의 이버로 만들어지게 된다.
18-23

s

β-TCP(β-Tricalcium phosphate)는 생체의 용물로 이용되는 바이오세라믹스로써,

합성고분자 물질보다 비교 높은 생체 작용 효과로 골 조직 재생에 탁월한 의료용 물

질이다.
24,25

한,골 유도 도 특성을 지니며 최근,HA (hydroxyapatite),α-TCP

(α-Tricalcium phosphate),β-TCP와 같은 바이오세라믹스를 이용한 다양한 연구들이

진행되고 있다.하지만,바이오세라믹스 자체만으로는 낮은 취성 (brittleness)등과 같

은 기계 특성의 향에 따라 제한요소가 되고 있다.

이러한 문제를 극복하기 해 poly(lacticacd)(PLA),poly(glycolicacid)(PGA),

poly(lactic-co-glycolide)(PLGA),polycaprolactone(PCL)과 같은 합성고분자 물질을

바이오세라믹스 재료와 함께 혼합/합성하여 기계 성질과 생체작용의 효과를 높이는
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세포담체 제작에 한 연구들이 진행되고 있다.
26-28

특히,생체 내에서 분해성을 나타내는 것으로 알려져 있는 β-TCP는 인산칼슘계 세

라믹스의 종류로서,생체와의 우수한 친화력 골 도성으로 인하여 다양한 인체기

조직 재생에 주로 사용되는 재료이다. 한,생체와의 우수한 친화력 골 도성으

로 인하여 넓은 범 의 잠재 실용 가능성을 가진 생체 의료용 재료로서 골조직 재생

을 한 세포담체로 주로 사용되고 있다.
29-30

본 연구에서는 골 조직 재생을 한 쾌속조형 (SFF시스템의 일종)시스템과 기

방사 공정을 융합하 다.이에 따라,향상된 골세포 증식/분화, 한 기공 크기와 공

극률,기계 강도가 향상된 상호연결 구조의 PCL/β-TCP 콜라겐 (collagen)나노

이버가 결합된 3차원 세포담체를 제작하 다.PCL과 β-TCP의 조성비를 다양하게

하며,콜라겐 나노 이버의 유무에 따른 세포담체 내/외부에서의 친수성 등의 표면 특

성 MG-63(osteoblast-likecells)의 생리활성 향을 확인하 다.
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2.실험

2-1.재료

Sigma-aldrich(U.S.A)사의 PCL(Mw =80000,density=1.135g/cm
3
),Fluka(U.S.A)

사의 β-TCP(density=3.14g/cm3) 우더 제품을 사용하 으며,β-TCP의 시료 크

기는 100∼200nm 로 측정되었다.본 연구에서의 주재료인 PCL은 합성 고분자로서

생분해성, 생체 합성 등의 특성을 나타내는 생체 의료용 소재이다. 콜라겐

(Matrixen-PSP,Bioland,CheonanCity,SouthKorea)은 기방사를 한 소재로서,콜

라겐 나노 이버의 경화 (cross-linking)용액은 1-ethyl-(3-3-dimethylaminopropyl)

carbodiimide hydrochloride (EDC; Mw 191.7; Sigma-Aldrich),N-hydroxysulfo

succinimide(NHS,Mw =115,09,Fluka)를 혼합하여 사용하 다.

2-2방법

PCL/β-TCP가 결합된 3차원 형태의 세포담체를 제작하기 해,용융압출공정을 이

용한 쾌속조형 시스템을 이용하 다.PCL을 주재료로,β-TCP의 혼합량에 따른 조골

세포의 거동을 분석하기 하여,혼합비를 PCL 비 β-TCP0,10,20,40wt%로 실

험하 다.PCL과 β-TCP는 동결 분쇄기 (freezer-mill)를 이용하여,앞서 말한 혼합비

에 따라 재료를 우더형태로 제작하 다.

이후,쾌속조형 시스템의 용융 실린더에 주입하여 압출하 으며,이를 다시 동결 분

쇄기를 이용하여 우더 형태로 제작하 다.이는 PCL과 β-TCP가 고르게 혼합되어
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strut에 균일하게 결합되도록 하는 공정이다.
31

비된 PCL/β-TCP 우더를 3축 로

의 용융 실린더에 주입하고,노즐 내부 직경크기 350㎛,용융 온도 (meltingpoint)

115°C로 고정한 뒤 노즐의 이송 속도를 변수로 β-TCP의 혼합량에 따른 공정 조건

을 제어하여 3차원 형태의 다공성 세포담체를 제작하 다.

콜라겐 나노 이버 제작을 해 고 압 원 공 장치(highvoltagepowersupply,

HVPS,SHV20040kV/5mA,Convertech),실린지 펌 (syringepump,model781100,

KDScience),보조 극(auxiliaryelectrode),방사노즐을 이용하 다. 압은 0.17∼0.22

kV/mm,Flow rate0.2㎖/h,세포담체 표면과 노즐간의 거리 약 15cm로 기방사 하

다.

세포담체 특성. 세포담체의 strut 공극의 크기,재료의 혼합비에 따른 내/외부의

표면 구조,콜라겐 나노 이버의 결합도 등을 찰하기 해 학 미경 (BX

FM-32,Olympus,Tokyo,Japan)과 주사 자 미경 (SEM,Sirion,Hillsboro,OR,

USA)을 이용하여 찰하 다. 한,β-TCP가 혼합비에 따른 제작 상태와 세포담체

내/외부에 증식된 세포의 칼슘 (calcium)과 인 (phosphate)원소에 한 정성분석을

해서 EDS(Energydispersivespectroscopy)측정이 이루어졌다.

세포담체 내부에 결합된 콜라겐 나노 이버의 상태 경화 공정에 따른 콜라겐의

성분 분석을 해,FTIR (Fourier-transform infrared)(model6700,Nicolet,West

Point,PA,USA)분석을 실시하 다.IR 스펙트라는 400∼4000cm
-1

역에서 평균

30scan,8cm
-1
변화 주기로,동일 조건하에서 측정 비교하 다.

PCL struts내부에 결합된 β-TCP의 정량/성 분석을 해 WAXD (Wide-angle

X-raydiffractometry)를 이용,단색화 (graphitemonochromator)한 입형 X선 튜

(sealed-tube)를 통해,평행 복사 CuKα (1.542Å),40kV,200mA로 회 분석기
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(ModelD/Max-2500,18kW;Rigaku,Tokyo,Japan)를 이용하여 분석하 다.

콜라겐은 생체친화성 고분자인 동시에 친수성 물질로 알려져 있으며,β-TCP는 강

한 친수성 특성을 갖는 천연 고분자이다.이에 따라,수분 흡수율 (wateruptake)은

각각의 제작된 세포담체를 증류수 1㎖가 담긴 페드리 시 (petridish,25×25×10

mm)안에 침 (soaking)한 뒤,2시간 후의 무게 량을 측정하여 계산하 다.




× 

수분 흡수율 측정방식은 X,Y,Li의 실험방법을 참조하 다.
32
Wo는 증류수에 넣기

인 기의 세포담체 무게 량이며,W2h는 증류수에 침 시킨 후 2시간 후의 수분 흡수

된 세포담체 무게 량이다.

제작된 세포담체는 이식 부 에 한 회복부를 유지하기 한 한 기계 강도를

지녀야 한다.따라서 β-TCP의 혼합량 콜라겐 나노 이버의 유무에 따른 세포담체

의 기계 강도의 변화를 측정하 다. 자측경기 (digitalcalipermicrometer,model

UltracalIII;sylvac,Bem,switzerland)를 이용하여 5mm ×15mm ×3mm 의 동

일한 크기의 직사각형 형태로 잘라냈다.분석에 사용된 장비는 UTM (model

Top-tech 2000;Chemilab,Suwon,South Korea)기기이며,인장속도 (stretching

speed)2.0mm/s의 인장하 을 가하여 세포담체의 응력-변형률 곡선 (stress-strain-

curve)을 측정하 다. 한,세포담체의 공극률 계산식은 다음과 같다.

 



     

    × 

apparentdensity는 (실제 세포담체 무게)/(사각형태의 세포담체 체 )으로 계산하 다.
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세포실험 (invitro). 본 연구에서 제작된 세포담체 내/외부에서의 세포 성장을 확인

하기 해 세포 배양 실험을 수행하 다.6mm ×6mm ×1.5mm 크기의 세포담체

를 70% 알코올에 침 후,자외선 (ultravioletlight)에서 멸균 처리하 다.실험에 사

용된 세포는 osteoblast-likecells(MG-63;ATCC,Manassas,VA,USA)이다.충분

한 세포 수를 확보하기 해 5 계 배양한 세포를 사용하 고,시편당 1×10
5

cells을 종 (seeding)하 다.

배양액은 10 %의 소태아 청 (fetalbovine serum,Hyclone)과 1%의 항생제

(penicillin,Hyclone)/스트렙토마이신 (streptomycin,Hyclone)가 포함된 DMEM-HG

(Dulbecco’smodifiedEagle’smedium;Hyclone,Logan,UT,USA)을 사용하 으며,

37℃,5% CO2인큐베이터에서 7일간 배양하 다. 한,2일마다 배지 (medium)를

교체해주었다.이후,osteoblast-likecells이 배양된 세포담체는 2.5% 루타르알데히

드 (glutaraldehyde)를 이용하여 세포를 고정하 고 탈수과정 백 코 처리 후,

주사 자 미경을 이용하여 찰하 다.

생세포 (viablecells)는 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide]분석 (CellProliferationKitI;BoehringerMannheim,Mannheim,Germany)

을 이용하여 정량분석이 이루어졌다.MTT 분석 (yellow tetrazolium saltMTT)은

생세포에서 물에 녹지 않는 포르마잔 결정 (formazancrystal)으로 환원되는데,이 포

르마잔을 DMSO로 녹여서 생성된 결정의 양을 분 학 인 방법으로 측정하 다.분석

을 해 분 학기 (microplatereader,modelEL800,Bio-TekInstruments,Winooski,

VT,U.S.A)를 이용하 으며,570nm에서 흡 도를 측정하 다 (n=5).

통계 분석. 모든 데이터는 표 편차가 나타난다.각 실험의 통계 분석은 분산분석

(ANOVA)에 따라 측정되었으며,유의수 (significancelevel)은 ρ <0.05로 설정되었다.
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3.결과

세포담체 제작. 본 연구에서의 세포담체는 Fig.1과 같이 PCL과 β-TCP를 혼합하

여 용융 실린더에 주입한 후,3 이어의 세포담체를 제작하 으며, 이어간에는 콜라

겐 나노 이버를 방사하 다.이에 따라,PCL/β-TCP(0,20,40wt%)의 재료 혼합

비를 갖으며,콜라겐 나노 이버가 결합된 세포담체를 제작하 다.β-TCP의 혼합량이

40wt% 이상일 경우에,용융 실린더에서 토출되어 나오는 노즐 (nozzletip)에서 막

힘 상이 발생되어 세포담체를 제작의 어려움이 있었기 때문에 β-TCP혼합량은 40

wt% 이하로 제작하 다.

EDS 분석. 일반 으로,PCL과 β-TCP를 혼합하여 압출할 경우,β-TCP의 함량이

높아질수록 swelling이 커지며 노즐의 직경이 작을수록 노즐 막힘 상이 나타나기도

한다.따라서,바이오 로터 노즐의 이동속도,용융 온도,재료의 혼합 상태 함량,

압출 압력 등 최 화된 공정 조건이 요구된다.32,33이에 따라,Fig.2(a)의 분석 결과

와 같이 strut과 기공의 크기를 각각 약 300㎛로 제작하기 해 용융온도 약 115°C,

노즐 직경 350㎛로 고정시키고,노즐의 이속 속도에 따른 strut과 기공의 크기를 제어

하 다.Fig.2(b),(c)는 β-TCP40wt%의 혼합량을 갖는 strut의 단면을 자른 후,

자주사 미경과 EDS를 측정 분석한 결과로서 PCL과 β-TCP의 함량이 strut내부,

간부,외부에 균일하게 섞여 있음을 확인하 다.

마이크로 크기의 PCL/β-TCPstrut직경은 쾌속조형 공정을 이용한 용융- 로터

노즐의 이동속도 조 에 따라 세 하고 다양한 두께로의 제작이 가능하 다.합성 고

분자 물질을 용융시키는 로 시스템은 strut직경 크기가 아주 주요한 공정 변수가

된다.Strut크기에 따라 기공 크기가 정해지며,노즐 (nozzle)을 통해 압출된 액체 상

태의 고분자물질이 노즐 에서 swelling 상이 생기기 때문이다.이 밖에도,노즐
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의 직경 크기와 PCL과 β-TCP의 함량에 따라서 die-swelling 상 차이가 발생한다.

콜라겐 나노 이버의 크기 분석. Fig.3(a),(b),(c)는 제작된 세포담체의 실제 모습

으로서,β-TCP의 함량변화와 콜라겐 나노 이버의 결합 유무에 따라 세포담체의 내/

외부의 형태 구조가 다르지 않았으며,주사 자 미경 측정을 통해 콜라겐 나노

이버가 공극 내부에 균일하게 결합되었음을 찰 할 수 있었다.Fig.(d),(e)와 같이

기방사 공정을 통해 제작된 콜라겐 나노 이버의 직경은 평균 160±80nm,나노

이버의 공극 크기는 평균 3.37±1.32㎛로 확인하 다.조골세포의 크기가 약 10㎛

크기를 갖기 때문에 콜라겐 나노 이버의 공극 크기가 10㎛ 이상을 갖게 되면 세포가

이버 공극 사이로 빠져나가버리기 때문에 공극 크기를 일정 크기 이하로 제어하는

것도 매우 요하다.

순수 PCL β-TCP가 결합된 세포담체,이에 콜라겐 나노 이버의 결합 유무에

한 제작된 세포담체의 세 한 찰을 해 주사 자 미경을 이용하 다 (Fig.4).

strut의 직경과 공극의 크기가 각각 약 300㎛로서 제작 계획한 치수로 잘 제작되었고,

β-TCP의 혼합량이 높아질수록 세포담체의 표면의 형태가 거칠어진 것으로 찰되었

다.이는 PCL과 β-TCP재료가 노즐을 통해 토출되어 나올 때 다소 뭉쳐있는 β-TCP

입자에 의한 상으로 생각된다.Fig.4(k,l)는 세포담체의 이어와 이어 사이에

콜라겐 나노 이버가 잘 결합되어 있는 모습이다.

XRD 분석. 순수 PCL과 β-TCP,P/β-TCP 세포담체의 XRD 패턴을 찰하 다

(Fig.5).PCL은 2θ의 21.4°와 23.8° 역에서 장의 변화가 가장 크다.이는 사방정

계 단 포 (orthorhombicunitcell) 라미터를 갖는 polyethylene-like결정구조 면에

서의 반사 (110,200)가 이루어졌음을 의미한다.34,35 β-TCP의 경우는 2θ의 32.5° 역

에서 장의 변화가 가장 큰 것으로 나타났고,Fig.5(b),(c)와 같이 β-TCP의 함량

이 높아질수록 β-TCP의 고유 역의 장이 더 높게 변화하 으며,PCL의 함량이 높
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아질수록 PCL의 고유 역의 장이 더 높아지는 것으로 보아 PCL과 β-TCP의 함량

비에 따른 제작이 잘 되었음을 확인하 다.

FT-IR 분석. 제작된 세포담체를 FT-IR을 통하여 분석하 다.S.Park연구 에 의

하면 콜라겐의 화학 구조는 주로 아마이드 그룹으로 이루어져 있으며,ECD경화 후

의 콜라겐의 화학 구조는 경화 과 비교하여 구조 인 변화는 없지만 Intensity가

다소 감소하는 것으로 알려져 있다.
36
콜라겐 경화 의 IR측정 그래 에서는 콜라겐

의 주 아마이드 그룹인 theamideⅠ (1635cm-1),amideⅡ (1536,1458cm-1)and

amideⅢ bands(1211,1235,1268cm
-1
)로 구성되어 있음을 확인하 다.ECD 경화

후 아마이드 그룹인 amideI,amideIIbands의 intensity감소가 다소 있었으나,콜라

겐의 다양한 function의 구조 인 큰 변화는 찰되지 않았다.때문에 EDC에 의한 콜

라겐 나노 이버의 경화가 잘 이루어졌음을 확인하 다.

Wettability. 조직공학에서 수분 흡수 (water-absorption)는 세포담체의 세포 증식

향을 주는 필수 요구조건이다.
4
세포담체 내부에서의 류 유동과 세포들에게 필

요한 양분 사물질들의 원활한 공 에 향을 미치는 주요 요소이기 때문이다.

A.Yeo연구 에 의하면 β-TCP는 생체활성 세라믹스로서,순수 합성 고분자에 비해

더 높은 친수성 특성을 갖는 것으로 알려져 있다.
37
Fig.7은 제작된 세포담체에 한

수분 흡수율을 찰한 것으로서,PurePCL로 제작된 세포담체에 비해 40wt% 함량의

β-TCP세포담체는 약 80%,이에 콜라겐 나노 이버가 결합된 세포담체는 약 160%

더 높은 것으로 찰되었다.다소 소수성(hydrophobic)의 특성을 갖는 PCL과 비교하

여,β-TCP 콜라겐은 친수성(hydrophilic)특성을 갖기 때문에 세포담체의 흡수율이

더 증가한 것으로 보인다.

친수성 특성 분석. 친수성 특성이 조골세포의 기 부착 증식에 향을 끼친다고

연구 보고되고 있다.따라서 표면의 화학 개질상태
38

물리 패턴에
39
변화를 주어



- 43 -

세포담체의 친수성을 증가시키기 한 방법도 연구되고 있다.세포 착 단백질
40
이나

poly(vinylalchol)
41
,β-TCP와 같은 물질을 혼합(blending) 합성 (composite)하여

세포담체의 친수성을 증가시키는 연구도 활발히 진행 이다.
37
Fig.8(f)와 같이 순

수 PCL에 비해 40wt%의 β-TCP와 콜라겐 나노 이버가 결합된 세포담체가 비교

더 낮은 수분 각 (watercontactangle)을 갖는 것으로 확인되었다.이에 따라,

PCL/β-TCP (40w%)/콜라겐 나노 이버 세포담체는 세포 배양 실험시 조골세포의

기 부착률이 더 증가할 것으로 보인다.

기계 강도. 세포담체는 조직 재생에 있어서 외부 응력에 따라,그에 응하는 기계

강도를 형성할 수 있어야 한다.
42,43 β-TCP를 비롯한 바이오세라믹스는 우수한 골

도 특성으로 인해 골 조직 재생 분야에 활발히 사용되는 물질이다.하지만,실제

와 비교하여 낮은 취성 등 물성의 결 이 있다.마찬가지로,콜라겐은 우수한 골 도

(osteoinduction)특성을 지니지만 자체만으로는 낮은 기계 특성의 한계가 있다.따

라서 높은 유연성 기계 강도를 특성을 지닌 PCL을 혼합하여 각각의 결 을 보완

한 PCL/β-TCP/콜라겐 나노 이버 세포담체를 제작하 다.

Fig9.는 제작된 세포담체를 인장속도 2.0mm/s의 인장속도로,탄성계수 (Young’s

modulus)를 나타낸 결과이다.세포담체의 콜라겐 나노 이버의 결합 유무에 따른 기

계 강도의 차이는 아주 미미하 다.이는 세포담체 내부에 결합된 나노 이버의 부

피 량이 아주 낮기 때문에 기계 강도에 한 향은 없었다.반면에 β-TCP의 혼합

량이 높아질수록 기계 강도는 향상되었는데,이는 복합재료인 β-TCP의 함량이 늘

어날수록,분산이 잘 일어날수록,고분자에서 정렬 (alignment)이 향상될수록 인장강도

(tensilestrength)와 인장탄성율 (tensilemodulus)이 증가된다는 Haplin-Tsai이론
44
과

같이 β-TCP의 혼합량이 증가함에 따라 기계 물성이 향상된 것으로 사료된다.

세포실험 (invitro). 제작된 세포담체의 세포실험은 osteoblastlike-cells(조골세포,
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MG-63)을 종 (seeding)하 으며,MTT-assaytest를 1,3,7일차에 걸쳐 세포 증식

률을 찰하 다.일반 으로 osteoblast계열의 세포는 약 300㎛ 정도의 공극 크기에

서 세포의 증식률이 높은 것으로 알려져 있으며,세포담체는 이러한 최 의 공극 크기

를 만족시키는 것이 요하다.45

세포담체 내외부에서의 조골세포의 증식 정도를 확인하기 해 조골세포를 7일간 배

양한 세포담체를 주사 자 미경과 EDS분석 장비로 찰하 다 (Fig.10).순수 PCL

로 이루어진 세포담체에 비해 40wt%의 β-TCP와 콜라겐 나노 이버가 결합된 세포

담체의 표면 공극에서 더 높은 세포의 증식률을 확인하 다.EDS분석에서도 순수

PCL세포담체의 세포는 calcium (Ca)과 phosphate(P)의 장이 검출되지 않는 반면

에 40wt%의 β-TCP와 콜라겐 나노 이버가 결합된 세포담체의 세포는 Ca:1.49%,

P:2.05%로 찰되었으며,이는 조골세포의 증식뿐만 아니라 분화도가 보다 더 향상

된 것으로 단된다.
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4.결론

본 연구에서는 쾌속조형 시스템과 기방사 공정을 이용하여 PCL에 β-TCP를 각각

0,20,40wt%로 혼합하고,콜라겐 나노 이버를 결합한 세포담체를 제작하 다.세포

담체의 β-TCP혼합량이 증가할수록 세포담체의 친수성 기계 강도,표면 특성,골

조직의 증식 분화의 향상되었다.이는 β-TCP의 우수한 생체 합성 친수성,골

도 (osteoconduction)특성 등에 기인한 것으로 단된다. 한,콜라겐 나노 이버

를 세포담체 내부의 공극에 결합함으로서 수분 흡수율 더 높은 조골세포의 증식률

이 향상되었음을 확인하 다.β-TCP와 콜라겐 나노 이버가 결합된 세포담체는 보다

다양한 재료와 공정을 융합함에 따라,골 조직 재생을 한 최 화된 세포담체로의 연

구가 가능하리라 사료된다.
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Fig.1 Schematicoffabricationprocessesforproducingcompositescaffoldsand

hierarchicalscaffoldsthatconsistofPCL,β-TCPparticles,andelectrospuncollagen

nanofibers.
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Fig.2 (a)Diameterdifferencesofstrutsforvariousweightpercentsofβ-TCP

andnozzlespeeds.(b)TypicalSEM imageofacrosssectionofPCL/β-TCP(40

wt%).(c)Ca
2+
content(%)atvariouspositionsinastrut(PCL/β-TCP40wt%).

NSindicatesnonsignificance.
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Fig.3 Opticalandscanningelectronmicroscopeimagesof(a)aPCL scaffold

fabricatedusinganormalplottingsystem (thelowerpictureshowsthesideofthe

scaffold),(b)thecompositescaffold(P/T-40%)consistingofPCLand40wt% β

-TCP,and (c)the hierarchicalcomposite scaffold (P/T-40%/C;the magnified

picturesshow collagenfibersbetweenthePCL/TCP compositestruts).(d)Size

distribution ofelectrospun collagen fibers in the hierarchicalscaffold.(e)The

pore-sizedistributionconsistedofcollagenfiberswithintheporesofthescaffold.
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Fig.4 SEM imagesof(a)aPCL scaffoldfabricatedusing themelt-plotting

system and(b)surfaceand(c)crosssectionofastrut;(d-f)acompositescaffold

(PCLand20wt% -TCP);(g-i)acompositescaffoldconsistingofPCLand40wt

% β-TCP;(j-l)ahierarchicalcompositescaffold with collagen nanofibers(the

magnifiedporeshowsthecollagennanofiberssetbetweenstruts).
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Fig.5 X-raydiffraction(XRD)patternsofthepurePCLandPCLcompositesfor

variousweightpercentsofβ-TCP:(a)purePCL,(b)PCL/TCP (20wt%),(c)

PCL/TCP(40wt%),and(d)pureTCP.
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Fig.6 FT-IRspectraofcollagennanofibersofthehierarchicalcompositescaffold

beforeandaftercross-linkingwithEDCsolution.
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Fig.7 WaterabsorptionofpurePCLandPCL/β-TCP(P/T)compositescaffolds

withandwithoutcollagennanofibers.NSindicatesnonsignificance.
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Fig.8 WCA ofthePCL,composites(P/T),andhierarchicalcompositescaffolds

(P/T/C).(a-f)Waterdropletsattwotimepoints(1sand5min)forvarious

scaffolds.(g)ComparisonsoftheWCAsofthevariousscaffolds.
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Fig.9 ComparisonofYoung’'smodulusbetweenPCLandcompositescaffolds(n

=5).
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Table1 ComparisonofYoung’'smodulusbetweenPCLandcompositescaffolds

(n=5).
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Fig.10 SEM micrographsofMG-63cellsculturedon(a)apurePCLscaffold,

(b)hierarchicalPCL scaffoldwithcollagenfibers,(c-e)PCL/β-TCP (40wt%),

and(f-h)ahierarchicalcompositescaffoldconsistingofPCL/β-TCP (40wt%)

andcollagennanofibersafter7daysofcellculture.(i,j)EDX imagesforthe

hierarchicalscaffoldswithoutandwithTCP.
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제3장 실험 방법

제2 PCL/β-TCP/phlorotannin세포담체 제작

1.서 론

해조류는 풍부한 다당류를 함유하며,다양한 미네랄과 비타민이 풍부하게 함유되어

있다.어떤 특정 성분에서는 항균,항산화,항바이러스,항암활성을 비롯하여 동맥경화,

심근경색,고 압, 십증,뇌졸증 등의 성인병 방에 효과 이라는 연구가 보고된바

있다.
1-4
이 ,감태 (eckloniacava)의 polyphenol인 phlorotannin은 식품으로서 뿐만 아

니라 항산화성,항암성,항고 압성 등 여러가지 기능성들이 밝 짐으로써 새로운 바이

오소재로 충분한 가치가 있다.
5-9

감태 추출물인 Phlorotannin은 phloroglucinol을 기본 구성단 로 하는 폴리페놀화합

물로서,생리활성에 한 연구로는 생성 해활성,항산화활성,심 보호효과,

항 바이러스활성 등이 향상되었으며,
10-12

ALP (Alkaline phosphatase),콜라겐,

mineralization을 증가시킴으로써 osteoblast의 분화를 진시킨다고 보고되고 있다.
13,14

따라서,본 연구에서는 골 조직 재생을 한 쾌속조형 (SFF시스템의 일종)시스템과

코 공정을 융합하 다.

이에 따라,향상된 골세포 증식/분화, 한 기공 크기와 공극률,기계 강도가 향

상된 상호연결 구조의 PCL/β-TCP phlorotannin이 코 된 3차원 세포담체를 제작

하 다.각각의 PCL/β-TCP혼합비는 80:20(wt%)으로 동일하고,phlorotannin의

다양한 조성비 (1,3,5wt%)에 따른,세포담체 내/외부에서의 친수성 등의 표면 특

성 MG-63(osteoblast-likecells)의 생리활성 향을 확인하 다.
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2.실험

2-1재료

Phlorotannin (감태 추출물,EckloniacavaKjellman,제주도)과 Sigma-aldrich

(U.S.A)사의 PCL(Mw =60000,density=1.135g/cm
3),Fluka(U.S.A)사의 β-TCP

(density=3.14g/cm
3
) 우더 제품을 사용하 으며,β-TCP의 시료 크기는 100nm∼

200nm 로 측정되었다.

2-2방법

세포담체 제작. 3차원 세포담체를 제작하기 해,용융 로 시스템이 결합된 3축

로 시스템과 코 공정을 한 침 법 (soakingmethod)을 융합하 다.PCL과 β

-TCP를 동결 분쇄기 (freezer-mill)를 이용하여,혼합비 (β-TCP=20wt%)에 따

라 재료를 우더형태로 제작하 다.이후,3축 로 시스템의 용융 실린더에 주입하

고,노즐 직경 크기 350㎛,용융 온도 115°C,압력 (pneumaticpressure)600kPa로

압출하며,다시 한 번 동결 분쇄기를 이용하여 우더 형태로 제작하 다.

이는 PCL과 β-TCP가 고르게 혼합되어 strut에 균일하게 결합되도록 하는 공정이

다.
14

비된 PCL/β-TCP 우더를 3축 쾌속조형 시스템의 용융 실린더에 주입하고,

최 화된 공정 조건에 따른 3차원 형태의 다공성 세포담체를 제작하 다.제작된 세포

담체는 EtOH과 phlorotannin용액 (solution)에 침 법을 통한 phlorotannin코 공

정을 이용하 다.
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세포담체 특성. 제작된 세포담체는 학 미경 (ModelBX FM-32;Olympus,

Tokyo,Japan)과 주사 자 미경 (SEM,Sirion,Hillsboro,OR,USA)을 이용하여

찰하 다. 한, 세포담체 내/외부에 증식된 세포의 칼슘 (calcium) 과 인

(phosphate)원소에 한 정성분석을 해서 EDS (Energydispersivespectroscopy)

측정이 이루어졌다.

PCL struts내부에 결합된 β-TCP의 정량/성 분석을 해 WAXD (Wide-angle

X-raydiffractometry)를 이용,단색화 (graphitemonochromator)한 입형 X선 튜

(sealed-tube)를 통해,평행 복사CuKα (1.542Å),40kV,200mA로 회 분석기

(ModelD/Max-2500,18kW;Rigaku,Tokyo,Japan)를 사용하여 측정이 이루어졌다.

이와 더불어,열천칭 (thermobalance)에 의한 열 량 분석으로,제작된 세포담체를 승

온에 따른 량변화를 측정하여 실질 인 정량분석을 실시하 다.분석을 해 TGA

(modelTGA2050,TA-Instrument,USA)장치를 사용하 고,샘 질량 10m,가열

온도범 50∼800℃ ,20℃/min승온 속도로 측정하 다.

Strut에 코 된 Phlorotannin의 화학 분자구조 변화를 확인하기 하여,FTIR

(Fourier-transform infrared)(model6700;Nicolet,WestPoint,PA,USA)분석이 행

해졌다.IR스펙트라는 400∼4000cm
-1
역에서 평균 30scan,8cm

-1
변화 주기로,동

일 조건하에서 측정 비교하 다.Phlorotannin코 에 의한 3차원 형태의 strut표면

거칠기 (roughness) 변화를 확인하기 해서, 상 간섭법 (phase shifting

interferometry)을 이용한 표면의 외곽과 거침을 측정하는 비 식 (noncontact) 학

기술인 거칠기 측정기기 (modelNonoview-m4151p,SouthKorea)로 분석이 이루어

졌다.

수분 흡수율 (wateruptake)은 각각의 제작된 세포담체를 증류수 1㎖가 담긴 페트

리 시 (petridish,25×25×10mm)안에 침 (soaking)한 후,2시간 후의 무
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게 량을 측정하여 계산하 다.




×  

수분 흡수율 측정방식은 X,Y,Li의 실험방법을 참조하 다.
32
Wo는 증류수에 넣기

인 기의 세포담체 무게 량이며,W2h는 증류수에 침 시키고 2시간 뒤의 수분 흡수

된 세포담체 무게 량이다.Phlorotannin코 함량에 따른 세포담체의 기계 강도

(mechanicalproperties)를 측정하기 해 건조된 세포담체를 인장모드 (tensilemode)

를 이용하여 측정하 다.

각각의 제작된 세포담체는 자측경기 (digitalcalipermicrometer,modelUltracal

III;sylvac,Bem,switzerland)를 이용하여 5mm ×15mm ×3mm 의 동일한 크기

의 직사각형 형태로 잘라냈다.분석에 사용된 장비는 UTM (modelTop-tech2000;

Chemilab,Suwon,SouthKorea)기기이며,인장속도 (stretchingspeed)2.0mm/s의

인장하 을 가하여 세포담체의 응력-변형률 곡선 (stress-strain-curve)을 측정하 다.

한,세포담체의 공극률 계산식은 다음과 같다.

 



     

    × 

apparentdensity는 (실제 세포담체 무게)/(사각형태의 세포담체 체 )으로 계산하

다.

세포담체의 세포 배양 실험. 본 연구에서 제작된 세포담체 내/외부에서의 세포 성장

을 확인하기 해 세포 배양 실험을 수행하 다.6mm ×6mm ×1.5mm 크기의 세
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포담체를 70% 알코올에 침 후,자외선 (ultravioletlight)에서 멸균 처리하 다.실

험에 사용된 세포는 osteoblast-likecells(MG-63;ATCC,Manassas,VA,USA)이

다.충분한 세포 수를 확보하기 해 5 계 배양한 세포를 사용하 고,시편당 1×

105cells을 종 (seeding)하 다.

배양액은 10% 의 소태아 청 (fetalbovineserum,Hyclone)과 1%의 항생제

(penicillin,Hyclone)/스트렙토마이신 (streptomycin,Hyclone)가 포함된 DMEM-HG

(Dulbecco’smodifiedEagle’smedium;Hyclone,Logan,UT,USA)을 사용하 으며,

37℃,5% CO2인큐베이터에서 7일간 배양하 다. 한,2일마다 배지 (medium)를

교체해주었다.이후,osteoblast-likecells이 배양된 세포담체는 2.5% 루타르알데히

드 (glutaraldehyde)를 이용하여 세포를 고정하 고 탈수과정 백 코 처리 후,

주사 자 미경을 이용하여 찰하 다.

생세포 (viablecells)는 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide]분석 (CellProliferationKitI;BoehringerMannheim,Mannheim,Germany)

을 이용하여 정량분석이 이루어졌다.MTT 분석 (yellow tetrazolium saltMTT)은

생세포에서 물에 녹지 않는 포르마잔 결정 (formazancrystal)으로 환원되는데,이 포

르마잔을 DMSO로 녹여서 생성된 결정의 양을 분 학 인 방법으로 측정하게 된다.

분석을 해 분 학기 (microplate reader,modelEL800,Bio-Tek Instruments,

Winooski,VT,U.S.A)를 이용하 으며,570nm에서 흡 도를 측정하 다.(n=5)

통계 분석. 모든 데이터는 표 편차 (가 나타난다.각 실험의 통계 분석은 분산분

석 (ANOVA)에 따라 측정되었으며,유의수 (significancelevel)은 ρ <0.05로 설

정되었다.
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3.결과

세포담체 제작. 마이크로 크기의 PCL/β-TCPstrut직경은,이 연구에서 용융-

로터 노즐의 이동속도 조 에 따라 세 하고 다양한 두께로의 제작이 가능하 다.

합성 고분자 물질을 용융시키는 바이오 로 시스템은 strut직경 크기가 아주 주요

한 공정 변수가 된다.Strut크기에 따라 기공 크기가 정해지며,노즐 (nozzle)을 통해

압출된 액체 상태의 고분자물질이 노즐 (nozzletip)에서 swelling 상이 생기기

때문이다.이 밖에도,노즐 의 직경 크기와 PCL과 β-TCP의 함량에 따라서

die-swelling 상 차이가 발생한다.

일반 으로,PCL과 β-TCP를 혼합하여 압출할 경우,β-TCP의 함량이 높아질수록

swelling이 커지며 노즐의 직경이 작을수록 노즐 막힘 상이 나타나기도 한다.따라

서,바이오 로터 노즐의 이동속도,용융 온도,재료의 혼합 상태 함량,압출 압력

등 최 화된 공정 조건이 요구된다.15-18이에 따라,strut과 기공의 크기를 각각 약 300

㎛로 제작하기 해 용융온도 115±4°C,노즐 직경 350㎛,압출 압력 550±25

kPa,노즐 속도 0.23mm/s의 공정조건을 확립하 다.

본 연구에서의 세포담체는 Fig.1(a)와 같이 PCL/β-TCP(20wt%)의 재료 혼합

비를 갖는다.제작된 세포담체는 각각 phlorotannin(1,3,5wt%)과 EtOH이 혼합된

솔루션에 1시간 침 코 한 후,cleanbench내에서 24시간 자연건조 하 다.Fig.2

(a)는 제작된 세포담체의 실제 모습이며,phlorotannin의 함량이 증가함에 따라 차

검갈색으로 색이 짙어졌음을 확인하 다.phlorotannin함량에 따라 약간의 차이가 있

었지만,비교 일정한 약 54%의 공극률과 300㎛의 strut 기공 크기를 보 다

(Table1).phlorotannin이 균일하게 코 되어 있음을 확인하기 해 SEM 통해 찰하

다.Fig.3(b)와 같이 세포담체 표면에 phlorotannin이 균일하게 코 되어 있음을 확

인할 수 있었다.
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Fig4.는 PCL,β-TCP,phlorotannin,PT/Phlorotannin세포담체의 XRD패턴을 나타

낸다.PCL은 2θ의 21.4°와 23.8° 역에서 장의 변화가 가장 크다.이는 사방정계

단 포 (orthorhombicunitcell) 라미터를 갖는 polyethylene-like결정구조 면에서의

반사 (110,200)가 이루어졌음을 의미한다.19제작된 세포담체의 경우,2θ의 32.5° 역

에서 큰 장 변화를 갖는 β-TCP와 PCL의 peak가 모두 나타남에 따라,PCL과 β

-TCP가 서로 잘 결합되어 있음을 확인할 수 있었다.하지만,순수 phlorotannin의 경

우 결정성 물질이 아닌 무정형 물질이기 때문에 intensity의 변화는 나타나지 않았다.

TGA 분석 (Thermogravimetricanalysis). Phlorotannin함량 변화에 따라 제작된

세포담체의 실질 인 정량 분석을 해 TGA가 이루어졌다.앞서 분석되었던 XRD의

결과처럼,phlorotannin의 intensity의 변화가 나타나지 않아 세포담체의 구성 물질에

한 혼합량 분석의 한계가 있었다.이에 따라,승온에 따른 시료의 질량변화

(changesinmass)를 온도의 함수로써 측정이 가능한 TGA를 이용하 으며,Fig.5는

각각의 시료 구성 물질들을 측정한 그래 이다.

그래 의 X-축은 가열온도를,Y-축은 무게율을 나타내는데,50에서부터 800℃ 범

로 측정하 다.Figs5.(c)∼(f)는 phlorotannin함량 변화에 따라 제작된 세포담체를

나타내며,phlorotannin의 코 함량이 증가되면 무게율도 비례하여 증가하 다.이는

세포담체가 동일 함량의 PCL과 β-TCP로 구성되었지만,각각의 strut표면에 코 된

phlorotannin이 기인한 것으로 보인다.

표면 거칠기 분석. 일반 으로,세포담체의 표면 거칠기는 세포의 기부착 (initial

cellattachment)과 증식 (proliferation)에 큰 향을 미친다.Schmidt.연구 은 포토

리소그래피 (photolithography)공정을 이용한 나노 구조의 표면 (높이 =380±460

nm)을 제작하여 표면 거칠기 변화에 한 세포 거동을 찰한바 있다.
20
Wan.연구

에 의하면 매끄러운 poly(L-lacticacid(PLLA)와 polystyrene(PS)에 비해 PLLA
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/PS의 표면에 나노 (0.45㎛)와 마이크로 크기 (2.2㎛)의 표면 패턴 거칠기가 있

는 시료에서 osteoblastlike-cells 착 (adhesion)이 향상되었다고 보고하 다.
21

Fig.6는 제작된 세포담체 strut에 한 3차원 표면 거칠기를 나타내며,그래 f(y)

는 y-축에 한 z-축의 표면 거침을 보여 다.Table2.는 strut표면의 거칠기를 Ra

(평균 거칠기)와 Rt(최 거칠기)로 나타낸 결과로써,

  

    and     

L은 y-축의 길이를,f(y)는 곡선의 거칠기,RH와 RL는 각각 거칠기 곡선의 zero 에

서부터 가장 높은 peak와 가장 낮은 peak간의 거리를 나타낸다.Fig6.와 같이 비교

높은 함량으로 phlorotannin이 코 된 세포담체 일수록,표면 거칠기가 미소하게 낮

아지는 경향을 보 지만,phlorotannin코 함량이 표면 거칠기에 미치는 향이 크게

나타나진 않음을 확인하 다.

FT-IR분석. phlorotannin의 함량을 알아보기 해 FT-IR분석을 이용해 각각의 시

료들을 동일 조건하에서 측정 비교하 다.Phlorotannin은 주로 방향족 구조 (1700

cm
-1
∼1500cm

-1
)로 이루어져 있다고 알려져 있다.물질들의 작용기에 따른 고유 진동

장은 다양한 역에서 나타나지만,Fig7.과 같이,(a)phlorotannin은 방향족 이 결

합 장인 1612cm
-1
에서,(e)PCL은 1722cm

-1
장을 비교하 다.Phlorotannin과

PCL이 결합된 Fig.7(b)∼(d)세포담체 장처럼,phlorotannin함유량이 증가함에 따

라,phlorotannin고유 진동 장의 증가가 찰되었다.이에 따라,phlorotannin을 코

한 각각의 세포담체는,코 함량에 따라 intensity의 일정한 감소/증가 결과가 측정되

었으므로 phlorotannin함량 변화에 따른 제작이 잘 이루어진 것으로 단하 다.
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Wettability분석. 조직공학에서 수분 흡수 (water-absorption)는 세포담체의 필수

요구조건이다.세포담체 내부에서의 류 유동과 세포들에게 필요한 양분 사물

질들의 원활한 공 에 향을 미치는 주요 요소이기 때문이다.
4
Fig.8은 phlorotannin

코 함량 변화에 따라 제작된 세포담체 에 5㎕량의 물을 떨어트린 후,물이 흡수

되는 순간 인 확산 모습을 보여 다.PT 세포담체에 비해 phlorotannin이 코 된 세

포담체에서 높은 수분 흡수력을 확인할 수 있었다.이는 세포담체 표면에 강한 친수성

특성을 지닌 phlorotannin이 코 이 되어 수분흡수성이 증가된 것으로 보인다.

phlorotannin이 코 된 세포담체가 PT에 비해 수분흡수율이 20∼22% 더 증가되었다.

phlorotannin코 함량에 따라서는 비슷한 양상을 보 으며,이와 같은 분석 결과로,

PT/Phlorotannin세포담체는 세포 배양 실험시 세포의 기 부착이 더 향상될 것으로

상된다.

기계 강도 분석. 세포담체는 조직 재생에 있어서 외부 응력에 따라,그에 응하는

기계 강도를 형성할 수 있어야 한다.
22,23 β-TCP를 비롯한 바이오세라믹스는 우수한

골 도 특성으로 인해 골 조직 재생 분야에 활발히 사용되는 물질이다.하지만,실제

와 비교하여 낮은 취성 등 물성의 결 이 있다.마찬가지로,phlorotannin은 우수한

골 분화 특성을 지니지만 자체만으로는 낮은 기계 특성의 한계가 있다.

이에 따라,본 연구에서는 높은 기계 강도를 특성을 지닌 PCL을 혼합하여 각각의

결 을 보완한 PCL/β-TCP/phlorotannin 세포담체를 제작하 다. Fig. 9 (a)는

phlorotannin의 코 량에 따라 제작된 세포담체에 인장속도 2.0mm/s의 인장하 을

가하여,탄성계수 (Young’smodulus)로 나타낸 그래 이다.Fig.9(b)는 각각의 세포

담체에 한 응력-변형률 곡선 (Stress-strainCurves)그래 를 나타낸다.세포담체의

기계 강도는 phlorotannin의 코 함량에 따라 변화의 차이를 확인할 수 없었다.이

는 각각의 strut내부에 결합 되어있는 PCL과 β-TCP의 함량이 일정하고 (β-TCP:

20wt%),strut표면에 코 된 phlorotannin의 함량이 미량이기 때문에 거의 비슷한
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값으로 나타난 것으로 보인다.

세포실험(invitro).Fig.10은 MTT-assay분석을 통해,phlorotannin함량 변화에 따

라 제작된 세포담체 (n=5)내/외부에서 생존 (viability)한 osteoblast-like cells

(MG-63)을 찰하 다.Phlorotannin의 함량이 더 높게 코 된 세포담체일수록 세포

의 기 착률이 증가함을 확인하 고,1,3,7일간 세포 배양한 결과와 같이

phlorotannin의 함량이 높아졌다. 기 세포부착률 증가됨에 따라 세포담체 내/외부로

세포의 증식도 향상되었음을 확인하 다.

세포지지체 상에서 인공지지체 상에서 세포의 부착여부를 확인하기 한 자주사

미경과 EDS 측정 결과를 Fig.11에 나타내었다.조골세포를 7일간 배양한 결과

phlorotannin의 함량이 증가될수록 세포담체 내외부로 세포의 증식이 향상되었고,EDS

측정결과 Phlorotannin이 더 높게 코 되어 있는 세포담체에서 칼슘 (calcium)과 인

(phosphate)이온의 장이 더 높은 것으로 찰되었으며,조골세포의 분화도가 보다

향상된 것으로 사료된다.
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4.결론

본 연구에서는 쾌속조형 시스템과 코 공정을 이용하여 54%의 공극률과 약 300㎛

의 균일한 공극 구조를 갖는 PCL/β-TCP/phlorotannin세포담체를 제작하 다.제작된

세포담체는 phlorotannin이 코 됨에 따라,친수성 성질이 향상되었고,조골세포의

기 세포부착과 증식이 증가되었다.β-TCP와 phlorotannin이 결합된 세포담체는 보다

다양한 재료와 공정을 융합함에 따라,골 조직 재생을 한 최 화된 세포담체로의 연

구가 가능하리라 사료된다.
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Fig.1 (a)Schematicrepresentationofthefabricationprocessesforproducing

compositesand(b)hypotheticalbiologicaleffectofCa
2+
onphlorotannin(Ph)coated

onacompositestrut.
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Fig. 2 Optical microscope images of (a) PCL/β-TCP (PT),(b) PCL/β

-TCP/phlorotannin (1 wt%) (PT/Ph-1),(c) PCL/β-TCP/phlorotannin (3 wt%)

(PT/Ph-3) and (d) PCL/β-TCP/phlorotannin (5 wt%) (PT/Ph-5) composites

fabricatedusinganormalplottingsystem andcoatingprocess.Thebrowncolour

indicatesphlorotannin.
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Table 1 Porosity and tensilemodulusofvariouscompositesand hierarchical

scaffoldsataconstantstretchingspeedof2mm/s.
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Fig.3 SEM imagesof(a)aPT compositeand(b)PT/Ph-5compositecoated

withphlorotanninsolution.
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Fig.4 X-Ray diffraction (XRD)patternsfor(a)PT/Ph-1,(b)PT/Ph-3,(c)

PT/Ph-5,(d)purePCL,(e)β-TCPand(f)phlorotannin.
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Fig.5 Thermogravimetricanalysisof(a)β-TCP,(b)phlorotannin,(c)PT/Ph-5,

(d)PT/Ph-3,(e)PT/Ph-1,(f)PT,and(g)purePCL.Theplotontherightshows

amagnifiedregionoftheleftplot.
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Fig.6 Three-dimensionaltopographyofthestrutsurfacesof(a)PT and(b)

PT/Ph-5composites.
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Table2 Roughnessdata(RaandRt)forthescaffolds.(n=6)
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Fig.7 FT-IR spectraof(a)phlorotannin,(b)PT/Ph-5composite,(c)PT/Ph-3

composite,(d)PT/Ph-1composite,and(e)purePCL.Thespectradisplayedonthe

rightsideshow amagnifiedareaoftheIRspectraontheleft.
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Fig.8 Transientabsorptionimagesofonedroplet(5㎕)ofwaterthroughthe

cross-sectionfor(a)PT and(β–TCP)PT/Phcomposites.Thegraphontheright

showsacomparisonofwaterabsorptionafter2hforthevariouscomposites(n=

5).
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Fig.9 (a)Stress(σ)–strain(3)curvesforthecomposites.(b)Comparisonof

elasticmoduliforPTandPT/Phcomposites(n=5).NSindicatesnonsignificant.



- 87 -

 

Table3 TensileModulusforthescaffoldsataConstantStretchingSpeedof2

mm/s.
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Fig.10 (a)After1dayofcellculture,initialcellviabilitybyMTT assayof

MG-63cellsseededonvariouscomposites.(b)Thepercentofattachedcellsonthe

compositescaffoldsafter1day.(c)Cellviability(1,3and7days)byMTT assay

(n=5).
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Fig.11 SEM micrographsofMG-63cellsculturedon(aandc)PT and(band

d)PT/Ph-5compositefor7days;(aandb)surfaceview and(candd)

cross-sectionalview ofthecomposites.(eandf)EDSresultsofPT andPT/Ph-5

compositesfrom thecellsurfaces,respectively.
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제3장 실험 방법

제3 세포담체의 라즈마 처리

1.서 론

조직공학에서의 생체재료는 친수성 생체 합성,생분해성,내부연결구조가 잘 이

루어져 기공성이 좋아야한다.1,2합성 고분자를 이용해 만들어진 3차원 세포담체의 경

우 우수한 기계 강도와 분해속도 제어의 장 이 있지만 세포담체의 친수성이 낮고

기의 세포 착 증식이 천연 고분자 세포담체에 비해 낮다는 단 이 있다.따라

서 최근에는 이러한 문제 을 해결하기 해 화학 으로 표면을 개질 시키거나 라즈

마를 처리하여 친수성을 높이는 방법이 연구되고 있다.3-5

라즈마 처리는 고분자 표면에 극성을 띠게 하여 표면 에 지를 높이는 효과가 있

으며,그 결과 고분자의 표면 에 지를 증가시킬 뿐만 아니라 표면의 거칠기를 다소

증가시켜 세포 부착에 유리한 구조로 개질시킨다.6-8조직공학 기법을 이용하여 골 조

직을 재생시키는 목 은 손실 부 에 한 골 조직을 체 는 회복시키기 해 본래

의 조직과 같은 상태로 만드는 것이다.즉, 조직을 재생시키기 해서는 세포담체

내/외부에 조골세포가 잘 부착하여 증식하고 분열 할 수 있도록 도와주어야 하는데,

이때 표면을 친수성의 특성 등을 갖도록 라즈마를 이용해 개질화하여 조직 생성

을 진 시키고자 한다.
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2.실험

2-1재료

세포담체 제작용 소재는 Sigma-Aldrich(U.S.A)사의 PCL(Mw =60000,density=

1.135g/cm
3
)이며, 라즈마 시스템은 라즈마 헤드 (Linetype,220~240V),고 압

발생장치 (ATMO-02,Femtoscience,Korea)로 구성되어 있으며,N2 순수 (99.999%)

를 사용하 다.가스의 유량을 조 측정하기 해 gasflow controller(RMA-25-

SSV& RMB-53D-SSV,Dwyer)를 이용하 다 (Fig.1).

2-2방법

플라즈마 처리. 기압 라즈마 표면 방 처리는 라즈마 헤드와 세포담체의 표면과

의 거리를 10∼20mm의 간격으로 배치하 다.방 처리를 하여 DCpulse 형을

고 압 발생장치를 사용하여 인가하 고, 압과 주 수,듀티는 각각 5.5kV,20kHz,

20% 다. 라즈마 방 가스로 질소가스를 사용하 으며,가스의 유량은 40LPM이었

다.세포담체의 라즈마 처리 시간은 30 로 하 다.

친수성 분석 (Water absorption). 표면 친수성 증가 확인을 하여 세포담체의 상방

에서 증류수 10μL를 떨어뜨렸다.시편의 측방에서 부착된 마크로 즈 (EF100mm

1:2.8USM,Canon,Japan)를 디지털 카메라 (500D,Canon,Japan)로 촬 하여 시편

의 표면에 떨어진 수분의 침투 모습을 확인하 다.
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3.결과

쾌속조형 공정을 통해 제작된 세포담체는 친수성 향상을 통한 세포친화성을 높이기

해 라즈마 처리를 하 다. 라즈마 헤드와 세포담체의 표면과의 거리가 10mm 이

상일 경우에는, 라즈마 방 시 세포담체의 표면과의 거리가 무 멀었기 때문에

각의 정도가 차이가 없었다.따라서 Fig.2와 같이 라즈마 헤드와 세포담체 표면과

의 거리를 10mm로 고정하여 방 처리 하 으며, 라즈마 처리로 인한 세포담체의

표면 친수성 증가 확인을 하여 수분 각 (watercontactangle)을 측정하 다

(Fig.3).

라즈마 처리를 하지 않은 세포담체는 물방울이 세포담체 표면에 둥근 형태로 맺

있는 반면, 라즈마 방 처리한 세포담체의 경우는 표면에 물방울을 떨어뜨림과 동

시에 표면으로 스며들어 가는 것을 확인할 수 있다. 각 사진을 통한 라즈마 처

리 효과는 소수성 특성의 PCL세포담체의 표면을 친수성을 갖도록 하여 세포의 기

부착에 유리한 표면 구조로 개질되었음을 확인하 다.
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4.결론

골조직의 재생을 한 세포담체 제작기법 제작 분야는 다양한 연구가 진행되고

있으며,질병이나 기타 상처가 발생하 을 때 어떠한 방식으로 손상된 조직의 기능,형

태 치료,재생시킬 것인지에 한 연구가 진행되고 있으며 한 많은 발 을 하고

있다.이러한 세포담체는 세포 배양 상태에서 성장한 세포를 이식하여 조직을 재생시

키고 기 의 기능을 회복시키는 목 이기 때문에 어떠한 형태로든 인체와 이 이루

어져 인체 주변 조직과의 반응형태에 따라 이식후 면역반응을 일으키지 않으면서 이식

부의 골조직 세포가 세포담체에 착되고 증식되는 생물학 특성이 요구된다.

본 연구는 기존의 3차원 세포담체의 문제 하나로서,매끄러운 표면으로 인한 낮

은 수분 흡수율 침투율을 극복하여 생물학 특성을 향상시키기 함으로써 라즈

마 공정을 응용하여 세포담체의 기 조골세포 부착률을 향상 시키고자 하 다.따라

서 라즈마 처리에 따른 세포담체의 표면 개질화를 통해 일반 으로 세포가 더욱 빨

리 증식할 수 있도록 기 조골세포 부착률을 높일 수 있을 것으로 생각한다.쾌속조

형 공정 라즈마 공법을 통한 다양한 검증 분석 연구로,골조직 재생을 한

더욱 최 화된 세포담체를 제작할 수 있도록 연구를 진행할 정이다.
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Fig.1 Plasmatreatment& RP(rapidprototype)system
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Fig.2 Plasmatreatmentonfabricatedscaffolds
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Fig.3 Transientabsorptionimagesofonedroplet(5㎕)ofwaterthroughthe

cross-sectionfor(a)PCLand(b)PCL/Plasmascaffolds
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