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            초록
          
        

        
          Scaffolds for bone tissue engineering (BTE) should accomplish appropriate mechanical, cell interaction, and new bone in-growth properties. Among calcium phosphate (CaP) based bio-ceramics used for preparing scaffolds, biphasic calcium phosphate (BCP) is attracting great interest for fabricating BTE scaffolds owing to its excellent biocompatibility and osteoconductivity. Fused deposition modeling (FDM) is an additive manufacturing technology commonly used for modeling, prototyping, and production applications. It is one of techniques used for 3D printing. The main purpose of this study was to develop new fabrication process of BCP scaffolds based on extrusion moulding using a 3D printer. Through the 3D printer, we showed new fabrication process for making scaffold mould and extrusion device parts that could be combined with tension-compression test machine. Line width, pore size, and porosity of these fabricated BCP scaffolds were measured and calculated. Mechanical properties and cell proliferation results of these BCP scaffolds were then evaluated.
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      1. 서론
      조직공학은 손상된 골 조직 또는 생체 기능을 개선 및 복원하기 위한 다학제간의 학문이다. 조직공학에서 중요한 인자로는 세포, 성장인자 그리고 인공지지체가 있다. 이 때, 인공지지체는 세포의 증식 및 분화 그리고 세포들이 골 조직을 생성할 수 있도록 도와주는 중요한 역할을 한다. 이러한 인공지지체는 생체적합성과 생분해성이 필수적이다.1 따라서 최근 인공지지체를 제작하기 위해 다품종 소량생산과 시작품 제작에 장점이 있는 첨가가공(Additive Manufacturing) 기술이 사용되고 있다.2,3

      인공지지체에 사용되는 생체재료로는 크게 고분자(Polymer), 세라믹(Ceramic) 그리고 금속(Metal)으로 구분된다. 특정 위치에서 재료를 사용하는 조건의 경우 다음 세 가지 요소인 경제성(Economics), 특성(Properties) 그리고 공정(Processing)을 고려해야 한다. 재료의 물리적 성질은 세라믹, 금속 및 고분자의 순서로 좋으며, 가공은 금속, 고분자 그리고 세라믹 순서로 어렵다.4,5

      세라믹 분말은 복잡한 형태의 구조물로 제작하기 어렵고 제조 공정에서의 반복재현성이 떨어진다. 또한 세라믹재료는 깨지기 쉬운 특성이 있다.5,6 하지만, 세라믹 인공지지체의 제조 기술은 많은 가공기술의 진보로 인해 개선되고 있다. 최근에는 3D 프린팅 기술을 이용한 세라믹 인공지지체 제작에 대한 연구가 진행되고 있다. 대표적인 기술로는 선택적 레이저 소결(Selective Laser Sintering), 로보캐스팅(Robocasting), 잉크젯기술(Inkjet-Based 3D Printing) 등이 있다. 하지만 제작 공정이 까다롭고 표면 조도가 좋지 못한 특성을 가지고 있다.7-9

      그러나3D 프린팅 기술을 기반으로 몰드(Mould)를 이용한 바이오 세라믹 인공지지체의 제조 사례가 최근 보고되고 있다. 대량 생산에 유리하고 원하는 형상의 몰드를 쉽고 빠르게 제작할 수 있는 몰드 제작 기술에는 광조형기술(Du et al.,9 Sabree et al.,10 Chopra et al.,11 Seol et al.,12 Guo et al.,13 Woesz et al.14), 열 용해적층기술(Bose et al.15), 그리고 쾌속조형기술(Wilson et al.,16,17 Schumacher et al.,18 Vivanco et al.19) 등이 있다. 기존방식에서는 몰드의 형상이 내외부가 막혀져 있지 않은 채로 수작업으로 세라믹 슬러리를 주입하였다. 따라서 본 연구에서는 간편한 몰드 성형방식을 고안하였고, 책상용 압축 시험기를 활용하여 시린지 주사 기능이 될 수 있도록 필요한 부품을 3D 프린터로 제작하였다.

      본 연구에서는 FDM 3D 프린터를 이용한 몰드를 기반으로 세라믹 인공지지체의 제작시간을 단축시킴과 동시에 재현성을 증가시키고, CSE (Ceramic Slurry Extrusion) 공정에 대한 새로운 제작방법을 개발하여 손쉽고 편리하게 세라믹 인공지지체를 만들고자 하였다. 또한, 소결 후 만들어지는 세라믹 인공지지체의 정밀도를 향상시키고자 하였다. 실험 몰드 그룹은 세가지 유형으로 구분한다. 그리고 세라믹 인공지지체의 외부 치수 및 무게를 측정하였고 부피, 다공성 및 수축률에 대한 값을 계산하였다.

    

    

  
    
      2. 실험 및 방법
      
        2.1 CSE 공정 설계
        Fig. 1은 CSE 공정의 콘셉트로서 인공지지체를 설계 및 제작하고 평가하는 단계까지 전체과정을 보여준다. 인공지지체를 제작하기 위한 개략도는 Fig. 2에서 나타내고 있다. 간단히 설명을 하면, Fig. 1(a)는 몰드 모델링의 사진이며, 원하는 인공지지체를 제작하기 위해 3D 소프트웨어를 통해 내부 연결성을 가지고 또한 공극이 만들어질 수 있도록 디자인하였다. Fig. 1(b)는 상용화된 3D 프린터이며, 모델링 파일을 STL로 변환하여 제작 조건을 설정하면 빠른 시간 내에 제작이 가능하다. 그리고 나서 자체 개발된 CSE 장치를 통해 몰드를 Fig. 1(c)와 같이 시린지와 결합하고 압출 공정을 수행하였다. 끝으로 오븐에서 건조시킨 후에 소결함으로써 Fig. 1(d)처럼 바이오 세라믹 인공지지체가 제작되었다. Fig. 3은 몰드의 콘셉트 모델링 사진이다. 그룹 A는 일반형 모델로 상부에만 열려있는 형태이고 그룹 B는 그룹 A 모델과 같으나 하부 측면에 양방향으로 총 4개의 출구가 있다. 하부 측면에 양방향으로 4개의 출구가 있는 것은 바이오 세라믹 슬러리를 정량적으로 충진하기 위함이다. 슬러리를 충진하는 과정에서 4곳에서 슬러리가 나오게 되면 몰드 속 슬러리가 모두 충진되었다는 것을 알 수 있다. 그룹 A와 B는 CSE 장치로 사용이 되지 않으며 수작업으로 슬러리를 충진할 수 있다. 그룹 C는 그룹 B보다 정량적인 충진과 더불어 CSE로 슬러리를 충진할 수 있어 수작업보다 효율적이다. 그룹 B와 마찬가지로 하부 측면에 양방향으로 4개의 출구가 있다. Table 1은 FDM 3D 프린터를 사용한 몰드 및 부품의 공정 조건을 나타내고 있다.
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            Concept of scaffold fabrication 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Schematic diagram for fabrication of bio-ceramic scaffold
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            3D modeling of concept moulds; (a) PM (Group A), (b)PMSV (Group B), and (c) PMSVE (Group C)
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Mould images made of FDM 3D printer
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            The fabrication process of three moulds
          
          

        

        
          
            	Printer type
            	FDM 3D printer (Makerbot®Replicator)
          

          
            	Layer height
            	0.05 mm
          

          
            	Quality
            	High
          

          
            	Temperature
            	215oC
          

          
            	Nozzle size
            	0.4 mm
          

          
            	Filament type
            	True white (1.75 mm)
          

        

        

      

      
        2.2 슬러리 준비
        이상 인산 칼슘(BCP, 60% HA와 40% TCP의 합성)은 오스젠 회사에서 구입하였다. BCP 분말은 100의 체를 통해 걸러 사용하였다. Bio-Ceramic 입자를 안정화 시키기 위한 분산제로 Polymethacrylate (Darvan®C, RT Vanderbilt, USA)를 사용하였다. Hydroxyprophyl Methylcellulose (HPMC, H7509-100G, Sigma-Aldrich, USA)는 점도를 증가시키기 위해 사용하였고, Polyethylenimine (PEI, 408727-100ML, Sigma-Aldrich, USA)는 응집제로서 필라멘트가 노즐로부터 응집력을 가지고 토출되도록 하는 재료로 사용되었다.20 적절한 배합비율을 맞추기 위해 먼저 분석저울(Ohaus PA214, USA)에 플라스틱 접시를 사용하여 0.8 g의 BCP를 준비하였다. 그리고 나서 0.75 ml의 Darvan®C, 0.1 g의 HPMC 그리고 0.3 ml의 PEI를 넣어 골고루 혼합하였다. 혼합공정 후 제조된 혼합물을 오븐(OF-12, JEIO TECH, Korea)에 50oC에서 20분 동안 건조시켰다. 오븐에서의 열처리는 혼합물로부터 수분을 증발시키고 슬러리를 보다 안정화시키기 위한 필수 작업이다. 그렇지 않으면 슬러리 구조물 제작 시 형상 유지가 제대로 되지 않는다.

      

      
        2.3 특성
        인공지지체의 선폭과 공극 크기를 측정하기 위해 정립 현미경(CX31, Olympus, Japan)이 사용되었다. 그리고 주사전자현미경(Scanning Electron Microscopy, Tescan VEGA II LMU, Czech)을 사용하여 제작된 바이오 세라믹 인공지지체의 구조 및 표면을 관찰하였으며, 에너지 분산형 분광분석(Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy)을 통해 재료의 이온 성분을 측정하였다. 소결 전과 후의 세라믹 인공지지체의 회절 X선 스펙트럼을 얻기 위해 CuK, 35 kV, 20 mA의 조건으로 X선 회절 분석(XRD, Ultima IV, Rigaku, Japan)을 진행하였으며, 범위는 2o/min의 속도로 10o에서 80o까지 측정하였다.

      

    

    

  
    
      3. CSE 공정을 이용한 바이오 세라믹 인공지지체의 제작 및 평가
      
        3.1 바이오 세라믹 인공지지체의 제작 공정
        CSE 장치는 FDM 3D 프린터를 사용하여 압축 시험기 및 부품을 통해 성공적으로 개발되었다. Fig. 5는 CSE 장치의 실제 이미지를 보여준다. Fig. 5(a)에서 보면, 국방색의 압축기 헤드와 시린지 피스톤의 연결부가 3D 프린터를 활용하여 제작되었다. Fig. 5(b)를 통해 더욱 세부적으로 결합된 부품을 확인할 수 있다. Fig. 5(c)는 몰드 내부로 슬러리를 압축해서 삽입시키는 공정을 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Actual image of CSE device
          
          

          

        

        바이오 세라믹 인공지지체 제작을 위한 제조 공정은 다음과 같다. 우선, 준비된 슬러리를 10 cc 주사기로 채우고, 몰드의 입구 부분을 주사기의 테이퍼 노즐과 결합시킨다. 두 번째, 결합 된 주사기를 피스톤 헤드에 연결한다. 세 번째, 피스톤 헤드는 슬러리가 압축 될 수 있는 슬러리 위치로 이동되고, 피스톤 헤드를 20 kgf까지 압축한다. 마지막으로, 슬러리는 4 개의 출구 중 하나의 출구에서 나오게 된다. 결과적으로, 슬러리가 모든 출구로부터 흘러나오게 되면 슬러리의 충전이 몰드에서 마무리 되고, 몰드는 압축장치로부터 제거되며 완성된다. 제작된 몰드형 인공지지체를 12시간 동안 상온에서 건조시키고, 50oC에서 12 시간 동안 오븐에서 건조시킨다. 세라믹 인공지지체를 얻기 위해 소결로(MF-12, JEIO TECH, Korea)를 사용하였다. 온도 제어 과정은 다음과 같이 수행되었다.20 슬러리 구조에 균열이 생기지 않도록 몰드형 인공지지체를 600oC로 소결한다. 소결 동안 몰드의 주재료인 PLA는 모두 사라지고 없어진다. 600oC에서 소결로의 소결온도는 1시간 동안 유지하였다. 그리고 나서 600oC에서 1,150oC로 온도를 올린 뒤, 최종온도 1,150oC로 2 시간 동안 유지하였다. 소결공정에서 몰드가 제거되어 내부 및 모양이 잘 이루어진 세라믹 인공지지체가 만들어졌다. 결과적으로 세라믹 인공지지체는 1150oC에서 2 시간 소성 한 후에 제작되었다.

      

      
        3.2 바이오 세라믹 인공지지체의 제작 및 평가
        Fig. 6은 소결 전 BCP 분말과 소결 후 세라믹 인공지지체의 XRD 패턴을 보여주고 있다. 소결 전 BCP 및 소결 후 세라믹 인공지지체는 XRD성분 곡선에서 HA (JCPDS No. 09-0432) 및 β-TCP (JCPDS No. 09-0169)에 해당하는 결과값을 나타내었다.22 류외 연구자들(Ryu et al.)에 따르면, 상온에서 β-TCP 상이 가장 안정하다는 것을 보고했었다. 따라서, 본 연구에서는 β-TCP상을 얻기 위해 1,150oC 온도로 소결을 진행하였다. 그 결과, 모든 세라믹 인공지지체에서 1180oC 이상에서 얻을 수 있는 α-TCP 상을 관찰할 수 없었다.

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            The XRD patterns of raw BCP powder (top) and BCP scaffold (bottom) sintered at 1150oC for 3h
          
          

          

        

        Fig. 7은 1150oC에서 2시간 동안 소결된 세라믹 인공지지체의 SEM 사진이다. 세라믹 인공지지체는 고온 소결 공정을 거친 후 얻어졌으며, Fig. 7(a)에서 볼 수 있듯이 세라믹 인공지지체는 몰드의 잔재물이 없이 깨끗한 겉표면을 보여주고 있었다. 세라믹 인공지지체의 등각 투시도와 평면도의 SEM 사진(Fig. 7(a))에서 볼 수 있듯이, 일정한 큰 상호 연결된 공극을 가지며 잘 정의된 구조를 보여 주었고, 구조화된 인공지지체의 표면상에서 대공극(Macropores)을 가졌다. 세라믹 인공지지체는 Fig. 7(b)와 같이 Ca 및 P 이온과 같은 화학 성분을 나타내었다. 이러한 구성 요소는 실제 인간의 뼈와 비교하여 유사한 화학적 특성을 갖기 때문에 뼈 조직 재생에 좋은 세포들간의 상호작용 효과를 제공한다.23

        
          
          

          Fig. 7 
				
          

          
            SEM/EDS images of bio-ceramic scaffolds: (a) SEM image and (b) EDS image
          
          

          

        

      

      
        3.3 PM, PMSV, PMSVE 몰드에 따른 바이오 세라믹 인공지지체의 형상 및 특성에 관한 비교분석
        Table 2는 제작된 인공지지체의 외부 치수, 중량, 체적, 다공성, 그리고 수축량에 대한 계산한 값을 나타낸다.

        
          Table 2 
				
          

          
            Measurements of exterior scaffold dimensions and weight and calculated values for volume, porosity, and shrinkage. Values are expressed in average ± SD 
            (n = 8)

          
          

        

        
          
            
              	
              	Plane
              	Direction
              	Measured of Calculated (SD)
            

            
              	
              	
              	
              	PM
              	PMSV
              	PMS-VE
            

          
          
            	Dim-ensions
(mm)
            	x
            	x-top
            	4.89 ± 0.05
            	4.87 ± 0.08
            	5.06 ± 0.06
          

          
            	x-bottom
            	4.58 ± 0.10
            	4.80 ± 0.11
            	5.01 ± 0.06
          

          
            	y
            	y-top
            	5.16 ± 0.14
            	5.19 ± 0.09
            	5.03 ± 0.06
          

          
            	y-bottom
            	4.71 ± 0.08
            	4.72 ± 0.07
            	4.94 ± 0.07
          

          
            	z
            	z-front
            	4.95 ± 0.18
            	5.06 ± 0.22
            	4.35 ± 0.06
          

          
            	z-back
            	4.92 ± 0.19
            	5.49 ± 0.34
            	4.40 ± 0.07
          

          
            	Volume (mm3)
            	
            	
            	115.21 ± 4.46
            	128.23 ± 5.24
            	109.67 ± 2.33
          

          
            	Weight (mg)
            	
            	
            	94.94 ± 2.69
            	86.90 ± 5.19
            	77.89 ± 2.96
          

          
            	Porosity (%)
            	
            	
            	61.84 ± 2.81
            	56.78 ± 4.80
            	62.53 ± 3.53
          

          
            	Shri-nkage (%)
            	
            	
            	32.26 ± 2.58
            	28.32 ± 3.03
            	37.46 ± 1.44
          

        

        

        본 연구에서는 면 방향에 따른 세라믹 인공지지체 제작의 정확성 및 재현성이 요구된다. 편차가 평균에 가깝다면, 재현성 높게 만들어졌다고 말할 수 있다. PMSVE 세라믹 인공지지체의 치수, 부피 및 수축값이 PM, PMSV 세라믹 인공지지체보다 전체적으로 높다.

        PM, PMSV, PMSVE 몰드에 똑같은 양의 세라믹 슬러리를 주입하였을 때 만들어지는 인공지지체의 개수에 차이점을 보였다. 특히 세라믹 슬러리를 손으로 압출하여 만드는 PM, PMSV 몰드의 경우 5, 6개의 몰드가 충진되는 반면에 책상용 압축시험기를 이용한 PMSVE 몰드의 경우 7개에서 최대 10개까지 충진이 되었다. 이러한 이유는 PM, PMSV 몰드가 세라믹 슬러리를 충진하는데 수작업으로 진행되고 일정한 양의 세라믹 슬러리가 몰드 속으로 충진되지 못하며, 일정한 압력을 가지지 못한 채 충진되기 때문에 결과적으로 세라믹 슬러리가 정형적으로 나오지 못한다. 반면, PMSVE 몰드는 책상용 압축시험기를 통해 일정한 압력과 속도로 세라믹 슬러리를 토출하기 때문에 수작업으로 수행하게 되는 PM, PMSV 몰드보다는 보다 많은 몰드에 충전할 수 있고, 세라믹 슬러리가 정형적으로 나온다고 볼 수 있다. 이러한 점을 보았을 때, 똑같은 세라믹 슬러리를 만들었을 때 PMSVE 몰드를 사용하는 것이 반복성이 좋으며, 정형적이고 일정한 인공지지체를 만들 수 있다.

        무게와 다공성 값에는 큰 차이가 없었다. 하지만 PM, PMSV 세라믹 인공지지체는 입구가 열려있고 슬러리를 손으로 압출하기 때문에 슬러리를 충진하는 과정 및 소결하는 과정에서 정밀도가 PMSVE 보다 낮다고 판단되었다. Table 2에 Dimension값을 보면 PM, PMSV로 만든 인공지지체는 PMSVE로 만든 인공지지체 보다 값들이 일정하지 못하고 오차 또한 PMSVE로 만든 인공지지체들 보다 높게 측정되었다. 이는 몰드가 열려있는 과정에서 소결하게 되면 열에 쉽게 노출되고 변형도 빠르게 발생하기 때문이다.

        Table 3은 PMSVE 인공지지체의 평면 및 방향에 따른 공극 크기의 현미경 측정 결과를 나타낸다. X-Y 평면의 X, Y 방향의 공극 크기는 각각 516 ± 22, 534 ± 28로 측정되었다. X-Z 평면의 X와 Z 방향은 883 ± 40와 538 ± 27로 측정되었다. Y-Z 평면의 Y 및 Z 방향은 각각 557 ± 27 및 917 ± 25로 측정되었다.

        
          Table 3 
				
          

          
            Results on the pore size of PMSVE BCP scaffolds fabricated at different mould condition. Values are expressed in average ± SD 
            (n = 8)

          
          

        

        
          
            
              	Plane
              	Direction
              	Pore size (μm)
            

          
          
            	x-y
            	x
            	516 ± 22
          

          
            	y
            	534 ± 28
          

          
            	x-z
            	x
            	883 ± 40
          

          
            	z
            	538 ± 27
          

          
            	y-z
            	y
            	557 ± 27
          

          
            	z
            	917 ± 25
          

        

        

      

    

    

  
    
      4. 결론
      본 연구에서는 FDM 3D 프린터를 활용하여 세라믹 인공지지체 몰드 공정을 개발하였다. 그리고 PMSVE 인공지지체를 성공적으로 제작하였고 PM과 PMSV에 대한 결과를 비교하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

      (1) FDM 3D 프린팅 기술과 압출 성형 방법의 결합은 세라믹 인공지지체 제작공정의 단순화 및 제작시간을 단축시키는 획기적인 기술이었다.

      (2) 하부 양측의 4개의 출구를 이용한 몰드는 바이오 세라믹 슬러리 재료의 정량적인 충진으로 인해 인공지지체 제작의 반복재현성을 향상시켰다.

      (3) 소결된 세라믹 인공지지체는 CSE공정이 상호 연결된 공극을 가진 정확한 인공지지체 형태를 생성 할 수 있으며 잠재적으로 골 유착에 적합하다는 것을 보여 주었으며 더 나아가 골 조직공학을 위한 적절한 인공지지체를 제작할 수 있는 잠재력을 보여주었다.

      향후 연구계획으로는 세라믹 인공지지체의 치수와 평면 및 방향에 따른 공극 크기의 오차를 최소화 할 것이다. 그리고 기계적 강도 향상 및 CSE공정에 따른 다양한 생체재료를 접목한 인공지지체 개발에 초점을 두어 연구를 진행할 계획이다.
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