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초록: 본 연구에서는 골형성 촉진인자의 고정화를 통하여 지속적인 자극이 가능한 생분해성 골조직공학용 지지체를            

개발하고자 3D 프린팅된 폴리글리콜산(PGA) 지지체에 bone morphogenetic protein-2(BMP-2)를 고정하여 성능을         

검증하였다. BMP-2 고정화는 UV 조사법을 이용하였으며, 개질여부는 ATR-FTIR 및 XPS를 통해 확인하였다. 지지체의            

구조, 가수분해 거동, in vitro 세포생존율을 분석하였으며, 골형성 조직공학용 지지체로서 BMP-2 방출거동, calcification            

성능을 평가하였다. In vivo 동물모델실험 및 조직학적 평가결과에서 BMP-2가 고정된 PGA 지지체는 대조군에 비             

하여 우수한 골조직 재생능을 보여주었으며, 골조직공학용 지지체로서의 활용이 기대된다.

Abstract: This study focused on immobilizing bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) onto a 3D-printed poly(glycolic 

acid) (PGA) scaffold to develop a biodegradable scaffold for continuous bone formation stimulation in bone tissue engi-

neering. BMP-2 immobilization was achieved using the UV irradiation method and confirmed through ATR-FTIR and 

XPS analyses. The scaffold's structure, hydrolytic degradation behavior, and in vitro cell viability were analyzed. Fur-

thermore, the BMP-2 release behavior and calcification performance of the scaffold were evaluated for osteogenic tissue 

engineering applications. Results from in vivo animal model experiments and histological analyses demonstrated that the 

BMP-2 immobilized PGA scaffold exhibited superior bone tissue regeneration ability compared to the control group. 

And, It suggests potential as a scaffold in bone tissue engineering.

Keywords: poly(glycolic acid), scaffold, bone morphogenetic protein-2, 3D printing, bone tissue engineering.

서  론

현대사회는 의학, 약학, 생명과학의 비약적인 발전으로 인      

간 수명이 늘어나면서, 노인 인구의 증가로 인한 심각한 문        

제들이 발생하고 있다. 인구의 고령화와 더불어 인간 수명의       

증가는 삶의 질에 대한 관심을 증가시키는 추세를 가속화하       

고 있다. 특히 골, 연골과 같은 경조직의 노화 또는 손상으로         

인한 이동성의 제약은 다른 요인에 비해 가장 심각한 삶의        

질 저하를 유발하는 요인으로 작용하고 있으며, 손상된 골조       

직의 대체 및 재생 촉진이 가능한 생체재료 개발이 지속적으    

로 수행되고 있다.1-4 뼈는 유·무기 복합체로 구성되어 있는    

단단하면서도 유연성을 나타내는 신체조직의 한 종류다. 특    

히 우리 몸에 있어, 골격 형성 외에도 신체의 주요 장기 보    

호, 지탱, 대사활동을 통한 무기질의 저장소 역할 및 신생 혈    

액을 공급해주는 등 여러 가지 기능을 한다.5 우리 몸은 성인    

기준 206개의 뼈로 이루어져 있으며 그것을 연결하는 연골    

(cartilage), 관절(joint articulation), 인대(ligament), 결합 및    

조혈 조직(connective and hematopoietic tissue)으로 구성되어    

골격을 형성하고 있다. 또한 뼈의 내부 구조는 90% 이상의 콜    

라겐 무기질과 골세포로 구성되어 있다. 골 조직이 손상을 입    

으면 골격의 발생과 성장의 재현으로 세포와 성장인자 그리고    

세포외기질의 복잡한 상호작용으로 인한 회복이 이루어진다.    
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골조직은 인체 내에서 발생하는 다양한 대사 작용에 관여하       

는 매우 복잡한 조직이며 골조직 재생에 관한 연구는 다른        

생체조직들에 비해 미진한 상황이다.

손상된 골 조직 대체 및 재생을 촉진하기 위한 방법으로는        

다양한 형태의 재료를 이식하는 방법이 있다. 이식되는 재료는       

생체적합성이 우수하여야 하며, 독성, 발암성, 알러지, 염증      

및 이물반응 등을 유발시키지 않아야 한다.5 골 이식재로 사        

용되는 재료로는 자가골(autograft), 동종골(allograft), 이종골    

(xenograft), 합성골(alloplastic material)로 분류할 수 있다. 자      

가골 이식은 환자의 한 부위로부터 다른 부위로 골을 이식하는        

방법으로 골 재생능과 면역학적 반응 면에서 가장 안정적인       

방법이기 때문에 다른 이식재와 비교했을 때, 뼈의 생성이 가        

장 활발히 일어날 수 있는 환경을 만들어 줄 수 있다. 하지          

만 자가골을 채취하는 과정에서 추가적인 2차 수술이 필요하       

다는 부담과 공급량이 제한적이라는 문제점이 발생된다. 위의      

제한점을 해결하기 위해 사후 기증자의 인체조직 또는 다른       

생존자 기증 인체 조직을 공신력이 있는 조직 은행에서 획득        

하여 이식하는 동종골과, 동물조직을 이식하는 이종골 이식      

방법이 도입되었으나, 흡수속도가 느리며 면역거부반응 유발과     

감염 등이 문제로 발생되었다. 반면 금속재료, 세라믹, 고분자       

재료 등을 이식하는 합성골 이식은 다양한 형태와 성분으로       

재료의 제조가 가능하고, 대량생산이 가능하며 경제적인 측      

면에서도 장점을 가지기 때문에 현재 합성골 이식재를 이용       

한 이식법이 널리 연구되고 있는 추세이다. 금속재료는 1829년       

H. Levert 박사가 금속재료를 골 이식용 재료로 이용한 연구를        

계기로 생체재료로 활용되기 시작했다.5 골 재생 치료법의 개       

발 초기에는 주로 금속 재료를 이용한 골 대체 기술이 이루         

어 졌지만, 부식, 독성 등의 단점이 발생되었기 때문에 생체        

적합성이 우수한 ceramic 소재에 관한 연구가 진행되었다. 세       

라믹 재료는 비금속 무기질 재료로서 다양한 조성을 가지며,       

기계적 특성과 생물학적 특성이 매우 우수하기 때문에 골 이        

식재로 널리 활용되고 있다. 기존에는 골조직의 화학적 특성과       

가장 유사한 수산화인회석에 관한 연구가 주로 이루어 졌지       

만 생분해성의 중요성이 대두되면서 생분해성이 높은 β-      

tricalcium phosphate(β-TCP)를 혼합한 세라믹 골지지체에 대     

한 연구가 활발히 진행되고 있다.6-14 이온결합과 공유결합으로      

이루어진 세라믹 재료는 기계적 강도가 높지만 이온결합이      

갖는 특성인 취성(brittless)이 매우 높아 충격에 약하기 때문에       

세라믹 재료만을 사용하면 하중을 받는 부위에 골대체제로      

적용하기 어렵다는 단점을 가진다. 고분자는 공유결합으로 연      

결된 긴 사슬로 이루어진 유기화합물로, 최종 제품으로 응용       

성 및 활용성 측면을 고려할 때 구성성분이 다양하고 물리화        

학적 개질이 용이하여 여러 가지 기능을 도입할 수 있고, 가         

격이 저렴하기 때문에 의료용 생체재료로 널리 활용되고 있는       

소재이다. 특히 생체 내 또는 자연 환경 하에서 스스로 분해         

되는 생분해성 고분자는 의료용을 목적으로 널리 사용되고      

있다. 생체재료로 활용되는 고분자는 크게 천연고분자와 합     

성고분자로 나눌 수 있다. 천연고분자는 식물, 동물, 또는 인     

간으로부터 유래되는 고분자로서 매우 우수한 생체적합성을     

가지고 있다. 따라서 천연 고분자로 제작된 재료는 생체에 이     

식 후 염증 반응이 적을 뿐만 아니라 뛰어난 생체 기능성과     

생분해성 등을 제공할 수 있어 이상적인 이식재로 평가받고     

있다.15-18 이식재로 사용되는 천연고분자의 예로는 chitosan,     

alginate, collagen, fibrin, hyaluronic acid 등이 있으며 높은     

bioactivity을 가지기 때문에 생체재료로 널리 활용되고 있다.     

대표적인 생분해성 합성고분자는 크게 lactic acid(LA), glycolic     

acid(GA), ε-caprolactone(CL)의 단량체를 가진 고분자로 나눌     

수 있으며 poly(glycolic aid) (PGA), poly(lactic acid) (PLA),     

poly(DL-lactic acid) (PDLA), poly(ε-caprolactone) (PCL)등이    

그 예에 해당 된다. 위 재료 중 PGA는 주사슬에 존재하는 에     

스테르 결합 때문에 가수분해를 통한 생분해가 진행 된다. 몸     

속에서 랜덤하게 가수 분해된 PGA 부산물은 무독성이며, 물     

과 이산화탄소로 배설되고 일부는 소변으로 배설된다. PGA     

고분자는 약 6-8주 기간 내에 유기체에 의해 완전히 재흡수     

된다. PGA는 결정의 분자사슬로써 평면 지그재그의 형태를     

갖는데 그 밀도가 1.605 g/cm3으로 고강도 고탄성률을 나타     

낸다. 또한 높은 결정성을 가지기 때문에 뼈 주위의 형태를     

유지 및 하중을 견딜 수 있는 강도를 가진다.9 PGA 고분자     

는 두개골 및 골절 시 고정용 재료로써 높은 장점을 갖기 때     

문에 너무 강한 기계적 특성을 갖는 금속재료가 성인 혹은     

성장기 어린이에게 시술시 변형을 일으킬 수 있는 단점을 보     

완할 수 있다. PGA는 높은 결정성을 가지기 때문에 뼈 주위     

의 형태를 유지 및 하중을 견딜 수 있는 강도를 가진다. 

생물학적 반응을 향상시키는 대표적인 표면처리 기법으로     

는 재료 위에 생리 활성 물질인 성장인자를 적용하는 방법이     

있다. 성장인자의 종류로는 섬유아세포 성장 인자(fibroblast     

growth factor), 상피 세포 성장 인자(epidermal growth factor),     

혈소판 유도 성장인자(platelet-derived growth factor), 인슐린     

유사 성장 인자(insulin-like growth factor), 골 형성 단백질     

(bone morphogenetic protein, BMP)등 다양한 종류가 존재 한     

다. 특히 BMP는 골과 연골의 형성과 재생을 유도하는 조절     

인자인 transforming growth factor-β(TGF-β) superfamily에    

속하는 복합기능의 성장인자이다.19-23 BMP는 동질 또는 이     

질의 두 개의 peptide chain이 7개의 disulfide bond로 dimer를     

형성하고 있으며, 이러한 dimerization이 골 유도에 필수적인     

역할을 하는 것으로 밝혀졌다. BMP는 중간엽 줄기세포로부     

터 골모세포로의 분화와 증식을 촉진하고 골기질의 생합성을     

도와 골 형성을 증진시키는 역할을 하며, 조골세포를 자극하     

여 alkaline phosphatase(ALP) 활성도를 증가시키고 콜라겐     

합성을 작용하는 가장 두드러지는 골 유도능을 가지는 성장     

인자이다. 현재 많은 연구를 통해 20종류 이상의 BMP가 발     

견되었지만, BMP-2는 가장 높은 골유도성을 지님과 동시에     
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 4, 2024
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재혈관화(re-vascularization)에도 영향을 미친다고 보고된다.   

Tsuji et al.의 연구에 따르면 BMP-2를 제외한 골재생을 진행        

시킨 마우스는, 손상된 골절의 완전한 회복을 보이지 않음을       

관찰함으로서, 다른 종류의 BMP가 BMP-2의 부족을 보완할      

수 있었지만 BMP-2의 골 재생 기능을 대체할 수는 없었다.22        

이는 BMP-2는 골절재생에 필수적인 성장인자임을 나타낸다.     

그러나 BMP-2를 재료에 적용함에 있어서 여러 가지 제한점       

을 가진다. BMP-2와 같은 성장인자는 복잡한 구조, 짧은 반        

감기, 환자의 치료부위로부터의 빠른 소멸 및 분해 등의 문        

제점(성장인자 burst release)으로 효과가 감소된다는 단점을     

가지기 때문이다. 성장인자들을 응용하기 위해서는 성장인자     

들의 안정성을 유지해야 하며, 이를 위한 연구가 활발히 진        

행되고 있다.23-51 성장인자의 안정성을 향상시키기 위한 방법      

에는 물리적 흡착법, 화학적 고정법 그리고 광 고정법이 그        

예이다. 흡착법은 가장 쉽게 널리 사용되고 있는 방법으로서       

단백질과 지지체 표면의 특성을 이용하여 물리적으로 흡착      

또는 약한 이온결합을 통해 고정화하는 방법을 말한다. 이 방        

법은 성장인자의 conformation의 변화나 활성부위의 파괴 등      

이 심하게 일어나지 않기 때문에 흡착도중 효소의 실활이 상        

대적으로 적다는 장점을 가진다. 하지만 가역반응이기 때문      

에 흡착시킨 성장인자가 반응도중 쉽게 탈착될 수 있다는 단        

점을 가진다. 화학적 고정화 방법은 관능기가 있는 지지체 표        

면에 성장인자의 관능기 즉, 아미노기, 카복실기, 티올기 및 방        

향족 하이드록실기 등과의 공유결합을 이용하여 고정화시키     

는 방법을 말한다. 일반적으로 지지체를 활성화시켜 반응성이      

높은 관능기로 만든 후에 성장인자를 온화한 수용액 조건에       

서 반응시켜 공유결합을 진행한다. 위 방법은 다양한 종류의       

지지체를 수식 후 사용가능하며, 안정된 결합을 할 수 있기        

때문에 오랜 기간 연구되었다. 하지만 화학적 고정법은 생체       

내에서 분해되는 과정에서 알데히드, 우레아 등의 세포에 독       

성을 나타낼 수 있는 물질이 생성된다는 문제점이 제기되어       

왔다. 이러한 기존의 고정화 방법들의 단점을 극복하기 위한       

방법으로 최근 광고정화 기술이 각광받고 있다. 광고정화 기       

술은 광 조사에 의해 발생한 라디칼들의 가교반응을 이용하       

며 특별한 가교제 및 작용기를 필요로 하지 않고 오직 빛에         

의한 라디칼 반응만이 일어나기 때문에 이전의 고정화 방법       

들과는 다른 차이를 가진다.24,46 따라서 이러한 광고정화 기       

술을 응용하여 성장인자를 고정시킨다면 치료부위의 높은 안      

정성, 지속적 효과 및 낮은 부작용 등의 장점을 가지고 이용         

할 수 있을 것이다. 가정의 식탁에서 자주 볼 수 있는 친숙          

한 어패류 중 하나인 홍합은 바다에서 바위, 수초, 이끼 등         

다양한 표면에 부착하여 서식하는 것으로 알려져 있다. 홍합       

의 접착은 단백질로 만들어진 족사라는 가느다란 섬유실에      

의해 매개된다고 알려져 있다. 족사는 가늘고 긴 섬유 끝에        

납작한 패드가 달려있고, 이 패드 부분이 다양한 표면에 부        

착하는 역할을 하게 된다. 홍합의 메커니즘을 밝히기 위하여       

족사 단백질의 종류 및 그 아미노산 서열이 오랫동안 연구되     

어 왔고, 그 결과 족사는 12 종류 이상의 단백질로 구성되어     

있으며 구성된 단백질의 아미노산 서열상의 특징은 3,4-     

dihydroxyphenyl-L-alanine(DOPA), 라이신이라는 변형된 아   

미노산이 풍부하다는 것이 밝혀졌다. 홍합의 접착능에 DOPA     

와 라이신이 중요한 역할을 한다는 것에 착안하여, DOPA의     

중요 작용기인 카테콜기와 라이신의 아민기를 동시에 가지는     

카테콜아민류가 연구되고 있다.25-50 대표적인 카테콜 아민기     

로는 도파민을 들 수 있는데 카테콜과 아민 작용기를 가지는     

도파민이 바다 속 환경과 동일한 염기성 pH 8.5의 수용액 상     

에서 다양한 표면에 코팅된다는 것이 발견되었다. 코팅하고     

자 하는 표면을 수용액에 담글 경우, 도파민이 수용액 상에     

서 산화반응을 통해 중합되어 폴리도파민을 형성하고 이는     

비특이적 표면개질법에 의해 표면에 간단히 코팅된다. 이런     

도파민 코팅은 소수성 표면을 간단히 친수성으로 개질할 수     

있기 때문에 주요 기술로 주목을 받아 왔다. 뿐만 아니라 표     

면에 코팅된 폴리도파민은 아민이나 티올 작용기와 공유결합     

을 형성할 수 있기 때문에 표면코팅 후 2차 표면개질이 가능     

하다.

조직공학은 손상된 조직의 대체 및 재생을 목표로 하는 학     

문이며, 특히 조직공학에서 가장 주목 받고 있는 분야는, 세     

포배양의 효율과 성능을 높여 조직과 유사한 장기를 구현 가     

능할 수 있도록 하는 조직공학용 지지체(scaffold)의 제작이     

다. 3D 프린팅 기술을 조직공학용 지지체 제작에 활용할 경     

우 다양한 생체 재료의 이용으로 세포활성을 높일 수 있기     

때문에 micro-environment 조절이 가능이 가능하여 관련 연     

구가 활발히 이루어지고 있는 추세이다.28-30 본 연구에서는 골     

조직공학적 응용을 위해 BMP-2가 고정화된 3D PGA 지지     

체를 제조하였다. 생체 적합성 3D PGA 지지체 제조를 위하     

여 3D 프린팅 기술을 이용하였다. 3D 프린팅 기술은 무작위     

로 결손이 일어난 골 조직에 맞춤형 3D 지지체 제작을 가능     

하게 하였다. 소수성을 가지는 PGA 지지체는 dopamine 코     

팅을 통해 친수성 도입 및 아민기와 공유결합을 형성하여 2     

차 표면개질이 가능한 광 가교 site를 부여하였다. 골 재생을     

향상시키기 위하여, 골형성 촉진인자인 BMP-2를 UV 조사법을     

이용하여 고정시켰다. 위 고정법을 이용하여 BMP-2가 burst     

release 없이 오랜 기간 지지체 표면에 고정되어 지속적인 골     

세포 자극을 통하여 골형성을 유도하는 것을 목표로 하였다.     

제조된 후 in vitro 실험을 통해 지지체의 독성여부 및 osteoblast     

의 분화능을 평가함으로써 제작된 지지체의 골조직공학적 응용     

가능성을 판단하였다. 

실  험

3D 프린팅 기술을 이용한 PGA 지지체의 제조. 폴리글리     

콜산(poly(glycolic acid), PGA, pellets, Mw 80000, Meta     
폴리머, 제48권 제4호, 2024년
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Biomed Co., Ltd., Korea) 지지체는 3D 프린터(SHOTMASTER      

200DS, Musashi Engineering, Inc., Japan)를 이용하여 제작하      

였다(Figure 1). 3D 프린터는 3 축 x-y-z 이동 스테이지, 디스         

펜서, 노즐, 온도 제어기 및 압력조절기 부분으로 구성하였다.       

지지체는 3D 디자인 프로그램(MuCAD®V, Musashi Engineering,     

Inc., Japan)을 이용하여 높이 1 mm, 지름 8 mm, pore length          

400 μm 그리고 strand 직경 200 μm 치수를 가지는 입체 격          

자 형태의 원판 모형으로 디자인하였다.

지지체의 제작방법으로는 3D 프린터와 연결되어 있는 시      

린지에 PGA 10 g을 투입 후, 240 ℃까지 온도를 가하여 재          

료를 용융하고 0.03 MPa의 공기압을 통하여 토출하며 앞서       

디자인된 지지체 치수에 따라 변수를 최적화하여 조형하였다.      

제조된 PGA 지지체와 디자인 간의 일치성을 확인하기 위하여       

scanning electron microscope(SEM, JSM-6380, JEOL Ltd.,     

Japan)를 이용하여 구조를 촬영한 후 image analysis program       

(i-SOLUTION, iMTechnology, Canada)으로 분석을 진행하였다.

폴리도파민이 코팅된 PGA 지지체 제조(PDA-PGA). 고     

결정성 고분자인 PGA를 이용하여 제작된 지지체는 표면의      

반응기가 적고 소수성이 높아 표면 젖음성이 낮다. 이와 같은        

이유로, 본 연구에서는 폴리도파민(dopamine hydrochloride,    

Mw 189.64, white powder, Trizma®base, Sigma-Aldrich, USA)      

코팅을 이용하여 표면 젖음성을 증가시켰다. 코팅된 폴리도      

파민의 카테콜기는 재료의 젖음성을 증가시킬 뿐만 아니라      

마이클첨가반응에 의한 공유결합을 형성시켜 아민작용기를    

가지는 azido기의 2차 표면개질 작용기로 도입되었다. 실험      

방법으로는 먼저, PGA 지지체가 도파민 수용액에 잘 침지될 수        

있도록 99% 에탄올 용액에 60초, 정제수에 3분간 넣어 용매        

교환을 실시하였다. 그 다음으로 바다 속 환경과 동일한 염        

기성 pH 8.5를 가지는 10 mM Tris-HCl buffer 용액을 이용하여         

2 mg/mL 농도의 도파민 용액을 제조하고, PGA 지지체를 침        

지 후, 암실환경을 유지해 주며 48시간 동안 상온에서 교반        

하여 표면개질을 진행하였다. 반응 완료된 지지체는 중성이      

될 때까지 정제수를 이용하여 세척한 후 상온에서 건조시켰다.

Azido group이 도입된 지지체 제조(Azido-PDA-PGA) 및     

광가교를 통한 BMP-2 고정 지지체 제조(BMP-2-PDA-PGA).     

단백질의 광 고정화를 위해서는 UV 반응성 작용기 도입이 필        

요하다. 본 연구에서는 UV 반응성 작용기로 널리 이용되며       

azido group을 가지고 있는 1,1-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-    

amine(Sigam-Aldrich, USA)을 도입하였다. 실험방법은 다음과    

같다. 먼저, 도파민이 코팅된 PDA-PGA 지지체를 pH 8.5를       

가지는 10 mM Tris-HCl buffer용액에 투입하였다. 그 후에,       

11-azido-3,6,9-trioxaunedcan-1-amine solution을 넣어 준 후    

암실환경을 유지하며 24시간 동안 상온에서 반응시켜 주었      

다. 반응시킨 azido solution의 양은 각각 30, 60, 90 μL로 결          

정하였고, attenuated total reflectance-Fourier transform infrared     

spectroscopy(ATR-FTIR, Vertex 80v, Bruker, USA)을 이용하여     

PDA-PGA 지지체에 도입되는 azido peak의 intensity를 비교     

하여 최종 azido solution의 양을 결정하였다.

그 후, Azido-PDA-PGA 지지체에 BMP-2(CHO cell derived,     

PeproTech Inc., Korea)를 UV 광반응을 이용하여 고정시켰다.     

실험방법으로는 희석된 BMP-2 solution(500 ng/mL)을 azido-     

PDA-PGA 지지체에 50 μL를 분사한 후 air-drying시켜준다.     

건조된 sample은 UV 경화기(SMCM-M1K1, SEMYUNG    

VACTRON Co., Ltd., Korea)를 이용하여 거리 10 cm 조건     

으로 광가교를 진행시켜 주었다. UV 조사 반응 시간은 25,     

35, 38 초로 결정하였고, ATR-FTIR을 이용하여 azido peak     

의 소실 여부를 판단하여 최적의 UV 조사시간을 결정하였다.

지지체의 형태 분석. 제작된 지지체의 외형과 치수를 분석     

하기 위해 SEM을 이용하여 분석하였다. SEM은 고배율 뿐     

아니라 10-100배의 저배율 관찰에도 사용할 수 있기 때문에     

시편의 표면 및 단면의 관찰에 유용하다. 시편의 표면 관찰     

전 180초 동안 SEM을 사용하여 백금 코팅을 진행하였으며,     

측정에 사용한 전압은 15 kV로 고정하여 분석을 진행하였다. 

지지체 표면의 화학적 조성 분석. 개질한 4가지 지지체의     

화학적 구조를 확인하기 위해 ATR-FTIR을 이용하여 지지체     

표면의 화학적 특성변화를 관찰하였다. ATR은 프리즘을 통     

해 입사된 적외선이 프리즘의 표면에서 반사가 일어남에 따     

라 프리즘에 밀착되어 있는 재료 표면의 다양한 화학결합의     

진동에너지와 일치하는 파장의 적외선 파장을 흡수한다. 분     

자의 작용기에 의한 특성적 스펙트럼을 비교적 쉽게 얻음으     

로써 재료 표면의 화학 조성에 대한 정보를 제공해준다. 따     

라서 ATR-FTIR은 재료의 극 표면에 대한 화학조성을 확인     

하는데 유용한 장비라 할 수 있다. 스캔 조건은 800-4000 cm-1     

의 스펙트럼 영역을 64회 조합하여 분석을 진행하였다.

지지체 표면의 원소 조성 분석. 재료 표면에 X-선을 입사     

하여 광전효과를 통해 방출되는 광전자의 운동에너지를 측정     

함으로써, 재료의 원소조성 및 화학적 결합상태를 분석할 수     

있다. 일정한 에너지를 가지는 X-선을 재료 표면에 조사하면     

재료로부터 광전자(photoelectron)들이 방출되는데 이 광전자    

들의 운동에너지를 측정하면 광전자를 재료로부터 방출하기     

위해 필요한 에너지인 binding energy를 알 수 있다. 본 연구     

에서는 PGA, PDA-PGA, Azido-PDA-PGA 그리고 BMP-2-     

PDA-PGA 지지체의 표면을 X-ray photoelectron spectroscope     

(Quantera, ULVAC-PHI, Japan)를 이용하여 survey scan을 하     

여 각 지지체 표면의 화학적 원소조성을 정량화 하였다.

BMP-2 정량 및 방출확인. 본 연구에서는 sandwich enzyme-     

linked immunosorbent assay(ELISA) 방법을 이용한 BMP-2     

Human ELISA Kit(Abcam®, UK)를 이용하여 제작한 지지체의     

BMP-2의 고정화를 확인하였다. 실험 방법은 BMP-2를 지지     

체 표면에 균일하게 분사하여 건조시킨 후, 1 mL 정제수를 이     

용하여 남아있는 BMP 수집하여 초기 접착량을 확인하였다. 그     

후에 고정을 진행시킨 BMP-2-PDA-PGA 지지체를 2 mL 정     
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 4, 2024
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제수에 흔들어 세척 후 완전히 고정되지 않은 BMP-2를 세        

정하고 최종 고정량을 측정하였다. BMP-2 antibody가 처리      

되어 있는 96 well plate에 100 μL sample 용액을 넣고 37 ℃           

조건에서 90분 동안 incubation 시켜준다. 다음은 1:100으로 희       

석시킨 biotinylated anti-BMP-2를 100 μL씩 투입해준 후      

37 ℃에서 한 시간 동안 incubation 시켜 준다. PBS를 이용하         

여 3회간 세척시켜 준 뒤 Avidin-Biotin-Peroxidase를 100 μL       

넣어주어 37 ℃ 조건에서 30분간 반응시켜 준다. PBS를 이        

용하여 2회 이상 세척한 뒤 90 μL Trimethoprim(TMP) 용액        

을 이용하여 색을 발현시킨 후 암실환경에서 37 ℃ 조건으로        

20분 동안 incubation 시켜준다. 마지막으로 TMP 종결 용액을       

100 μL 투입하여 반응을 종결시켜 준 뒤 ELISA reader(PHOmo,        

Autobio Labtec Instruments Co., Ltd., China)를 이용하여 450       

nm에서 흡광도를 측정하였다.

제작된 BMP-2-PDA-PGA 지지체로부터 방출되는 BMP-2    

양을 확인하기 위해 BMP-2 Human ELISA Kit를 사용하여       

평가하였다. BMP-2-PDA-PGA 지지체를 5 mL 정제수에서     

최대 28일 동안 37 ℃에서 천천히 shaking 시켜주었다. 방출은        

1, 3, 5, 7, 14, 21, 28 일의 간격으로 측정해 주었다. 각 일차            

에서 전체 상등액 2 mL를 수집하여 부착되지 않은 BMP-2        

양을 측정하여 방출 거동을 평가하였으며, 용액은 deep freezer       

에 보관하여 측정하였다. ELISA kit를 이용한 실험방법은 표       

면접착량 확인 실험과 동일하다.

In vitro 세포독성 평가. 제조한 지지체를 체내에서 사용하       

기 위해서는 세포의 viability 확인이 필요하다. 본 연구에서는       

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide) assay를 통해 시편에 대한 세포생존률을 평가 하였       

다. 실험 방법으로는 먼저 PGA, PDA-PGA, Azido-PDA-PGA      

를 15 mL conical tube에 투입하고 5 mL Dulbecco Modified         

Eagle’s Medium(DMEM, Welgene Inc. Korea)배지를 넣어     

24시간 동안 인큐베이터 안에서 용출시켜 준다. 동시에 96 well에        

Pre-osteoblasts(MC3T3-E1, mouse calvarias, American Type    

Culture Collection, USA)를 1×104 cells/well 농도로 파종해준      

후 24시간 배양시켜 안정화 과정을 거쳐준다. 24시간 후 표        

준 DMEM 배지와 용출시킨 샘플의 배지로 교환한 후 인큐        

베이터 안에서 24시간 동안 다시 배양시켜 준다. 배지를 제        

거한 후 암실환경에서 PBS(-)에 녹인 5 mg/mL MTT solution을        

50 μL 넣은 후 4시간 동안 배양시킨다. MTT solution을 제거         

한 후 100 μL 넣어 용해한 뒤 540 nm 파장에서의 흡광도를          

microplate reader(PHOmo, Autobio Labtec Instruments Co.,     

Ltd., China)로 측정하였다. 

Alizarin red staining. 제조한 지지체에 파종한 MC3T3-      

E1 세포의 칼슘, 무기질 침착 평가를 위해 세포 배양 후 7, 14,           

21일에 alizarin red 염색(alizarin red-S reagent, 3,4-dihydroxy-      

9,10-dioxo-2-anthracenesulfonic acid sodium salt, Sigma-Aldrich,    

USA)을 실시하였다. 정상적인 골조직에서는 세포외기질이 형     

성되는데, 이 세포외기질에서 석회화가 진행된다. 이런 석회     

화된 골 기질 형성 정도는 성숙한 조골세포의 활성 마커로     

알려져 있다. Alizarin red는 금속이온과 결합하는 킬레이트     

반응에 의해 alizarin red-칼슘을 형성하여 침착부를 붉게 염     

색한다. 

실험 방법으로는 제작한 PGA, BMP-2-PDA-PGA 지지체를     

24 well plate에 넣은 뒤 MC3T3-E1 5×104 cell/mL를 파종한     

다. 37 ℃, 5% CO2 조건에서 4시간 동안 배양시켜 초기 접     

착을 진행시켜준 후 배지를 넣어주어 7, 14, 21일 동안 배양     

시킨다. 세포가 분주된 각각의 지지체는 PBS를 이용하여 두 번     

세정 후에 3.7% formaldehyde로 20분 동안 4 ℃ 조건에서 고     

정하였다. 세포가 고정된 지지체는 pH 4.2로 조정된 40 mM     

alizarin red staining solution을 이용하여 30분간 37 ℃, CO2     

조건에서 incubation 시켜주었다. 30분 후 solution을 제거해     

준 뒤 정제수를 이용하여 조심스럽게 2번 세정하여 주었다.     

염색에 의한 칼슘 침착 정도의 정량 분석은 10% acetic acid를     

이용하여 탈착시켜준 후 96 well에 분주한 뒤 NaOH 수용액을     

투입하여 반응을 종결시키고 405 nm 파장에서의 흡광도를     

ELISA reader로 측정을 진행하였다. 

In vitro 가수분해 거동 분석. 손상된 골 조직은 재생되기     

까지 약 28주 이상의 시간이 필요로 하다. 제조한 지지체가     

골조직의 재생 전에 생분해되어 버리면 지지체로써의 역할을     

하지 못하게 되고, 골 재생이 완료되었지만 여전히 체내에 남     

아 있다면 염증반응을 유발하기 때문에 적절한 생분해 거동을     

가진 재료의 선택이 중요하다. 본 연구에서는 제작된 PGA     

지지체가 골재생에 적합한 재료인지를 알아보기 위하여 in     

vitro 가수분해 거동 평가를 진행하였다. 실험방법은 15 mL     

cornical tube에 무게가 측정된 지지체를 투입하고 5 mL     

phosphate buffered saline(PBS, pH 7.4) 용액을 주입해준다.     

Cornical tube를 shaking bath에 비스듬하게 고정한 뒤 37 ℃,     

40 rpm으로 설정하여 실험을 진행하였다. 지지체는 1, 3, 5,     

7, 14, 21, 28, 42, 56일 마다 회수하였으며, 정제수로 세정 후     

건조시켜 중량을 측정하여 중량감소율을 산출하였다.

In vivo 골조직 재생능 동물실험. 두개골 조직 결손의 재     

생을 평가하기 위한 실험 모델로 토끼(New Zealand white     

rabbit, 2.3-2.8 kg, 8주령, 효창사이언스)를 사용하였다. 모든     

동물실험은 경북대학교 동물실험기관 윤리위원회의 검토 및     

승인을 받았다. 실험절차는 동물관리위원회(승인번호: 2017-    

0131)의 승인을 받아 다음과 같이 수행하였다. 간략히 서술     

하면, 토끼를 Zoletil(Virbac, France)과 Rompun(Bayer, Germany)     

의 4:1 부피비를 사용하여 마취시켰다. 토끼를 안정화시킨 후,     

두개골을 노출하고 직경 8 mm의 원형 천공 4개를 형성하였다.     

다음으로, PGA 및 BMP-2-PDA-PGA 지지체를 천공된 두개     

골에 고정하였다. 4주 및 8주 후에 KCl 주사액(제일제약, 한국)을     

사용하여 토끼를 안락사시켰다. 그 후, 두개골을 다시 노출시     

키고, 후속 분석을 위해 골조직을 절단하여 수집하였다.
폴리머, 제48권 제4호, 2024년
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골조직 재생 및 조직학적 평가. In vivo 실험 후, 재생된         

골조직 표본의 형태와 부피(재생/천공된 골의 백분율)는 micro-      

CT(Sky Scan 1173TM, Bruker Corp., Belgium, 20-100 kV,       

5 μm 스팟 크기, 50 mm 시야각, 12비트 CCD 카메라)를 사          

용하여 분석하였으며, 신생골 조직 부피 및 bone mineral       

density를 정량분석하였다.

채취한 골조직의 성숙도 및 염증세포 분포를 평가하기 위해       

hematoxylin-eosin(H&E) 및 Masson’s trichrome 염색을 실시     

하였다. 먼저, 채취한 조직을 10% 포르말린 용액으로 고정시       

킨 후 세척한 후, 자일린으로 용매를 치환하였다. 그리고 조        

직을 파라핀으로 포매한 후, 조직절편기를 이용하여 5 μm 정        

도의 두께로 절편하였다. 절편조직을 슬라이드 글라스 위에      

고정하고 전처리를 한 후 염색 및 봉입하였다. 완성된 조직        

시편을 광학현미경(ECLIPSE TS100, Nikon Corp., Japan)으     

로 관찰하여 디지털 카메라를 이용하여 촬영하였다. 

통계분석. 정량적인 측정수치의 유의성 평가는 통계분석     

소프트웨어(KyPlot version 2.0, KyensLab, Inc., Japan)를 사      

용하여 분석하였다. 각 수치는 평균 ± 표준편차로 표기하였으       

며 significance level은 parametric Student’s t-test와 one-way      

ANOVA(analysis of variance)의 Tukey 사후검증법으로 판별     

하였다. 통계적 유의성은 p < 0.05의 값으로 설정하였다.

결과 및 토론

3D 프린팅 기술을 이용한 PGA 지지체 제조. 골 조직 재         

생을 향상시키기 위해 일정한 pore size를 가지는 3D 격자구        

조의 원판형 지지체를 제조하였다(Figure 1). 골세포가 지지      

체 내부로 잘 자라 들어와 세포 성장이 활발히 이루어지는        

pore 직경은 380-400 μm라는 논문 결과들을 참고하여 지지       

체의 pore length를 400 μm로 결정하였다.18 또한 본 연구에        

서는 지지체의 크기를 지름 8 mm, 높이 1 mm를 가지는 원          

판형 모양으로 제조하였는데 이는 토끼 두개골이 자연적으로      

재생이 힘든 critical defect size이기 때문이다. 또한 골재생       

실험에 널리 사용하는 평균 8주령 토끼 두개골의 평균 두께        

의 경우는 평균 1.9 mm로 삽입이 어려울 것을 고려하여 높         

이는 1 mm로 제작하였다.18

3D 프린터를 이용하여 지지체 제작 시 실린더의 온도, 노        

즐온도, 토출 압력 및 속도에 의해 pore와 strand의 치수에 오         

차가 발생되기 때문에 공정변수의 조절 및 재연성이 매우 중        

요 하다. 디자인한 지지체 pore와 strand 크기를 만족시키는       

조건을 선정하여 PGA 지지체를 제작하였다. 3D 프린터를 이       

용하여 제조한 PGA 지지체는 육안적 평가와, pore 및 strand        

size를 SEM을 통해 관찰하였고 이미지 분석 프로그램을 이       

용하여 pore length와 strand size 분석 결과를 Figure 2에 나         

타내었다. 지지체는 30배의 배율에서 측정하였으며 pore와     

strand 모두 15개씩 측정하여 평균값을 계산하였다. 관찰 결과       

8 mm 지름을 가지며 1 mm 높이를 가지는 원판형의 PGA     

지지체를 관찰할 수 있었으며, SEM을 통해 일정한 pore와     

strand를 가지는 지지체 표면을 관찰할 수 있었다. 이미지 분     

석프로그램 측정 결과 평균 pore length는 399.4 ± 13.9 μm     

였고, 평균 strand 직경은 199.1 ± 35.9 μm로 일정한 모양을     

유지하며 지지체가 제조되었음을 관찰할 수 있었다. 위 결과를     

통해 3D 프린터를 이용하여 제조한 PGA 지지체는 골세포가     

성장하기에 적합한 환경을 가지는 크기의 평균 pore와 strand     

크기를 가지는 설계와 일치한 형태를 나타내는 것을 확인할 수     

있었다.

폴리도파민이 코팅된 PGA 지지체의 제조(PDA-PGA). 고     

결정성 고분자인 PGA 표면에 친수성 부여 및 2차 표면개질     

작용기 도입을 위해 폴리도파민을 이용하여 PGA 지지체의     

표면개질을 진행하였다(PDA-PGA). 개질된 PDA-PGA 지지    

체는 육안적 평가와 SEM을 이용하여 표면적 변화와 pore,     

strand 크기를, 그리고 ATR-FTIR을 이용하여 PGA, PDA-PGA     

의 화학적 결합 변화를 관찰하였다(Figure 2, 3). 먼저 PDA-     

PGA 지지체를 육안으로 관찰한 결과, 폴리도파민 코팅에 의     

해 검은색으로 코팅된 PDA-PGA 지지체를 관찰할 수 있었     

다. SEM 관찰 및 pore, strand 크기 분석결과 평균 359.3 ± 13.3     

μm pore length와 238.4 ± 19.8 μm strand 크기를 나타냄을 확     

인할 수 있었다. PGA 지지체에 비하여 약 40 μm정도 두꺼운     

strand size를 갖는 것을 확인할 수 있었는데, 이는 코팅된 폴     

리도파민은 약 40 μm 두께의 코팅 층을 형성하기 때문에 나     

타나는 현상으로 생각된다. 또한 dopamine powder의 ATR-     

FTIR 측정결과, 도파민의 화학구조인 카테콜기에 존재하는     

O-H와 N-H기에 의해 3400-3600 cm-1에서 broad한 peak가 관     

찰되었으며, 벤젠고리에 존재하는 C=C와 C=N의 peak를     

1512, 1620 cm-1에서 관찰할 수 있었다. PDA-PGA 지지체는     

Figure 1. Fabrication schematic of a BMP-2 immobilized PGA scaffold. 

3D printed PGA scaffold was modified with dopamine coating and 

azido group before immobilizing BMP-2 by UV irradiation.
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 4, 2024
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PGA 표면에 도파민 산화에 의한 폴리도파민 코팅 층이 형성        

되었기 때문에 PGA 특성 peak인 C=O, CH2 bending, CH2        

wagging peak (1750, 1400, 1440 cm-1)와 도파민 특성 peak        

인 O-H, C=C, C=N peak가 겹쳐져 나타났다. 위 결과를 바         

탕으로 폴리도파민을 이용한 PGA 지지체의 표면개질이 성      

공적으로 이루어졌음을 알 수 있었다.

Azido group이 도입된 지지체의 제조(Azido-PDA-PGA).    

BMP-2의 광 고정화를 위한 UV 반응성 작용기 도입을 위해        

azido group을 가지고 있는 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-    

amine을 도입하였다. Tris buffer solution(pH 8.5)에 11-azido-      

3,6,9-trioxaundecan-1-amine의 amine 용액을 넣어 PDA-PGA    

지지체를 코팅시켰다. 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine의  

amine기는 재료 표면에 존재하는 도파민 카테콜기와 마이클      

첨가반응을 통해 고정된다. 도입시킨 azido group은 조사하는      

UV에 의해 라디칼을 생성하며 이후 BMP-2 결합 사이트를       

제공한다. 반응시킨 azido solution의 양은 각각 30, 60, 90 μL로         

결정하였고, ATR-FTIR을 이용하여 PDA-PGA 지지체에 도     

입되는 azido peak의 크기를 비교하여 최종 azido solution의       

양을 결정하였다.

ATR-FTIR 측정 결과, azido기가 도입된 azido-PDA-PGA     

지지체에서 2116 cm-1 부근에서 azido 특성 peak를 관찰할 수        

있었다(Figure 3C). 도입되는 azido기의 함량을 비교하기 위      

해 PGA에서 가장 두드러지게 나타나는 1750 cm-1 부근에 나        

타나는 C=O peak 크기를 동일하게 하여 비교하였다. 그 결과        

30 μL azido soution이 첨가된 지지체의 azido peak는 매우        

약한 것을 확인할 수 있었다. 반면 60, 90 μL가 첨가된 지지          

체는 유사한 정도의 azido peak를 나타내는 것을 확인하였다.       

이를 통해 효과적인 반응기 도입을 위한 azido solution의 양을        

60 μL로 결정하였다.

광가교를 통한 BMP-2 고정 지지체의 제조(BMP-2-PDA-     

PGA). 골형성 촉진인자인 BMP-2를 제작한 Azido-PDA-PGA     

지지체에 고정하기 위한 과정은 본 연구의 핵심이다. 광 반     

응성을 가지는 Azido-PDA-PGA 지지체에 UV를 조사하면     

nitrene이 생성되는데, 생성된 nitrene은 BMP-2의 C-H, N-H     

와 삽입 반응을 통해 결합하게 된다. Azido기를 이용한 생체     

분자 고정은 관능기에 관계없이 단순한 광화학 반응에 의해     

결합하는 성질을 갖기 때문에 매우 간단하면서도 유용한 방     

법이라 할 수 있다. 광 고정 반응은 광 반응기의 농도도 중     

요하지만 최적의 고정화를 위한 반응 시간도 매우 중요하다.     

본 연구에서는 ATR-FTIR 측정을 통해 UV 고정시간 25, 35,     

38초에 따른 화학 구조 변화를 관찰하였다.

ATR-FTIR 측정 결과 UV에 25초 노출시킨 지지체는 2116     

cm-1에서 azido peak가 여전히 남아 있는 것을 관찰할 수 있     

었다. 노출시간을 늘려 35초 동안 UV 조사를 진행한 지지체는     

Figure 2. Photomicrographs of PGA (A-D) and dopamine coated PGA (E-H) scaffolds (A, B, E, F; top / C, G; side / D, H; cross section). 

Mean strand diameters and pore lengths of PGA and dopamine coated PGA scaffolds were 199 ± 36 μm, 400 ± 14 μm and 238 ± 20 μm, 

359 ± 13 μm, respectively.

Figure 3. ATR-FTIR spectra of PGA (A), dopamine coated PGA 

(B), Azido-PGA (C), and BMP-2-PDA-PGA (D) scaffolds.
폴리머, 제48권 제4호, 2024년
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1650 cm-1 부근에서 나타나는 peak가 증가됨을 관찰하였는데      

이는 BMP-2의 amide Ι peak로써 BMP-2 고정에 의한 peak        

증가임을 알 수 있다. 하지만 2116 cm-1 부근에서 남아있는        

azido 특성 peak가 관찰되었기 때문에 UV 조사량이 충분하       

지 않음을 알 수 있었다. 반면 38초 반응시킨 지지체는 azido         

특성 peak가 모두 사라짐을 관찰할 수 있었고, 1650 cm-1에        

나타나는 amide Ι peak가 35초 반응시킨 지지체에 비해 증가        

된 것을 관찰하였다. 이는 BMP-2 도입에 필요한 광반응 시        

간은 38초면 충분함을 나타내며 그 이상의 시간에서는 광 반        

응기가 없어 더 이상의 BMP-2가 도입되기 어려움을 의미한       

다. ATR-FTIR 결과를 토대로 UV의 노출시간을 최소화 하면       

서 가장 큰 고정효과를 나타낼 수 있는 고정시간을 38초로        

결정하여 실험을 진행하였다.

ATR-FTIR을 이용한 3D 지지체의 화학적 구조분석. 표면      

개질한 4가지 3D 지지체의 화학적 구조 변화를 관찰하기 위        

해 ATR-FTIR을 측정하였다. 분석 결과, PGA를 이용하여 제       

작한 PGA 지지체는 문헌값과 일치하는 그래프가 나타나는      

것을 관찰할 수 있었다. 1750 cm-1에서 매우 강한 C=O peak         

가 나타났고, 1400, 1440 cm-1에서 분리되는 CH2 피크가 나        

타났으며 1095 cm-1에서 C-O-C 대칭 peak가 특징적으로 관       

찰되었다(Figure 3). 폴리도파민이 코팅된 PDA-PGA 지지체     

에서는 카테콜기에 존재하는 O-H와 N-H기 때문에 PGA 지       

지체에서는 관찰되지 않았던 broad한 모양의 피크가 3600-      

3400 cm-1에서 관찰되었으며, 카테콜기의 벤젠고리에 존재하는     

C=C와 C=N의 peak 역시 1512, 1620 cm-1에서 새롭게 관찰        

되었다. 이는 폴리도파민 코팅이 PGA 지지체에 균일하게 진       

행되었음을 알 수 있다(Figure 3B).

Azido solution을 이용하여 광반응성이 가능한 작용기를 도      

입한 Azido-PDA-PGA 지지체는 azido 특성 peak가 2100      

cm-1부근에서 새롭게 관찰되었다(Figure 3C). 위 결과는 BMP-      

2 광 고정을 위한 azido기의 도입이 잘 진행되었음을 의미한        

다. 마지막으로 BMP-2를 고정시킨 BMP-2-PDA-PGA 지지     

체에서는 UV 조사로 인해 2100 cm-1 부근의 azido 특성 peak         

는 사라지는 것을 관찰할 수 있었다. 동시에 1650 cm-1 부근         

에서 peak가 증가하였는데 이는 BMP-2에 존재하는 amide Ι       

특성 peak로 UV 가교를 통해 BMP-2가 고정되었음을 나타       

낸다(Figure 3D).

XPS을 이용한 3D 지지체의 화학적 구조분석. 표면 개질에       

따른 4가지 3D 지지체의 화학적 원소 조성 차이를 관찰하기        

위해 XPS 원소분석을 진행하였다. Supplementary Data 1에      

survey scan 결과와 Table 1에 상대적 원소 조성비 분석결과를        

나타내었다. 실험결과 표면 개질되지 않은 PGA 지지체에서      

는 PGA 구조를 이루고 있는 C, H, O 3가지 원소 조성만을          

나타내는 것을 확인하였다. 폴리도파민이 코팅된 PDA-PGA     

지지체에서는 카테콜기에 존재하는 N-H 때문에 398 eV에서      

N 원소의 binding energy가 새롭게 관찰되었고 약 3.2%의 상        

대적 조성비를 나타내었다. Azido-PDA-PGA 지지체 측정결     

과 도입된 azido기에 의해 N 원소의 binding energy가 향상     

되는 것을 관찰할 수 있으며 상대적 원소 조성비 또한 7.65%     

로 증가되었다. BMP-2가 고정된 BMP-2-PDA-PGA 지지체     

는 398 eV에서 향상된 N 원소의 binding energy와 150 eV     

에서 새로운 S 원소의 binding energy를 관찰할 수 있었다.     

BMP-2는 여러 종류의 아미노산으로 이루어진 단백질이다.     

BMP-2 sequence 중 cysteine과 methionine은 티올기를 포함     

하는 아미노산이기 때문에, 1.89%의 S 원소 조성비가 새롭     

게 관찰되었고, BMP-2에 존재하는 amide bond는 N 원소의     

상대적 조성비를 13.5%로 증가시켰다. 따라서, PDA-PGA,     

Azido-PDA-PGA 지지체 표면에서 새롭게 나타난 N 원소는     

도파민 코팅에 의한 표면개질이 성공적으로 이루어졌으며,     

azido기 도입이 의도된 방향으로 이루어졌음을 의미한다. 또     

한 BMP-2-PDA-PGA 지지체에서 새롭게 관찰된 S 원소와     

증가된 N 원소는 표면에 도입된 BMP-2 sequence를 구성하     

고 있는 아미노산에 의한 결과로 BMP-2가 지지체 표면에 고     

정되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 이것은 앞서 ATR-FTIR     

분석에서의 결과와 일치하였으며 제조된 3D 지지체의 4가지     

개질 단계가 의도하고자 하는 방향으로 진행되었음을 확인할     

수 있었다. 

효소면역정량법을 통한 고정화된 BMP-2의 정량 및 방출     

거동 분석. 표면 ELISA 분석을 통해 측정한 BMP-2 표면 접     

착량을 측정하였다. 실험은 지지체에 BMP-2 용액을 도입하여     

drying 시킨 후 표면에 도입된 BMP-2의 양을 정량하였고, UV     

조사를 통해 고정시킨 후 정제수에 세정하여, 고정되지 않은     

BMP-2를 정량하여 최종 접착량을 확인하였다(Supplementary    

data 2).

실험 결과 Azido-PDA-PGA 지지체에 도입한 BMP-2의 약     

90.04%가 재료표면에 코팅되었다. 제조된 지지체는 세포의     

증식향상을 위해 400 μm 크기의 pore length를 가지는 다공     

성 내부구조에도 불구하고 BMP-2의 도입률이 양호하였다.     

또한 재료 표면에 도입된 BMP-2의 양 대비 UV 조사에 의     

해 최종 고정화된 효율은 약 79.34%로 약 10.70%의 감소가     

일어났음을 확인할 수 있었는데 이는 UV 조사 후 고정되지     

못하거나 약한 결합에 의해 미량의 BMP-2가 세정과정에서     

Table 1. Surface Chemical Composition of PGA, PDA-PGA, 

Azido-PDA-PGA, BMP-2-PDA-PGA Scaffolds

Element
Atomic compositions (%)

PGA PDA-PGA Azido-PDA-PGA BMP-2-PDA-PGA

C 62.85 56.21 71.10 64.11

N 0.00 3.20 7.65 13.50

O 37.15 40.57 21.25 20.50

S 0.00 0.00 0.00 1.89
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 4, 2024
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용출되어 손실된 것으로 생각된다.

Jeong 등은 성장인자 표면에 존재하는 아미노기, 카복실기,      

티올기 등의 반응기를 지지체에 직접 공유결합 시키는 화학       

적 가교제에 의한 고정화 방법을 진행하였다.32 그러나 이런       

화학적 고정화 방법은 생체 내에서 분해되는 과정에서 알데       

히드, 우레아 등의 세포 독성을 나타낼 수 있는 물질이 생성         

된다는 주장이 제기되어 왔다. 이러한 기존의 고정화 방법의       

단점 극복을 위해 현재 광 고정법을 이용하여 성장인자를 고        

정시키는 방법에 관한 여러 가지 연구가 보고 되고 있다. Chen         

등의 연구에 따르면, 광 고정된 상피세포성장인자에 의해 혈       

청이 없는 조건 하에서 세포 증식을 성공하였다. 공유결합으       

로 지지체에 고정된 상피세포성장인자는 세포증식을 유도하     

여 증식이 촉진되는 결과를 나타내었다.47 또한 Woo 등은 세        

포성장인자를 광고정하는 방법으로 결합형 분비를 유발시켜     

지속적인 자극을 나타내게 함으로써 세포 증식을 촉진시키는      

연구를 발표하였다.48 하지만 위 반응들은 반응기를 성장인자      

에 직접 결합하여 광 고정을 진행하기 때문에 낮은 수율문제        

와 성장인자의 변성 문제를 초래할 수 있다. 따라서 본 연구         

에서는 광 반응기를 지지체 표면에 도입한 뒤 광반응을 통해        

성장인자를 도입하여 보다 안정적인 반응이 가능한 BMP-2-      

PDA-PGA 지지체를 제작하였다.

골 재생은 오랜 기간을 필요로 하는 과정이기 때문에, 골        

재생 과정에 있어 burst release 없이 성장인자가 고정되어 있는        

것은 특히 중요한 요소이다. 제조된 BMP-2-PDA-PGA 지지      

체의 방출거동은 효소면역정량법인 ELISA법을 이용하여 진     

행하였고, 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28일 동안 방출거동을 관찰하였          

다(Figure 4). 측정 결과, 고정된 BMP-2는 7일차에 약 9.2%        

의 방출 거동을 보인 후, 시간이 지남에 따라 천천히 release         

되며 마지막 28일 차에는 15.3%의 방출거동을 보였다. 이러       

한 결과로부터 BMP-2가 지지체 상에 고정화되어 안정하게      

유지된다는 것을 알 수 있다. 

이상적인 성장인자 전달 시스템은 조직 재생에 있어 필요     

한 투여량만 사용되며 initial burst release가 제어되어야 한다.     

Seo 등은 양극 산화된 티타늄 표면과 순수한 티타늄 표면에     

물리적으로 BMP-2를 흡착시켜 골재생 효과를 평가하였다.43     

그러나 물리적으로 흡착시킨 BMP-2는 첫째날에 각 36%와     

54%의 방출량을, 7일차에는 67%, 78%를 나타내며 이는     

BMP-2의 급격한 분해로 인하여 BMP-2의 적용이 골 형성에     

별다른 기여를 하지 못했다는 주장이 제기되었다. Kim 등의     

연구에서는 헤파린이 이식된 티타늄 표면에 10 ng/mL와 50     

ng/mL의 각기 다른 농도의 BMP-2를 고정시켜 BMP-2의 서     

방출과 항염증 효과를 확인하였다.50 측정결과 4주 동안 서방     

출이 되는 것을 확인할 수 있었지만 첫째날 각각 69%와 26%의     

initial burst release를 나타냈다. 최근에는 생체 친화적 메커     

니즘을 모방한 도파민 표면 개질법을 사용하여 성장인자를     

고정시키는 방법이 연구되고 있다. 3차원 구조를 가지는 지     

지체에 도파민코팅 진행 후 성장인자를 고정시킨 결과 3일차에     

20% 이상의 initial burst release를 보이며 28일 후에는 80%     

이상의 release를 보였다. 또한 UV 광고정을 통해 titanium 표     

면에 BMP-2를 고정시킨 Jeong 등이 진행한 실험은 120 시     

간 만에 60% 이상의 release 거동 결과가 나타났다.46 위 방     

법들은 골재생이 이루어지기 위한 최소 기간인 4주 동안 성     

장인자가 지속적으로 방출되지 않아 불충분한 osteoinduction을     

나타낼 수 있다는 문제점을 가진다.

수많은 연구를 통해 재료 표면에서 불충분한 고정기간을     

갖는 BMP-2는 세포의 자극을 감소시키기 때문에, 향상된 고     

정력을 갖는 BMP-2 고정 지지체의 개발이 요구되고 있으며,     

성장인자가 고정된 지지체의 이식은 동물모델 및 사람에서     

골 재생을 가속화 시킨다는 것이 밝혀졌다. 본 연구에서 진     

행한 성장인자 고정법은 initial burst release 없이 방출을 제     

어함으로써, 체내에서 BMP-2가 충분한 체류시간을 갖게 하     

여 골 자극을 오랜 시간 유도해 효과적인 골 재생 효과를 볼     

수 있을 것으로 기대된다.

세포생존율 분석. 제조된 지지체에 대한 세포생존율을 MTT     

assay법을 이용하여 평가하였으며, 그 결과를 Figure 5에 나     

타내었다. 평가는 PGA, PDA-PGA, BMP-2-PDA-PGA 지지     

체를 24시간 배양시킨 용출물과 세포배양 배지를 control로     

사용하여 진행하였다. 평가결과, PGA, BMP-2-PDA-PGA 지     

지체 용출물로 세포 배양을 진행시킨 시편은 99.26, 99.07%의     

산출값을 나타내었다. 또한 생체적합성 재료인 폴리도파민을     

코팅한 PDA-PGA 용출물을 이용하여 평가한 시편은 약     

99.91%의 세포생존율을 나타내었다. 이는 오차를 고려하면     

control과 유사한 값이며, 세포생존율이 80% 이상으로 규정     

되는 세포독성 0등급에 해당하는 수치이다. MTT assay를 통     

해 표면개질 각 단계별 지지체의 세포독성을 평가한 결과 3     

가지 지지체 모두 세포독성 0등급에 해당하는 세포생존율을     

가지는 것을 확인하였으며 이는 제조된 지지체를 체내에 이     
Figure 4. Accumalated release amount of BMP-2 from BMP-2-

PDA-PGA scaffolds in PBS solution (n = 3).
폴리머, 제48권 제4호, 2024년
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식하여 사용해도 독성을 나타내지 않으며 세포의 활성에 영       

향을 미치지 않을 것으로 사료된다.

Alizarin Red 염색. 제조된 지지체의 골 분화 활성 평가를        

위해 alizarin red 염색을 진행하였다. MC3T3-E1 세포가 골       

세포로 분화되면 칼슘이 생성되는데 alizarin red staining은      

생성된 칼슘 양 측정 및 정량이 가능하다. 실험군은 PGA,        

BMP-2-PDA-PGA 지지체로 나누어 진행하였으며, 각 7, 14,      

21일차에 염색을 진행하여 관찰하였다(Figure 6). 평가결과 일      

반적으로 2가지 실험군 모두 시간이 지남에 따라 생성되는       

칼슘양이 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 특히, 지지체에       

BMP-2를 도입함으로써 무기화된 칼슘의 양이 현저히 증가      

되는 것을 알 수 있었고, 본 연구에서 제조한 BMP-2-PDA-PGA        

지지체가 MC3T3-E1 세포의 골 형성 분화를 촉진시킬 수 있        

음을 나타낸다. 

In vitro 가수분해 거동 분석. 제조된 BMP-2-PDA-PGA 지       

지체의 가수분해 거동 평가를 진행하였다. 실험은 1, 3, 5, 7,         

14, 21, 28, 42, 56일 동안 진행하였으며 SEM 이미지 관찰을         

통해 지지체의 표면 변화도 함께 관찰하였다(Figure 7). 지지       

체의 무게 감소율을 측정한 결과 1, 3일차는 각 0.3%와 0.9%의     

중량감소를 보이며 가수분해가 거의 발생하지 않았다. 또한     

14일차까지 10.64%의 점층적 중량감소를 보이는 것을 관찰     

할 수 있었다. 하지만 21일차에서는 2배 이상 빠른 속도로 분     

해되어 25.98%의 급격한 중량감소를 나타며 미세한 외력에     

도 붕괴되는 물성저하도 함께 나타났다. 이후의 거동은 앞 일     

차들과 비슷하게 점층적으로 생분해가 진행되었으며, 최종적     

으로 45.41%의 무게감소 결과가 관찰되었다. 

SEM 이미지를 통하여 지지체 표면을 관찰한 결과 분해가     

진행초기인 3일차까지는 표면에 변화가 일어나지 않았다. 7     

일차부터 표면 위 미세한 파단이 발생하였고, 분해가 진행됨     

에 따라 지지체의 파단 부분이 늘어났다. 또한 급격한 분해     

가 일어나기 시작한 21일차에는 파단부가 늘어남과 동시에     

strand 직경 크기가 감소되는 것을 관찰할 수 있었다. 생분해     

진행 관찰 마지막 날인 56일차에는 지지체의 파단으로 인하     

Figure 5. Cell viability of PGA, PDA-PGA, and BMP-2-PDA-PGA 

scaffold groups (n = 3, NS means not significant).
Figure 6. Absorption of alizarin red in PGA and BMP-2-PDA-PGA 

scaffolds by the calcium salt produced by the MC3T3-E1 cells. 

Immobilized BMP-2 promotes calcification of pre-osteoblasts (n = 3,

***p < 0.001).

Figure 7. (A) Weight loss profile (n=3); (B) photomicrographs of BMP-2-PDA-PGA scaffolds depend on hydrolytic degradation time 

(37 ℃, PBS).
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여 온전한 형태의 관찰이 어려워 조각만을 확인할 수 있었다.

가수분해 거동평가를 통해 지지체는 2주차까지 서서히 분      

해되다가 3주차부터 빠르게 분해가 진행되는 것을 관찰 할       

수 있었고, 최종적으로 8주 동안 45.41%의 분해가 일어났다.       

체내로 이식되는 지지체는 세포 부착 후 증식, 분화를 거쳐        

새로운 골 조직이 형성됨에 따라 서서히 표면과 내부로 사라        

지는 생분해성을 가져야 한다. 이때 생분해 속도의 조절이 매        

우 중요한데 너무 빠른 생분해를 가지는 재료는 골 재생 기         

간 동안 지지체로써의 역할을 충분히 하지 못하고, 골 생성        

완료 후에도 체내에 남아있다면 이물반응과 염증반응을 일으      

킬 수 있기 때문이다. 보통 6개월 이내의 생분해 기간이 가         

장 이상적이다. 제조된 지지체는 골 재생이 일어나는 8주 동        

안 서서히 분해되어 체내로 흡수되기 때문에 이물반응과 염       

증반응을 일으킬 가능성이 적어질 것으로 기대된다. 또한 8       

주 후에도 약 54.59% 남아있기 때문에 골 형성 기간 중 지          

지체로써의 역할을 수행할 수 있을 것이라 기대된다. 

In vivo 골조직 재생 평가. 토끼 모델에 의한 두개골 결손의         

재생은 의료 응용 분야의 실제 이식에 중요한 정보를 제공한        

다. Figure 8에서 볼 수 있듯이 micro-CT 이미지에서는 수술     

4주 후 PGA 및 BMP-2-PDA-PGA 그룹이 대조군에 비해 골     

형성이 더 큰 것으로 나타났다. 상단 표면과 수직 및 수평 단     

면은 각 그룹의 골 재생을 명확하게 시각화한다. BMP-2-PDA-     

PGA 그룹은 중요한 결손영역에서 균일한 골조직 재생을 나     

타낸 반면, 대조군은 결함 영역의 경계를 따라 무작위 골재     

생을 나타내었다. PGA 지지체는 골 조직 재생을 촉진했지만     

BMP-2-PDA-PGA 그룹은 지지체 가닥을 따라 더 조밀한 골     

재생을 나타내었다.

수술 후 4주와 8주에 hematoxylin-eosin과 Masson's trichrome     

염색을 통하여 연조직, 재생된 신생골, 검체의 원래 골조직의     

결합조직 형태를 관찰할 수 있었다(Figure 9). 대조군은 4주     

및 8주에 PGA 및 BMP-2-PDA-PGA 그룹과 비교하여 토끼     

두개골의 천공 영역에서 연조직 침범으로 얇고 변형된 형태     

를 나타낸다. 대조적으로, BMP-2-PDA-PGA 그룹의 신생골     

은 지지체 가닥을 단단히 둘러싸고 있으며, 이는 세 그룹 중     

에서 골조직과 결합 조직의 가장 두꺼운 재생을 나타낸다. 그     

러나 4주차에서 대조군의 경우 결손 경계와 PGA 그룹의 경     

Figure 8. Micro-CT images of the top surfaces (A1–C1); the perpendicular and horizontal sections (A2–C2) of the control (A); PGA (B); 

BMP-2-PDA-PGA; (C) scaffold groups after 4 and 8 weeks after rabbit calvarial defect model surgery (defect diameter = 8 mm, n = 3).
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우 지지체 가닥 주변에서 약간의 염증 세포(호중구, 림프구,       

거대 세포 대식세포)가 관찰되었다. 이러한 염증 세포는 수술       

후 8주가 지나면 증식된 조골세포에 의해 캡슐화된다. 생체       

내 이식 후 생분해 제품에 대한 면역 반응 및 부작용을 평가          

하는 것은 중요하다. 이러한 부분적인 염증에도 불구하고 새       

로운 골 조직은 조밀하게 형성되며 PGA strand의 분해를 기        

반으로 PGA 및 BMP-2-PDA-PGA 그룹의 전체 골조직 두께       

는 8주에 걸쳐 증가하였다. PGA는 면역학적으로 상대적으로      

불활성인 것으로 보이며 우수한 임상결과를 갖고 있다.16-18      

Kim 및 Lee의 연구에서도 BMP-2에 의한 조직재생능의 향       

상에 관한 검증이 확인되었으나, 본 연구에서와 같이 3D 프        

린팅 격자형 생체적합성 고분자 지지체에 표면처리 및 BMP-2       

광고정법을 적용한 연구는 없었다.50,51 재생된 골량과 bone      

mineral density에 대한 정량적 산출값은 Table 2에 정리하였       

다. BMP-2-PDA-PGA 그룹의 재생골량과 bone mineral density      

는 대조군과 PGA 그룹에 비해 4주차 및 8주차에서도 일관        

되게 우수한 값을 나타내었다. 이는 3D 격자형 지지체의 구        

조가 신생골조직 공간을 효과적으로 제공하고, PGA 표면에      

고정된 BMP-2가 지속적으로 골형성 자극을 유도한 복합적      

인 결과에 의한 것으로 사료된다.

결  론

본 연구에서는 3D 프린팅 기술을 이용하여 격자형 구조의     

PGA 지지체를 제작한 후, BMP-2 표면고정화에 의한 골형성     

자극의 지속성이 향상된 골조직공학용 지지체 개발을 목표로     

하였다. UV 광고정 기술을 이용하여 BMP-2가 고정된 3D     

지지체를 성공적으로 제조하였으며, ATR-FTIR과 XPS를 통     

해 개질 단계의 관능기 및 원소조성 변화를 확인하였다. 효     

Figure 9. Photomicrographs of hematoxylin-eosin (A1–C1) and Masson’s trichrome (A2–C2) staining of the control (A); PGA (B); the BMP-

2-PDA-PGA (C) scaffold groups at 4 and 8 weeks after rabbit calvarial defect model surgery. Dark blue represents the original bone and light 

blue represents the regenerated bone. The white irregular circles represent the scaffolds. The red dotted rectangles (A1, B1) indicate inflam-

matory cell area.

Table 2. Regenerated Rabbit Calvarial Tissue Volumes and Bone 

Mineral Densities on PGA, BMP-2-PDA-PGA Scaffold, and Controls

by Performing an in vivo Animal Test (n = 3)

 
Regenerated bone volume (v/v%)

Bone mineral density (g/cm3)

Period (weeks) Control PGA BMP-2-PDA-PGA

4
5.21 ± 4.90 9.95 ± 5.74 13.78 ± 3.24

0.024 ± 0.013 0.052 ± 0.013 0.063 ± 0.011

8
11.25 ± 4.22 15.09 ± 7.03 30.25  ± 18.59

0.029 ± 0.010 0.061 ± 0.023 0.092 ± 0.075
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소면역정량법을 이용하여 도입량의 79.34%의 BMP-2가 고     

정되었음을 확인하였고, 28일 동안 15.3%의 성장인자 방출      

거동을 확인하였다. In vitro 실험에서 MC3T3-E1 cell의 석       

회화된 골 기질 활성도를 alizarin red staining을 통하여 검증        

하였다. In vivo 동물모델 실험을 통하여 BMP-2가 고정된       

PGA 지지체의 8주차 신재생 골조직 형성능이 30.25%로 가       

장 우수하였으며, bone mineral density 값도 0.092%로 가장       

높았다. 더불어, 조직학적 분석에서 BMP-2가 고정된 PGA      

지지체 그룹의 골조직형성의 우수성을 확인할 수 있있다. 따       

라서, 골형성 촉진인자인 BMP-2가 고정된 BMP-2-PDA-PGA     

지지체는 성장인자의 burst release를 막아 지속적인 골세포      

자극을 통해 골 조직의 재생을 향상시킬 수 있다는 것을 검         

증할 수 있었으며 골조직공학적 응용이 기대된다.

감사의 글: 이 연구는 금오공과대학교 학술연구비에 의하      

여 지원된 논문임(202002220001).
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Supporting Information: PGA 지지체의 순차적인 표면     

개질 단계에서의 XPS spectra 및 고정화된 BMP-2의 백분율       

정량에 대한 정보는 다음 사이트에서 얻을 수 있습니다(http://       

journal.polymer-korea.or.kr).
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