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            Abstract
          
        

        
          본 연구에서는 미세다공성 β-tricalcium phosphate (β-TCP)이식재에 녹차엽추출 생리활성물질인 epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 결합시 이식재의 골재생능이 증진되는지 확인하기 위해 가토의 두개골 결손모델을 이용하여 골치유 양상을 평가하였다. EGCG가 함유된 이식재의 골치유능을 평가하기 위해 입자형 β-TCP 200 mg에 1 mg (TCP-1군), 10 mg (TCP-10군)의 두 가지 용량으로 EGCG가 적용된 실험군 이식재를 준비하여 EGCG가 결합되지 않은 대조군 β-TCP (TCP-0군)와 비교하여 4주, 8주의 치유기간에서 신생골 형성량을 조직계측학적으로 평가하였다. 가토의 두개골에 형성한 직경 8 mm의 골관통 결손부에 세 종류의 이식재를 충진한 후 치유양상을 평가한 결과 결손부당 1 mg의 EGCG가 적용된 TCP-1군은 다른 두 군에 비해 이식부내에서 현저히 증진된 신생골 형성 결과를 나타내었으며, 재생된 골조직내에서 많은 신생 혈관이 형성된 것을 확인할 수 있었다. TCP-1군은 EGCG를 적용하지 않은 대조군 TCP-0군에 비해 4주, 8주 치유기간에서 현저히 증가된 신생골 면적을 나타내었고(p < 0.05), TCP-10군에 비해서도 이식 8주후 신생골 면적이 증가한 결과를 보였다(p < 0.05). 이에 비해 고용량의 EGCG가 적용된 TCP-10군과 EGCG가 적용되지 않은 TCP-0군 사이에 신생골 형성량에 있어서 유의한 차이는 없었다. 이러한 본 연구의 결과를 통해 단순흡착을 통해 1 mg의 EGCG가 결합된 β-TCP이식재는 가토의 두개골 결손모델의 치유에서 골재생을 촉진하는데 효과적임을 확인할 수 있었다. 따라서 적정용량의 국소적 EGCG적용은 골결손 치료에 사용되는 β-TCP이식재의 골재생능을 증진하는 효과적인 접근법이 될 수 있을 것으로 기대된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study investigated the effect of epigallocatechin-3-gallate (EGCG)-loaded microporous β-tricalcium phosphate (β-TCP) bone substitute in the bone healing of rabbit calvarial defects. New bone formation induced by β-TCP incorporating two different dose of EGCG [1 mg EGCG/200 mg β-TCP (TCP-1), 10 mg EGCG/200 mg β-TCP (TCP-10)] was compared with unloaded β-TCP (TCP-0). Calvarial defects 8 mm diameter created in 14 adult male New Zealand White rabbits were filled with three types of bone substitutes. The amount of newly formed bone was evaluated histomorphometrically at 4 and 8 weeks after implantation.  The TCP-1 group exhibited increased bone healing capacity and numerous blood vessel formation compared with the other two groups. New bone formation was observed in the cental area of TCP-1 filled defects at 8 weeks. Histomorphometric analysis revealed significantly greater newly formed bone area in the TCP-1 group when compared with unloaded TCP-0 (p<0.05 at 4 and 8 weeks) and 10 mg EGCG-loaded TCP-10 groups (p<0.05 at 8 weeks). No difference was observed in new bone area between TCP-0 and TCP-10 groups. These results suggest that local delivery of 1 mg EGCG to β-TCP bone substitute by simple adsorption promotes bone regeneration in the healing of rabbit calvarial osseous defect and higher EGCG dose (in this study, 10 mg per defect) does not exert any positive effect on bone healing capacity of β-TCP. Thus, local delivery of EGCG to β-TCP bone substitute seems to be an effective approach for the treatment of osseous defects.
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      서 론
      염증성 질환, 외상, 종양 등의 원인으로 인해 발생한 치아상실과 악골 결손은 구강악안면 영역의 심각한 심미적, 기능적 장애를 유발하며 이를 회복하기 위한 임플란트 치료 및 골재건 수술에서 다양한 종류의 골이식재가 같이 사용된다. 이중에서 합성골 이식재는 동종골 이식재, 이종골 이식재와 비교시 생물학적 안전성의 장점을 지닌다(Mellonig, 1995; Kim 등, 2013; Kwon 등, 2017a, b). 하지만 자가골 이식재, 동종골 이식재와 비교시 골형성능, 골유도능의 기능이 없으므로 술후 예지성 있는 골재생 결과를 기대하기에는 한계가 있다. 이러한 이유로 이식재의 골재생능을 증진하여 임플란트 치료 및 골재건 수술에서 신생골 형성에 필요한 치유기간을 단축하고 예지성 있는 임상결과를 얻기 위해 많은 연구가 이루어져 왔다.

      골형성을 촉진하는 것으로 알려진 생리활성물질(biologically active substance)의 이용은 골재생을 개선하기 위한 대표적 접근법의 하나로서 활발한 연구가 이루어져 왔다(Jayakumar 등, 2011; Park 등, 2011; Moshaverinia 등, 2014; Ding 등, 2018). 골형성단백질(bone morphogenetic protein, BMP)을 포함한 성장인자(Jayakumar 등, 2011; Ding 등, 2018), 세포부착을 촉진하는 펩타이드(Moshaverinia 등, 2014)의 적용은 이식재 표면으로의 골형성을 위한 전구세포 및 중간엽줄기세포의 이주 및 초기 부착, 골모세포 분화를 촉진하고 주위 신생 골조직 형성을 유도하여 골재생수술의 결과를 증진하는 효과적인 접근법의 하나로 제시되었다.

      최근에는 합병증 발생 가능성이 있는 성장인자외의 다양한 생리활성물질의 적용에 관해서도 활발한 연구가 이루어지고 있다(Rodriguez 등, 2011; Park 등, 2014; Yue 등, 2016). 이러한 맥락에서 항산화작용을 지닌 녹차엽추출물을 이식재의 골치유능을 증진하기 위한 효과적인 후보물질의 하나로 사용하기 위해 여러 연구가 이루어지고 있다(Rodriguez 등, 2011; Mah 등, 2014; Honda 등, 2015; Tominari 등, 2015; Chu 등; 2016). 녹차엽 폴리페놀에 다량으로 함유된 epigallocatechin-3-gallate (EGCG)는 항산화, 항염 등의 다양한 생리활성기능을 지니고 있는 것으로 알려져 있으며(Chu 등, 2017), EGCG처리가 시험관적 실험 및 동물실험에서 골모세포분화 및 골재생을 촉진하는 효과가 있는 것으로도 보고되었다(Rodriguez 등, 2011; Mah 등, 2014; Tominari 등, 2015). 설치류 및 인간의 중간엽줄기세포를 이용한 연구에서 EGCG처리가 알카리성 인산가수분해효소(alkaline phosphatase) 활성도 및 광물화결절 형성을 촉진하는 것으로 알려졌다(Chen 등, 2005; Jin 등, 2014; Mah 등, 2014; Wang 등, 2016). 또한 EGCG가 염증전구물질인 prostaglandin E 생성을 억제하여 치조골흡수를 예방하고 세균 내독소인 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS)에 의한 파골세포형성을 억제하는 효과가 있는 것으로 보고되었다(Tominari 등, 2015).

      하지만 현재까지 EGCG의 골재생 효과에 관해서는 단지 비교적 적은 수의 연구에서 제한적 실험동물 모델에서만 평가되었고, EGCG 적용농도와 관련한 골형성 효과에 관해서도 비교적 다른 결과가 보고되었다(Rodriguez 등, 2011; Mah 등, 2014; Tominari 등, 2015; Chu 등; 2016; Elder 등, 2017). 현재까지 골형성을 촉진하기 위한 국소적 적용시 적합한 EGCG 용량에 관해서도 명확하게 제시된 것은 없다. 만일 EGCG처리를 통해 예지성 있는 골재생을 기대할 수 있고, 또한 골이식재에 단순한 처리를 통해 개선된 신생골 형성 효과를 얻을 수 있다면 실제 임상환경에서 성장인자 사용시 나타날 수 있는 합병증 발생의 위험성 없이 보다 쉽게 접근할 수 있는 장점이 있을 것이다. 따라서 본 연구에서는 현재 임상에서 골재생 수술에 많이 사용되는 대표적인 합성골 이식재의 하나이면서 생리활성물질의 국소송달에 있어서 효율적인 매개체로 사용되는 입자형 β-TCP이식재에 단순 흡착을 통해 EGCG를 적용시 골재생 효과를 확인하기 위해 가토의 두개골 결손모델에 이식후 신생골 형성을 포함한 골치유 결과를 조직계측학적으로 평가하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        입자크기 150-500μm의 미세다공성 β-TCP (Cerasorb M, Curasan, Germany) 이식재 1 g을 100% 에탄올(Sigma-Aldrich, USA)에 용해한 두 가지 농도의 EGCG(순도 98% 이상, Sigma-Aldrich, USA) 용액 1 mL에 침적하여 이식재 100 mg당 0.5 mg, 5 mg의 EGCG가 함유된 실험군 이식재를 준비하였다. 무균작업 실험대내에서 준비한 EGCG용액을 β-TCP입자표면에 고르게 떨어뜨려 이식재 입자표면 및 내부기공구조로 스며들게 한 후 완전히 건조하였다. 이러한 단순 흡착법을 이용한 EGCG의 국소적 적용은 이식재로부터 며칠 동안 EGCG를 서서히 방출하는 것으로 알려졌으며 입자형 합성골 이식재에 EGCG를 적용하는데 있어서 비교적 효과적인 방법이 될 수 있는 것으로 보고되었다(Rodriguez 등, 2011; Mah 등, 2014). EGCG가 함유된 이식재의 골재생능을 조직계측학적으로 평가하기 위해 실험동물에 준비된 각 두개골 결손부에 200 mg의 β-TCP를 이식하였으므로 다음과 같이 세 군으로 분류하여 연구에 사용하였다.

        
1) TCP-0 : EGCG처리를 하지 않은 β-TCP이식재 대조군
2) TCP-1 : β-TCP 200 mg당 1 mg의 EGCG가 함유된 실험군
3) TCP-10 : β-TCP 200 mg당 10 mg의 EGCG가 함유된 실험군

      

      
        2. 동물실험
        3.5~4 kg의 웅성 가토(New Zealand white rabbit; 중앙실험동물, 한국) 총 14 마리를 본 실험에 사용하였다. 본 연구는 경북대학교 동물실험윤리위원회의 승인후 시행하였고(승인번호; KNU 2011-96), 실험동물의 관리 및 사용에 관한 미국국립보건원(NIH) 지침(2011)을 준수하여 동물실험을 진행하였다. 실험동물의 마취는 전신마취제인 졸레틸(Vibac, France)과 근육이완제인 럼푼(바이엘코리아, 한국)을 근육주사하여 시행하였다. 이후 수술부위의 면도 및 소독후 시술시 출혈감소를 위하여 1:10만 에피네프린 함유 2% 리도카인(유한양행, 한국)을 시술부위에 추가적으로 피하 주사하였다. 두개골에 시상절개를 시행하고 전층판막을 거상후 두개골을 노출하였다. 수술용 트레핀버를 이용하여 충분한 생리식염수 주수하에 직경 8 mm의 골관통 결손부(transosseous defect)를 실험동물의 전두골 양측에 두 개, 두정골 우측에 한 개씩 형성하여 개체당 총 3개의 결손부를 준비하였다(Figure 1). 형성된 결손부에 TCP-0, TCP-1, TCP-10의 세 가지 종류 이식재 각 200 mg을 각 동물마다 시계방향으로 위치를 바꾸어 가면서 충진하였다. 이후 판막을 원래 위치로 고정한 후 흡수성 봉합사로 골막과 상부 연조직을 각기 이중으로 층별 봉합하였다. 시술후 통증감소 및 감염예방을 위해 바이트릴(바이엘코리아, 한국)과 노빈(바이엘코리아, 한국)을 근육주사하였다.

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Schematic drawing of defect location in rabbit calvaria. Three transosseous defects (8 mm in diameter) were prepared in the frontal (two defects) and parietal (one defect) bones of each animal. Defects were randomly filled with three different graft materials (TCP-0, TCP-1 and TCP-10) by rotating the position of grafts in a clockwise direction.
          
          

          

        

      

      
        3. 조직계측학적평가
        실험동물은 이식후 4주와 8주의 치유기간후 평가를 위해 희생하였으며, 각 평가 기간당 7개체씩 전신마취후 희생후 이식부와 주위 조직을 일부 포함하여 조직계측학적평가를 위한 시편제작을 위해 두개골 조직을 적출하였다. 채득한 조직을 4% 중성완충 포름알데하이드로 고정후 10% EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid; Sigma-Aldrich, USA)를 이용하여 탈회하였다. 통법에 따라 시편을 에탄올로 탈수시키고 파라핀에 포매하였다. 이후 원래 형성한 결손부 중앙부에 근접하여 조직절편을 이식부 하나당 4개씩 제작한 후 Masson’s trichrome염색을 시행하였다. Masson’s trichrome염색을 통해 교원질의 성숙정도 및 이와 관련한 신생골조직 형성 그리고 골형성 관련 세포 등을 평가하였다. 치유시기에 따라 골모세포를 함유한 진한 푸른색 및 골모세포 및 골세포가 함유된 성숙한 골조직을 나타내는 붉은 색으로 강하게 염색된 부위를 계측하였다. 염색된 조직시편의 평가는 광학현미경(Eclipse Ci; Nikon, Japan)에 연결된 CCD카메라(ProgRes Speed XT core 5; Jenoptik, Germany)를 통해 전송된 영상을 컴퓨터 모니터상에서 확대하여 시행하였다. 조직학적 평가와 더불어 두개골 결손모델에서 EGCG처치가 β-TCP의 골재생능을 증진하는지 확인하기 위해 이식부에서 관찰되는 신생골 형성양을 계측하였다. 40배 배율로 촬영한 조직사진을 이용하여 기본적인 평가를 시행하였고, 필요시 100배 배율에서 촬영한 상을 이미지분석 프로그램(i-Solution; iMTechnology, Korea)을 이용하여 원래 형성한 골결손부내에 충진된 입자형 이식재 주위 그리고 이식재 내부에서 관찰되는 신생골의 면적(mm2)을 계측하였다. 이식부 하나당 4개의 조직시편을 계측하여 평균값을 각 샘플의 측정값으로 사용하였다.

      

      
        4. 통계적 분석
        4주, 8주의 치유기간에서 신생골 형성량에 있어서 군간에 유의한 차이가 있는지 평가하기 위해 one-way ANOVA를 이용하여 유의성을 평가하였고, Tukey 사후분석을 시행하였다. 동일한 군에서 4주, 8주의 치유기간에 따른 신생골 형성량에 관한 통계적 유의성은 Mann-Whitney U test를 이용하여 추가적으로 평가하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 조직학적 관찰
        
          1) 이식 4주후 조직학적 관찰소견
          4주 경과후 관찰되는 신생골 형성은 모든 군에서 원래 트레핀을 이용하여 형성한 결손부 변연 인접부에 주로 국한되어 관찰되었다(Figure 2). 1 mg의 EGCG가 함유된 β-TCP를 이식한 군(TCP-1)에서 결손부 변연 인접부에서 신생골 형성이 다른 군에 비해 다소 증가한 양상을 나타내었다. TCP-1군에서 관찰되는 변연부에 존재하는 원래의 골조직에서 기원한 골성장이 인접 이식재를 따라 이식 중앙부를 향해 진행되는 전도성 신생골 성장(osteoconductive new bone growth)의 치유 양상이 다른 군에 비해 다소 활발한 것을 관찰할 수 있었다(Figure 2 and 3). EGCG를 함유하지 않은 TCP-0군과 10 mg의 EGCG가 함유된 TCP-10군 사이에서 신생골형성에서 명확한 차이는 관찰할 수 없었다. 극히 일부의 조직시편에서 결손부 변연에서 유래한 골성장과는 다소 분리된 형태로 결손부의 경막측에서 적은 양의 골형성이 이루어진 소견을 관찰할 수 있었으나 일반적인 소견은 아니었다(Figure 2).

          
            
            

            Figure 2. 
				
            

            
              Histological sections of TCP-0, TCP-1 and TCP-10-grafted defects in rabbit calvaria at 4 weeks of healing. Arrow heads indicate original margin of defects created by trephination. Stained with Masson’s trichrome. Scale bar = 1 mm.
            
            

            

          

          결손부 변연에 위치한 이식재 입자는 주위로 신생골 형성이 이루어진 경우 이식재와 골조직이 비교적 긴밀히 접촉하는 양상을 나타내었다(Figure 2 and 3). EGCG를 처치하지 않은 대조군(TCP-0)과 EGCG를 함유한 실험군(TCP-1, TCP-10) 모두에서 이식부 중앙부에서의 신생골 형성은 관찰되지 않았다(Figure 3). 따라서 이식후 4주의 치유기간에서 관찰되는 골치유의 양상은 결손부 변연 인접 골조직에서 유래한 신생골이 이식재를 따라 중앙부를 향해 진행되는 골성장이 주된 것이라 할 수 있다.

          
            
            

            Figure 3. 
				
            

            
              High magnification images of 4-week histological sections of TCP-0, TCP-1 and TCP-10 grafted defects in the middle area (left) and area close to the original defect margins (right) at a magnification of ×40.
            
            

            

          

        

        
          2) 이식 8주후 조직학적 관찰소견
          8주 경과후 모든 군에서 4주와 비교시 현저히 증가한 골형성 결과를 나타내었다(Figure 4). 특히 1 mg EGCG가 함유된 β-TCP군(TCP-1)에서 다른 군에 비해 현저히 증가한 골재생 결과를 확인할 수 있었다(Figure 4). TCP-1군의 일부 시편에서 전체 이식부를 양측으로 완전히 연결하는 골재생을 관찰할 수 있었다(Figure 4).

          
            
            

            Figure 4. 
				
            

            
              Histological sections of TCP-0, TCP-1 and TCP-10-grafted defects in rabbit calvaria at 8 weeks of healing. Arrow heads indicate original margin of defects created by trephination. Stained with Masson’s trichrome. Scale bar = 1 mm.
            
            

            

          

          하지만 EGCG처치를 시행하지 않은 TCP-0군과 비교적 고농도의 EGCG를 처치한 TCP-10군에서는 이식부 중앙부에서 골형성은 관찰할 수 없었다(Figure 4 and 5). 이에 비해 1 mg의 EGCG가 적용된 TCP-1군에서는 이식 중앙부에서도 상당량의 신생골 형성을 관찰할 수 있었다(Figure 4 and 5). 고배율 조직소견에서 1 mg EGCG가 적용된 TCP-1군에서 이식부 중앙부위에서 관찰되는 신생골조직은 이식재 입자들과 긴밀한 접촉을 이루고 있었고, β-TCP 입자 표면 및 주위로 형성된 골조직이 이식재의 다공성 구조를 따라 각 이식재 입자내로 내성장이 활발히 이루어짐을 확인할 수 있었다(Figure 5). TCP-1군에서 이식 중앙부에 위치한 각 β-TCP입자의 내부 미세공극(pore space)내에서 골모세포가 개재된 신생골 형성을 관찰할 수 있었다(Figure 5). 이와 더불어 TCP-1군에서 이식중앙부에서 관찰되는 골조직은 무수한 신생 혈관 형성을 동반한 것을 확인할 수 있었다(Figure 5).

          
            
            

            Figure 5. 
				
            

            
              High magnification images of 8-week histological sections of TCP-0, TCP-1 and TCP-10 grafted defects in the central area at magnifications of ×40 (left) and ×100 (right). Arrows indicate blood vessels formed in newly formed bone tissue of TCP-1 grafted defect. Arrow heads indicate newly formed bone in internal micropores of TCP-1 bone substitute. Stained with Masson’s trichrome.
            
            

            

          

          결손부 변연 인접부위에서는 모든 군에서 4주에서와 비교시 상당히 증가된 신생골 형성을 나타내었다(Figure 4 and 6). 골형성이 동반한 부위에 위치한 대부분의 β-TCP 입자들은 모든 군에서 주위 골과 긴밀한 접촉을 이루고 있었으며, 각 이식재 입자내 미세공극에서도 골모세포가 개재된 신생골의 내성장을 확인할 수 있었다(Figure 6).

          
            
            

            Figure 6. 
				
            

            
              High magnification images of 8-week histological sections of TCP-0, TCP-1 and TCP-10 grafted defects in area close to the original defect margin at magnifications of ×40 (left) and ×100 (right). Arrows indicate blood vessels formed in newly formed bone tissue of TCP-1 grafted defect. Arrow heads indicate newly formed bone in internal micropores of β-TCP. Stained with Masson’s trichrome.
            
            

            

          

        

      

      
        2. 조직계측학적 평가
        4주에서 신생골 형성량은 EGCG 적용군에서 다소 증가된 양상을 나타내었다(Figure 7). 1 mg EGCG를 적용한 TCP-1군에서 EGCG처치를 시행하지 않은 TCP-0군에 비해 증가한 신생골 형성량(골면적, mm2)을 나타내었으며, 통계학적으로 유의한 차이가 있었다(p<0.05; Figure 7). 하지만 TCP-0군과 TCP-10군 사이, 그리고 EGCG를 처치한 두 군 사이(TCP-1, TCP-10)에서 통계학적으로 유의한 차이는 없었다. 8주에서 신생골 형성량은 4주와 비교시 모든 군에서 현저히 증가하였다(p<0.05). 8주에서 계측한 골면적(mm2)을 4주에서의 값과 비교시 EGCG를 처리하지 않은 대조군 TCP-0군에서는 2.2배, 1 mg의 EGCG를 함유한 TCP-1군에서 3배, 그리고 비교적 고용량의 10 mg EGCG를 함유한 TCP-2군에서는 2.4배 증가한 평균값을 나타내었다. 8주에서 신생골 형성량은 TCP-2군이 TCP-1군에 비해 약간 증가한 평균값을 나타내었으나 통계적 유의성은 없었다(Figure 7). 각 결손부당 1 mg의 EGCG가 적용된 β-TCP이식군(TCP-1)에서 다른 두 군에 비해 현저히 증가된 골면적값을 나타내었다(p<0.05; Figure 7).

        
          
          

          Figure 7. 
				
          

          
            Newly formed bone area after 4 and 8 weeks of healing (n = 7 per each group). *p<0.05.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서는 미세다공성 구조를 지닌 입자형 β-TCP이식재에 녹차엽 폴리페놀 생리활성물질인 EGCG 결합시 골재생 효과를 확인하기 위해 가토의 두개골 결손부 모델에서 조직계측학적 분석을 통해 평가하였다. 두개골 결손부의 골치유에 있어서 이식된 β-TCP의 신생골 형성능이 EGCG의 결합을 통해 증진됨을 확인할 수 있었다.

      두개골 조직의 해부학적 특성은 하악골과 유사하며(Sirola, 1960; Frame, 1980), 이러한 이유로 실험동물에 형성한 두개골 결손모델은 특히 치의학영역에서 골재생기법 또는 이식소재의 골재생능을 평가하는데 있어서 유용하게 사용되고 있다. 본 연구에서는 EGCG가 결합된 합성골 이식재를 구강악안면 영역의 골재생수술에 사용시 기대할 수 있는 골형성 증진효과를 확인하기 위해 가토의 두개골 결손부에 1 mg, 10 mg의 두 가지 용량으로 EGCG가 적용된 β-TCP를 이식후 골치유 양상을 평가하였다. 조직계측학적 평가 결과 1 mg의 EGCG를 적용한 군에서 EGCG 처치를 시행하지 않은 대조군 β-TCP, 그리고 이보다 높은 용량인 10 mg의 EGCG를 적용한 군에 비해 4주, 8주의 치유기간 둘 다에서 이식부에서 관찰되는 신생골 형성이 현저히 증가한 것을 확인할 수 있었다. 가토의 두개골에 형성한 8 mm직경의 골관통 결손부에서 EGCG/이식재 복합체의 골치유를 평가한 본 연구결과에서 결손부당 1 mg의 EGCG를 단순흡착을 통한 국소적 적용은 β-TCP이식재의 골재생능을 증진하는 데 효과적인 것으로 나타났다.

      EGCG를 이식재의 골재생능을 증진하기 위해 사용하기 위한 비교적 초기 연구에서 Rodriguez 등(2011)은 다양한 농도의 EGCG를 입자형 α-TCP이식재에 단순 흡착을 통해 결합한 후 백서 두개골 결손부에 이식후 골재생능을 평가하였다. 연구결과 결손부당 14 mg의 α-TCP이식재에 0.2 mg의 EGCG적용시 이보다 저농도 그리고 고농도의 EGCG와 비교시 더 우수한 골재생 결과를 얻을 수 있는 것으로 나타났다. 14 mg의 α-TCP에 0.4 mg의 EGCG를 적용한 군은 EGCG를 처치하지 않은 α-TCP군과 비교시 치유 2주 및 4주에서 골재생 결과에 있어서 차이가 없었다. 신생골 형성량에 있어서 0.1 mg, 0.2 mg EGCG 적용군 사이에서 유의한 차이는 보고되지 않았다. 해당 연구에서 사용한 EGCG 농도를 본 실험에서 사용한 용량으로 환산하였을 경우 α-TCP에 0.1 mg, 0.2 mg EGCG를 적용한 조건은 200 mg β-TCP당 약 1.4 mg, 2.8 mg 정도의 EGCG적용용량에 해당된다. 물론 본 연구와 Rodriguez 등(2011)의 실험에 사용된 TCP의 조성 및 미세구조의 차이, 그리고 실험동물에서의 차이로 인해 적용농도를 단순히 비교하는 것은 다소 무리가 있다. 하지만 최소 두 연구의 결과는 골재생을 증진하기 위해 단순히 고농도의 EGCG를 적용하는 것이 적절하지 않다는 것을 시사한다. 본 연구에서는 EGCG의 결합후 β-TCP이식재로부터의 방출거동에 관한 평가를 시행하지 않아 여기에 관해 향후 추가 분석이 필요하다. 또한 다른 골결손부 모델 및 다양한 조성의 이식재를 이용한 추가연구를 통해 EGCG 국소적용의 골재생 효과에 관한 체계적인 평가 및 확인이 필수적이다. 하지만 최소 본 연구의 결과를 통해 하악골과 유사한 해부학적 구조를 지닌 두개골 결손모델에서 단순 흡착을 통한 EGCG의 국소송달은 입자형 β-TCP이식재의 골재생능을 증진할 수 있는 접근법이 될 수 있음을 확인할 수 있었다.

      EGCG의 사용과 관련하여 고농도의 EGCG적용이 골형성을 저해할 수도 있다는 보고도 있다(Mah 등, 2014). 이상인산칼슘(macroporous biphasic calcium phosphate, MBCP) 이식재에 다양한 농도의 EGCG를 치조골 세포와 혼합하여 백서의 피하이식부에 이식후 평가한 연구에서 0.1 mg의 EGCG가 함유된 이식재군에서 이소성 골형성(ectopic bone formation)이 증가한 것으로 나타났다(Mah 등, 2014). 이보다 고농도인 0.5 mg, 1.5 mg의 EGCG를 적용한 경우 EGCG처치를 시행하지 않은 대조군에 비해 오히려 현저히 감소된 골형성 결과를 보였다. 고농도의 EGCG처리가 골모세포분화의 중요한 전사인자인 Runx2 발현을 저해하는 반면, 저농도의 EGCG는 이식부에서 Runx2에 의해 유도되는 골모세포분화를 촉진하여 골형성을 증진할 수 있는 것으로 보고되었다(Mah 등, 2014). 보다 이전의 시험관적 연구는 고농도의 EGCG가 phosphatidylinositol 3-kinase/Akt 신호전달경로에서 인산화를 저해함으로서 세포사멸을 유도할 수도 있는 것으로 보고하였다(Natsume 등, 2009). 하지만 고농도 EGCG적용시 골재생 과정에서 나타날 수 있는 부정적 효과를 보고한 Mah 등(2014)의 연구와는 달리 본 연구결과와 Rodriguez 등(2011)의 연구에서는 특정 농도 이상의 고용량 EGCG처치가 골재생을 증진하지는 않지만 골치유 또한 저해하지는 않는 것으로 나타났다. 적용농도와 이에 따른 골재생의 결과와 관련하여 이러한 비교적 다른 결과는 각 연구에 사용된 실험 조건의 차이에서 기인한 것으로 보인다. 예를 들어 EGCG를 세포와 직접 혼합하여 사용할 경우 이식재내에서 세포활성에 영향을 미쳤을 수도 있고, 연구에 사용된 이식재의 조성 및 미세구조의 차이 그리고 이로 인한 EGCG 적용시 나타나는 생물학적 효과, 여기에 실험동물 모델에 따른 대사 차이 등 다양한 원인을 들 수 있을 것이다. 물론 본 연구에서는 가토의 두개골 결손부에 1 mg EGCG, 그리고 이보다 고용량인 10 mg의 EGCG가 적용된 두 군을 실험군으로 사용하였다. 따라서 1 mg이하의 저용량 및 중간 농도의 EGCG적용시 골재생 결과에 관해서는 추가적인 연구가 필요할 것이다. 현재까지 골재생을 증진하기 위한 최적의 국소적 EGCG적용용량을 평가하기 위한 실험동물에서의 연구결과는 매우 제한적이다. Mah 등(2014)은 0.1 mg의 EGCG적용시 증진된 이소성 골형성 결과를 나타내며 이보다 높은 0.5 mg, 1.5 mg의 EGCG 적용시 이소성 골형성을 저해하는 것으로 보고하였지만 이는 단지 백서의 이소성 골형성 평가모델의 결과이며 이를 가토의 두개골 결손모델에서 적용시 1 mg이하의 저용량 EGCG에서 동일하게 우수한 골재생 효과를 지닐 것으로 기대할 수는 없을 것이다. 따라서 본 연구의 결과와 이전에 보고된 연구결과(Rodriguez 등, 2011; Mah 등 2014)를 직접적으로 비교하는 것은 실험동물의 골대사 차이 및 평가 모델에서의 근본적 차이가 있기에 한계가 있다. 하지만 이식재의 골재생능을 증진하기 위한 EGCG의 국소적 적용시 적정 용량과 관련하여서는 향후 체계적인 평가가 필요하다.

      최근에는 고농도 EGCG처치시 골재생과정에서 긍정적인 효과를 보고한 연구결과도 다수 있다(Tominari 등, 2015; Chu 등, 2016; Elder 등, 2017). Chu 등(2016)은 콜라젠막에 다양한 농도로 EGCG를 결합하여 세포증식능과 염증관련 사이토카인 발현을 평가하였다. 결과 저농도 EGCG적용시 골모세포유사세포의 세포증식은 증가하였지만 고농도의 EGCG적용시 가장 우수한 항염증 효과를 보이는 것으로 나타났다. 다른 연구에서는 고농도의 EGCG처리가 세균 내독소인 LPS에 의한 염증성 골흡수를 현저히 감소시키는 긍정적인 효과가 있는 것으로 나타났다(Tominari 등, 2015). 백서 두개골조직을 이용한 기관배양(organ culture) 실험에서 90μM의 EGCG처치가 이보다 저농도 EGCG처치에 비해 LPS에 의한 골흡수를 현저히 감소시키며 하악골을 이용한 기관배양실험에서도 고농도 EGCG적용시 치조골 흡수가 감소되는 동일한 효과를 보였다(Tominari 등, 2015).

      따라서 현재까지의 다양한 연구결과를 종합해 볼 때, 골재생을 촉진하기 위한 최적의 EGCG적용농도에 관해서는 다소 논란이 있다고 볼 수 있다. 임플란트 식립 및 이식재를 이용한 골재건 수술후 최종적으로 양호한 골재생의 결과를 얻기 위해서는 생물학적 치유과정의 초기단계부터 골재생의 최종단계까지 다양한 세포가 모두 관여하여 영향을 미치며 이들 각 단계들에서 조화된 세포/조직반응이 요구된다(Brown 등, 2012; Terheyden 등, 2012; Drager 등, 2016; Lee 등, 2016, Park 등, 2018). EGCG의 골재생 효과와 관련하여 현재까지 보고된 제한적인 연구결과들을 살펴볼 때 EGCG처치는 초기 염증반응, 파골세포에 의한 골흡수, 그리고 골형성세포에 의한 골재생을 포함한 각 치유단계에서 최적의 반응을 유도하기 위해서는 다른 처치 농도가 필요할 수도 있음을 시사한다. 따라서 EGCG처리를 통해 각 치유단계에 관여하는 다양한 세포반응에 미치는 효과에 관한 이해와 더불어 골재생 효과 그 자체와 관련하여서도 특히 적정 용량 및 적용법에 관해 보다 명확한 기준을 얻기 위해서는 향후 보다 체계적인 연구가 필요할 것이다. 그럼에도 불구하고 본 연구의 결과는 미세다공성 구조를 지닌 합성골 이식재인 입자형 β-TCP에 EGCG를 적용시 하악골과 유사한 가토의 두개골결손모델의 치유에서 신생골 형성을 촉진하는 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 결론적으로 단순 흡착에 의한 EGCG의 국소적 적용은 β-TCP 이식재의 골재생능을 증진할 수 있는 효과적인 접근법이 될 수 있을 것으로 기대된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 미세다공성 구조를 지닌 입자형 β-TCP이식재에 녹차엽추출 생리활성물질인 EGCG 적용시 이식재의 골재생능이 증진되는지 확인하기 위해 가토의 두개골 결손모델을 이용하여 골치유 양상을 이식후 4주, 8주에서 조직계측학적으로 평가하였다. 결손부당 1 mg의 EGCG가 적용된 TCP-1군은 다른 두 군에 비해 현저히 증진된 신생골 형성능을 나타내었다. 이에 비해 고용량의 EGCG가 적용된 TCP-10군은 EGCG가 적용되지 않은 대조군과 비교시 골재생에 있어서 차이가 없는 것으로 나타났다. 따라서 본 연구를 통해 단순흡착을 통해 1 mg의 EGCG가 결합된 입자형 β-TCP이식재는 가토의 두개골 결손부에 이식시 골재생을 촉진하는데 효과적임을 확인할 수 있었다. 합성골 이식재를 포함한 골대체재에 국소적 적용을 위한 최적의 EGCG용량에 관해서는 향후 체계화된 추가적인 연구가 필요하지만 본 연구의 결과는 고용량에 비해 적정용량의 국소적 EGCG적용이 골결손 치료에 사용되는 β-TCP이식재의 골재생능을 증진하는 효과적인 접근법이 될 수 있음을 제시한다.
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