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            Abstract
          
        

        
          Increasing interest of human health, building bio-database (Bio DB) has been become a hot issue in life science. Consequently, Single Cell Analysis (SCA) which can explain biodiversity of lives has been a significant factor for building Bio DB. In numerous studies from these analyses, they have been showed that mechanical properties of cells can serve explanation of biological heterogeneity and criterion of disease states. Therefore, measuring mechanical properties of cells have great potential to be used in bio-medical applications. However, traditionally, many researchers have undergone difficult and time consuming work because handling small sized cells usually requires high-skilled technique. Thus, this paper shows robotized stiffness measurement technique using fixed ended beam sensor, precision motorized stage and substrate which have wall structure.
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      1. 서 론
      최근 로봇 산업은 산업용 로봇을 넘어서 그 활용분야 를 다양하게 확장하고 있다. 특히 의료 산업과 생명공학 분야에서 사용하는 실험 장비에 로봇 기술을 응용하려 는 연구가 진행되고 있다. 예를 들어 단일 세포에 물질을 주입하기 위해서는 세포를 배양시킨 후 효소를 첨가하 여 개별 세포로 분리시키고 피펫(holding pipette)과 바늘 (injection needle)을 이용하여 물질을 정확한 위치에 주 입하는 정밀한 작업이 요구 된다. 이러한 작업은 작업자 의 숙련도에 영향을 많이 받는다[1]. 따라서 높은 정밀도 가 요구되는 고난이도 세포 조작에 로봇 머니퓰레이터 를 활용하여 정밀한 작업을 반복적으로 수행 할 수 있으 며, 로봇 머니퓰레이터에 말단 장치나 센서를 장착하여 다양한 작업을 수행 할 수 있다. 이와 같은 로봇 기술은 최근 다양한 연구가 진행되고 있는 단세포 분석(Single Cell Analysis, SCA)에도 효과적으로 적용 할 수 있다[2,3]. 예를 들어 혈액병은 단일 세포에서 발생하며[4-6] 세포의 기계적 특성이 질병 진행의 척도가 되므로[7-9] 힘 센서를 활용하면 단일 세포의 기계적인 특성을 효과적으로 측 정 할 수 있다.

      단일 세포의 기계적 특성을 측정하기 위한 연구로는 마이크로 사이즈의 구조물[10,11], 외팔보[12], 양단 고정보[13] 와 같은 특수한 형상을 통해 단일 세포의 변형을 발생시 키고 그 변형을 통하여 강성을 예측하였다. 또한 원자력 현미경(Atomic Force Microscopy, AFM)에 연결된 미세바 늘을 이용하여 단일 세포의 부분 강성을 측정하였다[14]. 이외에도 전기이동 현상이 세포를 부풀린다는 점에 착 안하여 단일 세포의 강성을 측정하고자 하였다[7]. 그러 나 원자력 현미경과 초소형 피펫을 활용하는 경우에는 국부적으로 과도하게 변형이 발생 되므로 세포 전체의 강성을 측정하기 어려우며, 구조물의 변형을 활용하는 경우에는 복잡한 형상의 구조물이 필요하거나 구조가 단순하더라도 특정 위치에 힘을 집중하기 위해 센서의 말단이 예리한 형상을 가지게 된다[13,14]. 이로 인하여 상 대적으로 고강성 물질을 사용하여 센서를 제작하므로 측정 범위 역시 높아질 수밖에 없다. 그러나 일반적으로 세포의 강성은 낮은 영역에 존재하므로 폭넓은 측정을 하기에 어려움 점이 있다.

      따라서 본 연구에서는 유연 물질과 간단한 구조를 활 용하여 단일 세포의 강성을 측정 할 수 있는 센서를 개발 하고자 한다. 본 연구가 기여하는 점은 다음과 같다.

      


      
        	▪ 
				양단 지지보의 센서구조물의 수학적 모델 도출


        	▪ 
				센서 구조물 형상 도출 및 제작


        	▪ 
				초정밀 로봇 플랫폼을 통한 세포의 강성 측정 결과


      

    

    

  
    
      2. 기계적 강성 측정 원리
      
        2.1. 측정 원리
        세포의 강성 측정을 위해서 Fig. 1과 같이 센서의 변형 을 이용하여 측정 대상물과 센서 사이에 작용하는 힘을 측정하고, 측정된 힘과 대상물의 변형을 바탕으로 강성 을 계산한다. 센서 구조물은 양단 고정보이며, 센서 구조 물을 이용하여 세포를 고정된 벽면에 압착 시킨다. 이때 세포와 센서 구조물 사이에 발생하는 힘으로 세포와 센 서 구조물은 각각 변형되는데, 센서 구조물의 최대 변형 량과 최대 변형이 발생한 위치 정보를 이용하며 발생한 힘은 계산 할 수 있다. 센서 구조물은 변형을 최대화 하 기 위해 유연한 물질로 제작 되어야 하며, T형상으로 제작하여 최대 변형이 발생한 위치 확인이 용이하도록 하였다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Measurement concept

          
          

          

        

      

      
        2.2. 지배방정식
        센서 구조물에서 발생하는 입․ 출력 물리량을 이용하 여 식 (1)~(2)와 같이 지배방정식을 유도할 수 있으며 각각 센서에 적용하는 힘(F), 측정 대상물의 강성(K ), 최대 변형이 발생하는 위치(x), 최대 변형량(υmax), 그리 고 측정 대상물의 변형량(Δd)을 의미한다.
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        2.3. 센서 구조물의 수학적 모델링
        세포와 센서 구조물의 상호 작용하는 힘의 수학적 모 델을 도출하기 위해서 센서의 강성과 중립축에 대한 관 성 모멘트는 일정하며, 센서 구조물의 비틀림 거동은 무 시 할 수 있을 정도로 작으며, 작용하는 힘은 집중하중으 로 작용하며, 하중 작용점을 최대 변형 위치로 가정을 하였다. 따라서 양단 고정보의 평형 방정식은 식 (3)~(5) 와 같으며 각각 센서 양 끝단의 반력(Fa, Fb), 모멘트(Ma, Mb), 최대 변형 발생 위치(xmax), 센서의 총 길이(L ), 센 서의 영율(E ), 중립축의 2차 관성모멘트(I), 그리고 처짐 함수(υ(x))를 의미한다.M4
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        양단 고정보의 경계조건을 이용하여 하중작용점 좌측 의 처짐 함수는 식 (6)과 같으며 우측의 처짐 함수는 3차 다항함수를 이용하여 식 (7)과 같이 표현 할 수 있다.
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        이를 바탕으로 최대 변형량이 발생하는 지점에 작용 하는 힘을 식 (8)을 이용해 계산 할 수 있다.M9
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        세포의 강성은 식 (10)을 활용하여 계산할 수 있다.
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      3. 유연 물질 센서의 제작
      
        3.1. 센서의 형상 및 재질
        센서 구조물은 Sylgard 184 Elastomer kit (Dow Corning Corporation.)을 이용한 PDMS로 제작되었다. 인장시험 기를 이용해 테스트한 결과 평균 1.7 MPa의 강성으로 철이나 알루미늄과 같은 금속의 강성과 비교했을 때 상 대적으로 낮은 강성을 가지고 있었다. 센서의 형상은 Fig. 2와 같이 알루미늄으로 제작된 구조물에 센서의 본체를 부착하는 형태로 센서 모듈을 설계하였다. 센서 단면의 형상은 500 μm × 423 μm의 정사각형이며, 300 μm의 폭 과 800 μm의 길이를 가지는 꼬리가 장착되어 있었다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Description of flexible sensor structure

          
          

          

        

      

      
        3.2. 센서의 제작 공정
        센서의 제작을 위해서 Fig. 3과 같이 단분자 형태의 탄성중합체(Sylgard 184 part A)에 경화제(Sylgard 184 B)를 10:1 비율로 섞은 후 PDMS에 잔존할 수 있는 기포 를 제거하기 위하여 원심탈포기에서 3분간 탈포를 진행 하였다. 이처럼 제작된 PDMS 탄성중합체는 테프론 시 트가 부착된 알루미늄판 위에 올려진 후 어플리케이터 (Elcometer 3570 Micrometer Film Applicator)를 이용해 필름의 두께를 결정하였다. 마지막으로 두께가 결정된 PDMS는 170°C오븐에서 10분 동안 경화되었다. 이 과정 을 통하여 단분자 형태의 탄성중합체가 고분자로 결합 하면서 일정한 두께의 PDMS 필름을 생성한다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Manufacturing procedure for PDMS film

          
          

          

        

        제작된 PDMS 필름을 물 분사 절단(water jet cutting) 방법을 이용하여 T 형상으로 절단하였다. 이 때 300 μm 폭의 꼬리부분이 함께 절삭되는 현상을 방지하기 위하 여 Fig. 4(a)과 같이 테프론 시트가 부착된 금속 플레이트 사이에 PDMS필름을 용접 압착한 후 Fig. 4(b)와 같이 절삭하였다.

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Manufacturing procedure for flexible sensor

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 실험 결과
      
        4.1. 초정밀 로봇 플랫폼
        제작된 유연 물질 센서를 이용하여 세포의 강성을 측 정하기 Fig. 5와 같은 초정밀 로봇 플랫폼에 제작된 센서 를 장착하였다[15]. 초정밀 로봇 플랫폼은 Physic Instrument (PI)사의 스테이지를 이용하여 총 9자유도의 구현하였으 며 6개의 모터 스테이지와 3개의 압전 소자로 구동되는 스테이지로 구성되어 있다. 또한 센서가 세포에 접근하 는 과정과 센서의 변형을 관찰하기 위해 사용된 현미경 은 Olympus사의 BX51 TRF 정립 현미경이며 카메라를 활용하여 1360 × 1024의 해상도의 영상을 얻을 수 있으 며 현미경으로 관찰 할 수 있는 영상의 범위와 해상도는 Table 1과 같다.

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Precision robot manipulation platform

          
          

          

        

        
          Table 1 
				
          

          
            Specification of Microscope

          
          

        

        
          
            
              	Magnification
              	X5
              	X10
              	X20
              	X50
              	X100
            

          
          
            	Area (mm2)
            	3.50× 2.63
            	1.76× 1.31
            	0.87× 0.66
            	0.35× 0.26
            	0.18× 0.13
          

          
            	Resolution (μm)
            	2.57
            	1.28
            	0.64
            	0.26
            	0.13
          

        

        

      

      
        4.2. 실험 방법
        실험에 사용한 세포는 약 500 μm 크기의 제브라피쉬 (zebrafish) 배아(embryo)이며, 제브라피쉬 배아의 경우 살아있는 세포이므로 별도의 전처리 없이 실험을 수행 하였다. 다만 세포의 특성상 발생과정이 매우 빠르고 발 생이 진행됨에 따라 세포의 탄성이 급격히 감소하므로 발생 1일 미만의 세포만을 사용하였다.

        양단 지지보 형태의 센서 모듈은 Fig. 6과 같이 초정밀 로봇 플랫폼 말단 장치에 고정하였다. 세포의 강성을 측 정하기 위해서 Fig. 7과 같이 실험자가 로봇 플랫폼을 수동으로 조작하여 센서 구조물과 세포를 벽 구조물 주 위로 이송 한 후 세포를 압착하고, Fig. 8과 같이 센서 구조물과 세포의 변형 전후를 현미경을 이용하여 관찰 한다. 이때 얻어진 영상의 픽셀 데이터를 이용하여 센서 구조물의 최대 변형량과 세포의 변형량을 측정한다.
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            Prototype of flexible sensor
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            Experiment procedure
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            Deformation of Zebrafish egg

          
          

          

        

      

      
        4.3. 실험 결과
        집중하중 모델을 토대로 10회 반복 실험한 결과는 Fig. 9와 같다. 평균 강성은 322.58 N/m이며 표준 편차는 42.65 N/m이다. 센서 구조물의 변형량은 영상의 픽셀 데이터를 기반으로 계산하므로 센서의 해상도는 평균강 성 대비 평균 픽셀 테이터로 추정할 수 있으며 약 0.85 (N/m)/1pixel이다.
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            Experimental result about mechanical stiffness

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      5. 결 론
      본 고에서는 세포의 강성 측정을 위하여 유연 물질을 활용한 센서를 개발했다. 먼저 센서 구조물의 변형을 통 해 작용하는 힘을 계산하기 위하여 집중하중 모델을 이 용한 수학적인 모델을 도출하였으며, PDMS를 이용하여 센서 구조물을 제작하였다. 최종적으로 제작된 센서를 초정밀 로봇 플랫폼에 장착 한 후 실제 세포의 강성을 측정하는 실험을 수행 하였다. 하지만 힘이 센서 구조물 로 전달될 때 대부분의 힘이 꼬리 방향의 변형을 발생시 키지만 실제로 센서의 비틀림도 발생시키므로 측정값이 실제 대비 높게 측정될 가능성이 높아 최적 단면 형상에 대한 연구가 요구된다. 또한 센서 구조물과 세포 사이에 작용하는 힘은 집중하중 보다 분포하중으로 작용하며 엄밀하게 유연 물질의 단단함 정도를 나타내는 것은 재 료의 물성치인 영률로 표현해야 하므로 이를 고려한 수 학적 모델의 도출이 요구된다.
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