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연구 동향
 Development of an Anti-Inflammatory Drug-Incorporated

Biomimetic Scaffold for Corneal Tissue Engineering1

• 이 연구의 목표는 naproxen sodium (NS)이 포함된 다공성 poly(lactide-co-
glycolide) 지지체 (NS-incorporated PLGA scaffold)를 생체 모방하여 디자인
함으로써 효과적인 각막 손상 치료에 응용하고자 개발함.

• NS-incorporated PLGA 지지체는 동결건조에 의해 만들었으며 세포 부착성
이 좋은 collagen이나 poly-l-lysin으로 표면을 코팅하였음. 동결 건조된 지지
체는 50~200μm 크기의 다공성을 가지고 있음을 확인하였고 세포의 구멍
구조 (open-cellular pore structures)와 비슷한 구조를 형성함.

• 또한 약물 저장 효율이 84% 보다 높았으며 약 90~98%의 NS가 7일 동안 유
지하였으며 초기에 빠르게 약물이 방출하였고 그 이후에 천천히 지속적으로
약물을 방출함을 확인함.

• 뉴질랜드의 흰 토끼에서 분리한 각막상피 세포를 이 지지체 위에 배양했을
때 , 적어도 10일 동안 독성 효과 없이 증식함을 확인함으로써 NS-
incorporated PLGA 지지체는 약물 방출을 조절하면서 각막 손상 치료뿐만
아니라 생물 의학적 적용 가능성을 확인함.











• 조직 공학에 있어서 중요한 임상 적용의 한계점은 장기간 동안 대량 수송
능력 (long-range mass transport capability)의 부족으로 인한 복잡한 3D 조직
(complex three dimensional (3D) tissues) 개발이 어렵다는 문제를 가지고
있음.

• 단일 포트 3D 프린터 (One-pot 3D printer)로 만든 카레멜 기반
템플릿(sacrificial caramel templates)을 만들어 폴리머 용액에 담군 다음
유기용매가 휘발되면서 위상분리 (integrated phase separation)를 통해
폴리머로 코팅한 후 카라멜 템플릿을 제거함으로써 perfusable and
permeable hierarchical micro channel networks (PHMs)를 개발함.

• 패턴화된 PHMs는 제어 가능한 마이크로 공극을 가진 투과성 벽과 상호
연결된 마이크로채널 (micro-channels), 맞춤형 확장 가능한 3D 프레임워크를
포함한 생체 모방형 3D 혈관 구조를 가지고 있으며, 이러한 제작 과정은
박테리아 셀룰로오즈, 전기방사된 나노섬유, 입자를 걸러낼 수 있는 다공성
지지체, 하이드로 겔을 포함한 다양한 메트릭스와 폴리머를 가지고 개발
가능성을 제시함.

• 이러한 개발은 체외 (in vitro)에서 PHMs가 심장 세포의 대사 기능을 유지하고,
체내 (in vivo)에서 혈관신생 (angiogenesis)과 조직 공학 , 심근경색
(myocardial infarction)에 효율적으로 치료할 수 있다는 것을 입증함으로써
조직 공학 구조에서 PHMs의 다양성을 입증함.

 3D printing of biomimetic vasculature for tissue regeneration2









 Mesenchymal stem cell 3D encapsulation technologies for
biomimetic microenvironment in tissue regeneration3

• 중간엽 줄기 세포 (Mesenchymal stem cell, MSC) 캡슐화 기술은 손상된
조직을 복구하는데 있어 줄기 세포를 이식하는 중요한 역할로서 조직 공학
분야에서 오랫동안 개발되고 있음. MSC 캡슐화는 세포 생존력을 유지하고
MSC를 다중분화로 유도하는 3D 체내 환경의 모방을 입증함. 또한 MSC를
지지해주는 3D matrix는 사람의 선천적인 면역계로부터 MSC를 보호하고,
산소나 사이토카인 그리고 성장인자 같은 생분자가 확산할 수 있도록
도와주는 것을 보고함.

• 다양한 기술의 발달에 의해 MSC 캡슐화 플랫폼을 다양한 재료, 모양, 크기로
만들어낼 수 있게 되었으며 플랫폼의 조건은 표적화된 조직과 이식 방법에
따라 다름을 보고하고 있음.

• 이 리뷰는 micromolding, electrostatic droplet extrusion, microfluidics,
bioprinting, 조직 공학적 응용과 같은 MSC 캡슐화 기술에 대하여 자세히
소개하고 있으며 마지막으로, 세포 치료 기반 조직 재생 방법으로서의 MSC
캡슐화 기술의 도전 및 향후 방향에 대해 논의하고 있음.



- 3D 세포 배양 시스템의 첫 시도는 1906년의 Ross Harrison에 의한 hanging
drop tissue culture system이고 세포 캡슐화는 1964년 Chang에 의해 제안된
나일론 막을 이용하여 유화 방법에 의한 반투과성의 microcapsules로 처음
소개됨. 유화 방법 (emulsification methods), collagen-agarose, 펩타이드는
세포 배양을 위한 3D microenvironment으로 보고됨.

- Bead와 matrix 안에 세포 캡슐화 연구가 광범위하게 연구되었는데 그 중에
간단하면서도 안정적인 구조를 형성하는 방법으로 hydrogel bead 내에
cell을 감싸는 방법과 coaxial air jet application, the liquid jet method,
macromolecular collagen type I matrix, injection and co-extrusion에 의해
만들어진 hollow fiber 그리고 UV에 의한 photopolymerization 등이
보고되고 있음.

- 최근 새롭게 발명되고 가장 널리 쓰이는 세포 캡슐화 기술은 micromolding,
electrostatic droplet extrusion, microfluidics, bioprinting 등이 있는데 특히,
microfluidics와 bioprinting이 가장 널리 쓰이고 있음.

- 또한 생체 재료나 세포가 외부 자극에 의해 반응하는 4D printing 기술이
개발되고 있으며 이러한 기술들이 세포 기반 치료 목적으로 MSC 캡슐화에
적용되고 있음.

- 표 1에 target tissues에 대한 다양한 재료와 MSC type의 캡슐화 기술을
정리하였음.

 MSC encapsulation technology







-

 Applications of cell encapsulation as regenerative medicine

- 세포 캡슐화 기술은 MSC를 여러 종류의 조직으로 분화시키기 위해 MSC의
생존력과 기능을 유지하기 위한 생체모방적 3D 환경을 제공하며 3D 환경은
matrix의 구성 성분, substrate stiffness, 다공성 및 substrate structure 등을
통해 MSC에 영향을 미치게 됨.

- 다양한 3D 환경은 세포 부착과 증식에 있어서 중요한 MSC와 matrix 사이의
integrin 상호작용과 clustering에 영향을 미치는데 이러한 영향은 핵에서
유전자 발현을 통제하게 되고 따라서 세포의 표현형이 달라지는 결과를
가지고 옴. 결과적으로 조직 재생은 조직의 특정 ECM parameter로 인해
조직의 종류에 맞는 환경이 필요하게 되고 MSC 분화를 증가하기 위한
생체역학적 자극이 충분하지 않기 때문에, BMP-2, TGF- β1, VEGF, FGF와 같은
성장 인자, 즉 생화학적 구성성분이 필요하게 됨.

- 3D 캡슐화 기술은 MSC와 성장인자를 같이 캡슐화함으로써 MSC에
물리화학적 영향을 제공하므로, MSC 캡슐화 기술은 target tissues에 따라
최적화시켜야 함. 다양한 조직 중에 카트리지와 뼈가 대표적으로 연구가 많이
된 단단한 조직이며 피부는 광범위하게 연구된 무른 조직이고 조직 재생에
필요한 혈과 재생 또한 중요한 관심사로 연구되고 있음.

- MSC 캡슐화 기술의 장점은 MSC의 생존력, 증식, 분화 능력을 증진시키고,
체내 면역계로부터 MSC를 보호하는 데 있고 3D 환경 구조를 포함한 이러한
기술은 결손된 특정 부분에 MSC를 안전하게 전달함으로써, 조직 재생을 위한
장기간 세포 기반 치료를 제공함.



- 조직 재생의 임상 적용에 있어서 MSC의 대량 생산과 matrix의 규모가
커져야 하는 문제, 즉, 세포 캡슐화와 이식의 비용, 시간, 일의 효율이 문제임.
뿐만 아니라, 캡슐화된 MSC를 이식한 후 면역 반응으로부터 보호하기 위한
encapsulation biomaterial 등이 고려되어야 할 주요 문제임.

- MSC의 다분화성 때문에 매력적인 세포지만, 비정상적인 조직으로 분화할 수
있다는 점을 무시하기 어렵기 때문에 예상치 못한 분화로 인한 병은
예방되어야 하고 치료할 수 있어야 함. 따라서 MSC의 비정상적인 분화와
부작용을 억제해야만 , MSC 캡슐화 기술은 치료제로서 무한한 활용이
가능해지며 MSC의 캡슐화는 상황과 목적에 따라 조직 공학과 재생 치료
분야로써, 매우 유망한 기술이 될 것으로 판단됨.







• 조직은 여러 다른 세포들, 세포 외 골격 물질 (extracellular matrix materials),
생체 분자로 이루어진 복잡한 구조를 가지고 있어 적절한 생체 재료의
부족과 기술의 한계로 기존의 조직공학적인 방법으로는 생체모방적이고
복잡한 조직을 완벽히 재현할 수 없었음.

• 최근, 3D bioprinting 기술의 발달로 조직 복구에 큰 발전을 이룰 수 있게
되었는데 이러한 주요 요인은 다양한 생체 재료, 다른 타입의 세포, 가용성
인자 (soluble factors) 등으로 구성된 다양한 성분을 가지는 bioink 개발이
중요한 기술임 . 이러한 다양한 성분과 이종 바이오 잉크를 one-step
manner로 제조되는 직접 프린팅 접근법이 최근 중점을 두고 있는
기술개발임.

 Bioinks and bioprinting technologies to make heterogeneous and 
biomimetic tissue constructs4



 Multicomponent bioinks

• 단일 생체 재료로 만들어진 bioink는 일반적으로 생체 모방 조직과 유사한
구조물을 만드는데 필수적인 기계적 및 기능적 요구 사항을 충족시키지 못함.
보고된 바에 의하면, PEG와 같은 생체 물질은 다양한 분자량과 물리적 가교
특성의 제어가 가능한 반면 젤라틴과 피브린과 같은 세포 친화적이고
자연적인 생체 재료는 기계적 성질이 약하여 bioink로써 사용하는데 문제가
많아서 하나 이상의 재료로 구성된 다양한 성분을 가지는 bioink는 성능이
개선된 3D 바이오 프린팅에 적절하여 구조물 형성이 개선됨.

• 간단한 혼합, 공정 후 코팅 (postcoating), 화학적 가교를 포함하여 다른 생체
재료의 혼합방법을 보여주고 있으며 구성 재료에 기초하여 분류하여 다음과
같이 설명하고 있음.

1. Bioinks having combination of natural materials: 다음과 같이 두 종류의
natural materials을 혼합한 bioink는 지지체로써 기계적 특성이
향상됨으로써 세포의 부착력이나 생존력이 향상됨.
▶Alginate with gelatin/fibrin:
▶ Silk fibroin with gelatin:
▶ Agarose with collagen
▶ Chitosan with gelatin
▶ Cellulose with alginate
▶ Hyaluronan with cellulose





2. Bioinks comprising natural and synthetic components: 향상된 생체적합성 ,
기계적 성능, 열적 특성, 가교성을 갖는 생체 재료를 천연 재료와 합성된 재료를
조합하여 개선점을 얻을 수 있음. 많은 연구에서 합성 생체 재료를 천연재료와
함께 사용하여 bioink를 개발함.

3. Bioinks comprised of synthetic biomaterials: PEG는 수용성이며 순수한 PEG는
3D 바이오 프린팅에 적합하지 않은 물질이지만 bioink로 사용하기 위하여
poly(ethylene glycol) diacrylate (PEGDA) 또 는 methacrylate (PEGMA) 과
혼합하여 개발한 결과 조골 세포와 같은 세포가 캡슐화 될 수 있고 PEGMA와
같은 PEG 생체 물질 내에서 세포가 잘 생존 할 수 있다는 것을 입증함.

4. Bioinks comprised of hydrogels and particles: 첨가된 나노 물질은 고분자
사슬을 고정시키고 하이드로 겔의 기계적 강도를 향상시키기 위해 가교제로
사용될 수 있음이 보고되고 있어 3D 바이오 프린팅된 구조물의 기계적, 화학적,
전기적 특성을 조절하기 위해 나노 입자를 첨가하여 bioink 재료인 생체 재료
개발에 대한 많은 연구가 보고되고 있음.
▶ Silicates
▶ Hydroxyapatite
▶ Tricalcium phosphate
▶ Bioactive glass
▶ Carbon nanomaterials







5. Bioinks for 4D printing: 4D 바이오 프린팅을 통해 외부 자극의 유무에
관계없이 시간이 지남에 따라 모양이나 기능이 변할 수 있는 조직 구조물을
만들 수 있는 bioink 개발을 보고하고 있음. 온도, 전기장, 자기장, 습도와 같은
외부 자극에 반응하여 변형되는 물질 개발에 대한 연구들이 보고됨.

6. Multicellular and stem cell–based bioinks: 천연 조직은 일반적으로 다른
유형의 세포로 구성되기 때문에, 생체모방 지지체를 만들 때 다른 유형의
세포들을 고려하여야 하며, 3D 바이오 프린팅을 위한 적절한 세포의 선택은
만들어진 지지체 구조물에서 조직화 하는데 매우 중요함.
▶ Dynamic hydrogels for multicellular 3D bioprinting

7. Biomolecule-contained bioinks: 3D 구조물에서 세포 기능을 조절하기
위해서는 생체 분자가 필요하여 다음과 같은 생체 분자 방출 특성을 갖는
구조물이 개발됨.
▶ Bone morphogenetic proteins
▶ Vascular endothelial growth factor
▶ Fibroblast growth factor
▶ Transforming growth factor
▶ Stromal cell–derived factor
▶ Extracellular matrix
▶ Peptide motifs
▶ Platelet-rich plasma
▶ Stem cell secretomes and other molecules



 Methods to fabricate heterogeneous constructs: 성공적인 생체 모방, 이종 구
조물을 개발하기 위해서는 적절한 제작 도구와 방법이 필요하여 각 기술의 시
스템을 다음과 같이 보고하고 있음. 

• Multihead systems
• Core-shell needle system
• Stereolithography
• Digital light projector
• Multimaterial microfluidic bioprinting



 3D printing for tissue engineering application5

• 조직공학의 목표는 재생 치료나 전체 장기 이식을 목적으로 기능적인
조직이나 장기를 만드는 것임. Bioprint된 조직은 조직공학이나 재생 의학
분야에서 가장 매력적인 방법이고 Bioprint에 의해 만들어진 복합 구조
제작에는 layer-by-layer 제작 방법이 필요함.

• Bioprinting을 통해 지지체와 조직을 제작하기 위해선 3가지 과정을 기반으로
진행됨.
1. 이미징 작업과 컴퓨터를 통해 print하고 싶은 조직의 디자인을 설계
2. 적절한 재료의 bio-ink를 생산
3. 지지체나 조직을 만들기 위한 적절한 bioprinter 선택

• 3D bioprinting 기술에 대한 접근방식은 생체모방 , 자율적 자가 조립
(autonomous self-assembly), mini-tissue building blocks 등이 보고되고
있으며 조직 공학 및 재생 의학을 위한 3D 프린팅의 현재와 미래의 잠재적
응용에 대해 보고하고 있음.

• 자율적 자가 조립은 조직을 복사하는 수단으로 배아줄기세포로 만든 장기
개발을 이용하는 접근법임. 개발된 조직의 초기 세포구성 성분은 extracellular
matrix (ECM)의 성분, 적절한 세포 신호, autonomous organization, 그리고
원하는 생물학적 micro–architecture로 만들어진 패턴과 기능에 의해
만들어짐. 미니 조직의 기본 구성은 생체모방, 자가 조립 방법과 관련 있으며.
디자인 및 자가 조립에 의한 미니 조직은 더 큰 구조를 제작하고 조립할 수
있음.



- 기능적 조직이나 장기를 프린트하기 위해선 모델링을 정확하게 하는 것이
중요하며 의료용 3D 시각화 기법은 실제적인 규모이면서 세부적으로 장기를
시각화하는 정확도에 중요함.

- 의료 분야의 시각화 기술은 3D에 대한 구조에서의 data와 세포, 조직, 장기,
organism level 기능을 제공하며 CAD (Computer Aided Design)와 컴퓨터
보조 제조 도구는 조직과 장기에 대한 복잡한 구조 정보를 수집하고 디지털화
함.

- 자기공명영상 (MRI)과 컴퓨터 단층촬영 (CT)과 같은 많은 최신 영상 및 진단
기술은 대상 조직에 대한 정보를 획득하고 이식물의 CAD 데이터를 얻기 위해
이용되고 있음.

 IMAGING & DESIGNING TISSUES 





 MATERIALS & BIOINK

- Bioink printing 방법은 두 가지
1. bioink를 다양한 폴리머로 이용하여 기능성 지지체로서 프린트하는 방법
2. 세포를 오직 bioink 재료로 사용하여 지지체 없이 프린트하는 방법

- 두 경우 모두, 세포가 포함된 bioprint된 구조물은 혈관 구조를 모방하거나 다
공성을 통해 충분한 영양 전달이 필요하며 프린트된 물질은 구조를 물리적으
로 지지해야 하므로 지정된 조직이나 위치에 적합한 기계적 특성을 가져야 함.
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