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            초록
          
        

        
          Herein, we propose a functional polymer cantilever to enhance maturation and contractile force of cardiomyocytes. The proposed cantilever consists of a surface-patterned polymer substrate and silver nanowires (AgNWs). The AgNWs are transferred to the PDMS substrate using conventional molding techniques. This thin metallic surface significantly improves the adhesion of cardiomyocyte on the surface-patterned PDMS with the hydrophobic characteristics. In addition, the use of AgNWs improves the visibility of the conducting PDMS substrate for the observation of cardiomyocyte through an inverted microscope. The AgNWs also assist in synchronizing each cardiomyocyte to maximize its contractile force.
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      1. 서 론
      신약 개발에 있어서 개발 비용과 기간은 치료법의 다양성을 저해하는 가장 큰 요소로 작용한다 [1]. 심장의 기능적 이상으로 인한 심장박동이 비정상적인 주기로 발생하거나 신체의 조직에 필요한 혈액을 제대로 공급하지 못하는 경우 부정맥 또는 심부전이 발생하게 된다 [2]. 부정맥은 여전히 사망의 주요 원인으로 부적절한 약물 사용으로 인한 부작용이 가장 큰 원인이다 [3-5]. 이온채널 연구와 전기생리학 실험은 단일 세포에서 이온의 세포막 통과에 따른 전류, 전압을 측정한다 [6]. Manual patch-clamp는 전기생리학 분야에서 ‘gold standard’ 로 약물 독성 평가에 필수적이지만 데이터 처리량이 매우 낮고, 노동집약적인 방법이다. 낮은 데이터 처리량을 개선하기 위하여 auto patch clamp 기술이 보급되고 있지만 기기가 매우 고가이고, manual patch-clamp 보다 데이터의 신뢰성이 낮다는 단점이 있다[7]. Patch-clamp와 더불어 최근 CiPA(Comprehensive in vitro proarrhythmia Assay)에서 새로운 독성 평가 기준으로 논의 중인 MEA는 세포 단위에서 FP(Field potential)의 측정을 통하여 약물에 의한 부정맥 유발을 판단할 수 있다[8]. 하지만 전해질 용액 내에서 노출되는 미세 전극은 노이즈가 심하고 전극 끝에서 전해질이 확산되므로 장시간 스크리닝에 수집된 결과의 질이 떨어진다. In vitro system 은 본래 장기가 갖는 구조 및 기능을 유사하게 재현하는 것이 필요하다. Mechano physiology 플랫폼 및 heart on a chip 은 심장과 유사한 환경을 재현하고, 심장 조직의 기계적인 운동 능력을 평가하는 방법이다 [9,10]. 기계 생리학적 방법은 데이터 수집이 매우 간단하고, 기기를 다루는 것보다 세포배양이 수집 결과에 신뢰성을 높인다.

      본 연구에서는 AgNW(Ag nano-wire) 기반 기능성 폴리머 캔틸레버를 개발을 제안한다. 캔틸레버 상부 표면에는 micro groove가 패턴되어 있으며, AgNW 가 groove 사이에 코팅되어 있어 세포간 전기적 동기화가 가능하다. 또한 각각의 캔틸레버에는 레이저 변위계로 측정 가능한 반사판의 집적화로 –nm 범위에서 정밀한 수축력 수집 및 분석이 가능하다. 각각의 캔틸레버 몸체엔 두개의 캔틸레버가 위치하여 수축력 측정에 신뢰성 및 재현성을 향상하였다. 제안된 AgNW 기반 기능성 폴리머 캔틸레버는 심근세포의 조직 수준에서 정렬, 성숙도 향상 및 약물의 용량-반응성 검사에서 더욱 높은 정확성을 갖는 플랫폼으로 활용을 기대한다.

    

    

  
    
      2. 연구 방법
      
        2.1 AgNW 기반의 기능성 폴리머 캔틸레버의 제작
        심근세포의 수축력 측정 및 성숙도 향상을 위한 AgNW 기반의 기능성 폴리머 캔틸레버는 Fig. 1과 같이 polymer part와 glass part로 구성된다. Polymer part는 상부 표면에 soft-lithography로 형성된 micro groove(3 μm line and space) 가 패턴되어 있으며, 자유단에 집적화된 반사판은 레이저 변위계를 이용하여 심근세포의 수축력을 정량적으로 측정할 수 있다. Glass part는 캔틸레버 형상 및 무게를 유지하여 배양액 환경에서 PDMS 박막의 변형을 방지한다. 또한 캔틸레버 상부표면에 형성된 micro groove는 표면학적 특성을 통하여 실제 심장과 유사한 구조를 갖도록 심근세포를 정렬하고 코팅된 AgNW는 재료가 갖는 높은 전도성을 통하여 직접적으로 동기화하지 못한 세포들을 간접적으로 동기화할 수 있으며, 이를 통하여 심근세포의 성숙도 향상이 가능하다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Schematic illustration of (a) Flat PDMS cantilever, (b) 3 μm groove and AgNW PDMS cantilever.
          
          

          

        

      

      
        2.2 NRVM 추출 및 배양
        모든 동물 실험은 전남대학교 동물윤리위원회로부터 승인 후 진행하였다. NRVM(Neonatal rat ventricular Myocytes) isolation은 생후 3일 이내의 Sprague-Dawley Rat에서 적출된 심장을 심방과 심실로 분리하였다. 다음으로 ADS buffer solution (NaCl 120 mM, HEPES 20 mM, NaH2PO4 8 mM, D-glucose 6 mM, KCl 5 mM, MgSO4 0.8 mM, DI water 1L, pH 7.35)을 이용하여 분리된 심실을 세척 후 Enzyme Solution (Collagenase 0.5 mg/ml, Pancreatin 0.6 mg/ml, ADS buffer solution 50 ml) 및 pre-plating을 통해 단일 심근세포를 획득하였다. 제작된 폴리머 캔틸레버 표면에 fibronectin (Corning)을 효과적으로 코팅하기 위하여 산소 플라즈마 처리 (CUTE-1MPR, Femto Science Inc., 100 W, 10 s)를 통하여 표면 개질 후 fibronectin을 dip-coating 하였다. 획득한 심근세포는 1,000 cell mm-2 밀도로 PDMS 캔틸레버 전면에 분주하였으며, 변위 측정은 배양 후 11일 동안 진행하였다. 또한 심근세포의 배양기간 동안 세포 배양액은 48시간 간격으로 교체하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 기판에 따른 심근세포 성숙도 평가
        심근세포는 배양 기질의 형태학적 변화에 의하여 비등방성 특징을 보인다. 심근 세포의 높은 구조적 발달을 위하여 soft-lithography 기술을 통해 복제된 micro groove는 3 mm line and space를 갖는다. Micro groove가 패턴된 기질에서 심근세포의 비등방성 특징을 확인할 수 있으며, groove 크기에 따라 서로 다른 수축력 및 sarcomere length를 확인할 수 있다. 면역 형광 염색법(ICC staining)을 통하여 배양 기질의 형태학적 변화 및 전도도 특성이 세포 골격의 조직화 및 성숙도 향상이 가능하다는 사실을 증명하였다[Fig. 2]. 이와 같은 결과는 배양 기질의 형태학적 변화 및 전도도를 통한 세포 골격의 조직화 및 성숙도 향상이라는 생물학적 의미와 폴리머 캔틸레버의 변위 향상을 통한 추가적인 감도 증가를 기대할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Immunocytochemically stained images of cardiomyocytes cultured on different surface (a) α-actinin, (b) Connexin 43, (c) Sarcomere length of the cultured cardiomyocytes on different surface.
          
          

          

        

      

      
        3.2 배양 기간에 따른 수축력 측정
        심근세포의 형태학적 정렬을 확인하기 위하여 flat, 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버 기판에서 배양 후 광학현미경을 사용하여 관찰하였다[Fig. 3]. Flat PDMS 캔틸레버에 배양된 심근세포 방향성이 없는 등방성 특징을 나타냈으며, 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버에 배양된 심근세포는 캔틸레버의 길이방향으로 정렬되는 비등방성 특징을 나타낸다. 또한 groove가 패턴된 캔틸레버에서 더 많은 심근세포의 수를 확인할 수 있었으며, 이는 더 높은 부착력을 나타낸다. 배양 기질의 패턴은 심근세포의 성장에 대한 방향성을 뚜렷하게 제공한다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Optical microscope image of (a) Flat PDMS cantilever, (b) 3 μm groove and AgNW PDMS cantilever.
          
          

          

        

        심근세포의 배양기질에 대한 비등방성 특징은 성숙도 뿐만 아니라 수축력을 증가시킨다. 심근세포의 수축/이완에 따른 캔틸레버의 기계적 변형은 자유단에 집적화된 반사판을 통하여 레이저 변위계를 이용한 정량적인 수축력을 배양기간 동안 측정하였다. Fig. 4(a)와 (b)는 서로 다른 배양 기간의 함수로서 flat 및 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버의 변위를 나타낸다. 캔틸레버의 변위는 세포 배양 후 5일째부터 확인되었으며, 배양 후 11일차까지 측정하였다. 폴리머 캔틸레버의 변위는 심근세포 배양 후 11 일까지 증가하는 특성을 나타내며, 수축력이 세포 배양 시간에 크게 영향을 받는 다는 것을 확인하였다 [10]. 11 일째에 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버의 최대 변위는 703.2±15.23 μm이다. Flat PDMS 캔틸레버에서 최대 변위 471.2±6.91 μm로 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버가 약 1.5배 높은 수축력을 달성하였다. 심근 세포의 수축력이 증가하고 캔틸레버에서 기계적 변형이 증가하는 이유는 micro groove가 3차원 생체환경을 모사하였고, AgNW는 세포간의 전기적 신호를 더욱 원활하게 하여 성숙도를 향상시켜 더 높은 수축력을 달성하였기 때문이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Bar plots depicting the displacement over different cell-culture periods from day 5–11 (a) Flat PDMS cantilever, (b) 3 μm groove and AgNW PDMS cantilever.
          
          

          

        

      

      
        3.3 약물 반응성 평가
        심근세포에서 Ca2+ 는 수축/이완 및 세포 생존 신호 등을 나타내는 필수적인 이온이다. Flat PDMS 캔틸레버와 3 μm groove and AgNW PDMS에 다양한 농도(control, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1 μM)의 Verapamil을 처리하여 농도가 증가함에 따른 약물의 부작용을 확인하였다[Fig. 5, 6]. 심근세포의 수축력과 박동수는 Fig. 5, 6 과 같이 약물 농도가 증가함에 따라 감소하였다. 약물 농도를 최대 1 μM 까지 투여했을 때 flat PDMS 캔틸레버는 약 90%의 수축력이 감소하였지만, 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버는 60%의 수축력 감소만 나타남을 확인하였다[Fig. 5]. 박동수는 flat PDMS 캔틸레버 약 60% 감소, 3 μm groove and AgNW PDMS 캔틸레버는 34% 감소하였다[Fig. 6]. 이와 같은 결과는 성숙한 세포에서 더욱 안정적이고 높은 농도까지 약물 용량 반응성 테스트의 가능성을 나타낸다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of verapamil on the contractility of cultured cardiomyocytes.	(a) flat PDMS cantilever displacement produced by the contractility of the cultured cardiomyocytes at different verapamil concentrations, (b) 3 μm groove and AgNW PDMS cantilever displacement produced by the contractility of the cultured cardiomyocytes at different verapamil concentrations.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Beat rates of the cardiomyocyte treated with different verapamil concentrations. (a) flat PDMS cantilever, (b) 3 μm groove and AgNW PDMS cantilever.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 AgNW 기반 기능성 폴리머 캔틸레버의 제작 및 심근세포 배양을 통한 성숙도 향상을 진행하였다. 캔틸레버는 micro groove와 AgNW를 통하여 심근세포를 정렬하고 높은 전기 전도도를 통하여 세포간 간접적인 동기화를 이룰 수 있게 하였다. 면역 형광 염색법(ICC staining)을 통하여 배양 기질의 형태학적 변화 및 전도도에 따른 심근세포의 성숙도를 검토하였으며, grooved and AgNW 배양 기질에서 최대 성숙도를 달성하였다. 레이저 변위계를 이용한 수축력 측정 시스템은 –nm 범위의 미세한 수축력 측정을 통하여 grooved and AgNW를 통한 성숙도의 향상이 수축력에 미치는 효과를 확인하였다. 심근세포의 성숙도와 수축력은 micro groove와 AgNW의 최적화된 배양 기질에서 최대 변위를 달성하였다. 본 연구는 AgNW 기반 기능성 폴리머 캔틸레버 제작 그리고 특성 평가를 통하여 심근세포의 기계적 수축 거동 분석을 통한 약물 스크리닝 및 심근세포의 배양 기질의 형태학적, 외부 자극 없이 전도성 기판을 통한 간접적인 동기화를 통한 특성 분석 플랫폼의 활용 가능성을 증명하였다.
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