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            초록
          
        

        
          The ultimate purpose of the various surface treatment of titanium is improvement of osseointegration of titanium. Recently, the surface treatment of titanium has focused on bioactive molecules deposition, such as RGD, BMP, and growth factor related on osteoblast proliferation and adhesion to enhance the osseointegration when titanium implant was applied in clinically. The RGD motif plays an important role in cell-matrix adhesion and activation of cell proliferation, apoptosis, and differentiation. In this study, after RGD peptide immobilization, the effect of RGD-immobilized titanium surface to osteoblast adhesion and proliferation were evaluated. RGD immobilized titanium by covalent bond promoted the MG63 osteoblast adhesion and spreading. The proliferation of MG 63 cells grown on RGD immobilized titanium was enhanced.
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      Ⅰ. INTRODUCTION
      치과용 생체재료인 타이타늄에 최근 수년 동안 다양한 표면처리를 통하여 세포 부착 및 골유착 증가 등의 효과를 극대화 하고자 하는 노력이 많이 시도되어 왔다(Gotfredsen 등, 1990; Jansen 등, 1991; Ikada, 1994; Gustavo 등, 2008; Jimbo 등, 2008; Le Guéhennec 등, 2007). 타이타늄 표면처리 초기에 sandblasting과 같은 물리적인 표면처리에서 진화되어 화학적인 에칭(Herrero-Climent 등, 2013), 화학적 플라즈마 처리(Cunha 등, 2013)등의 방법이 도입되었다. 특히 Lee 등 (2011)은 치과용 타이타늄 임플란트에 하이드록시아파타이트(HA)를 코팅하면, 골아세포의 증식과 분화를 촉진하고, 콜라젠 단백질의 발현도 증가된다고 보고하였다. 그러나 타이타늄 임플란트 표면에 HA 코팅은 표면 거칠기는 증가하지만 접촉각이 커져 세포가 부착되기 힘든 단점이 있다고 보고하였다(Lee 등, 2011). 최근에 Sandrini 등은 생리활성 흉내 물질(biomimetic materials)을 타이타늄에 표면처리하여 골유착(oseointegration)을 증대시키고자 하였으며, Nanci 등 (1988)은 생물학적 분자를 타이타늄 표면에 화학적인 처리를 시도하였다. Nayak 등 (2013)도 타이타늄 표면에 silk protein을 코팅하여 골유착이 증가함을 실험으로 보고하였다. 이러한 시도는 궁극적으로 치과용 임플란트의 골유착성을 증가시켜 결국 임플란트의 시술 성공율을 높이고자 하는 것이다. 

      많은 학자들은 펩타이드의 일정 서열이 세포의 부착을 통해 세포의 survival과 proliferation에도 영향을 준다고 보고하고 있다.(Xiao 등, 1996; Rezania 등, 1999) 그 중 RGD 서열은 세포막에 존재하는 막단백질인 integrin에 의해 골아세포의 증식을 조절한다고 알려져 있으며(Xiao 등, 1996), 실제 세포막의 세포외기질(extracellular membrane) 단백질은 RGD 서열을 포함하고 있어 세포내외의 신호를 RGD 서열로 인지하기 때문인 것으로 보고되고 있다(Rezania 등, 1999).

      본 연구에서는 타이타늄에 골유착성을 증진하기 위하여 생리활성 물질의 하나인 RGD 펩타이드를 화학적인 방법으로 고정하여 골아세포 수준에서 증식에 효과가 있는지 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. MATERIALS AND METHODS
      
        1. 펩타이드 합성 
        타이타늄에 고정하고자 하는 펩타이드는 아르기닌(Arginine, R), 글라이신(Glycine, G), 아스파르트산(D, Aspartic acid)의 서열에 형광물질인 fluorescein isothiocyanate (FITC)를 링커로 붙인 FITC-RGD를 ㈜펩트론(대전, Korea)에 의뢰하여 합성하였다. 사용된 펩타이드 서열은 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Amino acid sequence of the synthetic peptides tested in assay.
          
          

        

        
          
            
              	ID
              	Amino acid sequence
            

          
          
            	FITC
            	FITC1) － R G D
          

          
            	RGD
            	R G D2)
          

        

        
          
            1) FITC : Fluorescein isothiocyanate
          

          
            2) R: Arginine (아르기닌), G : Glycine (글라이신), D : Aspartic acid (아스파르트산)
          

        

        

      

      
        2. 시편 제작 및 펩타이드 고정화 확인
        순수 타이타늄 디스크(직경 10 mm, 두께 2 mm)의 표면을 균질화 하기 위하여 SiC 연마지로 연마한 다음, 2.5M NaOH로 80℃에서 24시간 동안 반응시켜 활성화된 TiOH를 제조하였다. 활성화된 타이타늄 시편을 2% 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES)/toluene에 담그어 4시간 silanization을 실시하였다(Nayak 등, 2013). 그 이후 1% glutaraldehyde에 4시간 동안 반응시킨 다음, 200 μg/ml 농도의 펩타이드에 24시간 동안 반응 시킨 후 PBS로 세척하여 시편을 준비하였다(Andrea 등, 2007). 펩타이드 고정의 모식도를 Figure 1에 나타내었다. 펩타이트 고정 후 펩타이드 고정화 여부를 확인하기 위하여 형광현미경을 이용하여 분석하였다(Figure 2).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Schematic diagram of RGD peptide immobilization on the surface of titanium.
          
          

          

        

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Fluorescence microscope images of (A) FITC-RGD peptide immobilization without APTES (non-colvalent bonding) and (B) FITC-RGD peptide immobilization with APTES (covalent bonding).
          
          

          

        

      

      
        3. 세포배양
        사람 유래의 골아세포인 MG-63 세포를 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 alpha MEM medium에 37℃ 5% CO2 incubator에서 배양하여, 세포가 배양접시에 가득 자라면 일주일에 두 번 정도 계대 배양하였다. 실험 시에 Trypsin-EDTA을 처리하여 부착된 세포를 떼어낸 후, 일정 농도의 세포를 개수하여 실험에 사용하였다.

      

      
        4. 형광 현미경을 이용한 세포 형태 관찰
        RGD 펩타이드가 고정된 타이타늄 표면에 사람 유래의 골아세포인 MG63 세포를 5 × 103 cell의 농도로 접종하여 6시간 동안 배양한 다음, 배양 배지를 제거하고 PBS로 수세하였다. 이어서 3.7% formaldehyde solution으로 10분간 고정한 뒤 PBS로 수세한 다음 0.1% Triton X-100으로 5분간 처리하였다. 비특이적 염색을 줄이기 위해 1% bovine serum albumin(BSA)를 포함한 fluorescent phalloidin으로 염색한 다음 PBS로 수세하고 DAPI로 염색한 다음 형광현미경상에서 관찰하였다.

      

      
        5. 세포증식율
        In vitro 상에서 골아세포의 증식율을 확인하기 위하여 mitochondria dehydrogenase에 의해 무색의 WST-8가 오렌지색의 수용성 물질로 환원되는 원리를 이용한 WST assay를 통하여 측정하였다. RGD 펩타이드가 고정된 타이타늄 표면에 MG 63 세포를 3 × 103 cell 농도로 접종한 후, 3일, 5일간 배양한 다음, cck-8 solution(Dojindo Molecular technologies, Inc. USA)을 10μl 첨가하여 4시간 동안 배양한다. 4시간 후 배양액의 흡광도를 Sunrise ® microplate reader(Tecan Austria GmbH, Austria)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하여 세포생존율을 대조군에 대한 상대적 비율로 계산하여 나타내었다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. RESULTS
      
        1. 화학적 결합 방법에 의한 펩타이드 고정
        APTES의 공유결합(Andrea 등, 2007)을 이용하여 펩타이드가 효율적으로 고정화되는지 여부를 FITC 링커가 부착된 RGD를 합성하여 순수 타이타늄에 Figure 1의 모식도와 같이 고정화하여, 형광현미경으로 관찰하였다(Figure 2). APTES 없이 물리적인 방법으로만 고정화한 것에 비해 APTES를 이용하여 화학결합 시킨 경우 형광의 세기가 강하게 나타나 더 효율적인 고정화가 된 것을 확인하였다.

      

      
        2. 골아세포의 접착
        Figure 3은 RGD 펩타이드를 APTES를 이용하여 화학적으로 고정화한 타이타늄 시편에, 사람 유래의 골아세포인 MG63을 접종한 뒤 6시간 후에 세포 핵(nucleus)과 세포질(cytoskeleton)을 형광으로 염색하여 세포를 관찰한 사진이다. 펩타이드를 고정화하지 않은 순수한 타이타늄에 비해 RGD를 고정화한 타이타늄 표면에서 세포의 수가 훨씬 더 많이 부착되었으며, 세포의 퍼짐(spreading)도 더욱 향상된 것을 관찰하였다.

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Fluorescent images of the MG63 cells grown on (A) pure titanium and (B) RGD peptide immobilized titanium.
          
          

          

        

        이러한 결과는 Figure 2에서와 같이 화학적 공유결합에 의해 펩타이드가 타이타늄 표면에 많이 고정화되어 Figure 3에서처럼 타이타늄 표면에 골아세포의 부착도 증가된 것으로 판단된다. 

      

      
        3. 골아세포의 증식
        RGD 펩타이드가 고정화된 타이타늄 표면에 MG 63 세포를 3×103 cell 농도로 접종한 후, 3일 및 5일간 배양한 다음 세포의 성장율을 WST-8의 환원반응을 이용하여 세포의 증식을 평가하였다. Figure 4에서 보는 바와 같이 RGD가 고정화된 타이타늄에서 자란 골아세포는 타이타늄의 성장율과 비슷하거나 유사한 수준으로 나타나 최소한 RGD 펩타이드에 의한 독성은 없는 것으로 보인다.

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            Cell growth rate of MG63 cells grown on the surface of titanium for 3 days and 5days culture.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. DISCUSSION
      타이타늄은 우수한 강도와 생체적합성을 가진 우수한 치과용 임플란트 재료라 할 수 있다. 이러한 타이타늄에 뼈와의 유착을 증대시키기 위한 많은 시도가 이루어지고 있는데,  최근에는 물리적, 화학적 표면처리 외에 생체내에서 세포부착, 증식, 사멸 등을 조절하는 다양한 생리활성물질을 코팅, 고정화하는 연구가 많이 진행되고 있는 추세이다. 

      본 연구에서는 ECM 단백질에 많이 존재하는 서열로 세포의 부착, 증식, 분화, 사멸 등에 증요한 역할을 하는 RGD서열을 순수 타이타늄 표면에 APTES를 이용한 공유결합 방법으로 고정화하여 골아세포에 미치는 거동을 확인하고자 하였다.

      펩타이드가 잘 고정화되었는지를 확인하기 위하여 FITC 링커가 부착된 RGD 서열을 접착제의 한 종류인 APTES를 이용하여 고정화한 결과 단순히 물리적으로 처리한 타이타늄에 비해 더 많은 펩타이드가 고정화되어 있음을 확인할 수 있었다. 또한 그 고정화 내구성도 물리적 고정의 경우보다 더 견고하여 RGD 서열의 효과도 오래 지속될 수 있을 것으로 예상된다.

      RGD 서열이 고정화된 타이타늄 시편 위에 사람 유래의 MG63 세포를 6시간 키워서 형광현미경으로 관찰한 결과, 세포의 핵과 세포질의 모양이 또렷하고 세포의 증식이 더 증가한 경향을 나타내었다. 또한 세포의 부착(adhesion)과 퍼짐(spreading)도 순수 타이타늄에 비해 크게 증가되어 골아세포의 초기 부착에 RGD 서열의 고정화가 결정적 역할을 한 것으로 사료된다. 더불어 RGD 펩타이드를 고정화한 타이타늄 표면에서 키운 골아세포가 RGD 펩타이드를 고정화하지 않은 순수한 타이타늄 보다 증식이 시간에 비례하여 촉진되었으며, 독성을 나타내지 않아 적어도 증식이 억제되지는 않는 것을 확인하였다.

      이러한 결과는 펩타이드 형태의 생리활성물질로 타이타늄 표면을 처리할 경우 향후 토끼 또는 개의 동물실험 시 골유착에도 우수한 결과를 나타낼 것으로 예상되어 펩타이드 서열 외에 성장인자(growth factor)와 fibronectin, vitronectin (Webster 등, 2001) 등과 같은 세포부착에 유익한 단백질분자의 타이타늄 표면처리법으로 제시될 수 있을 것으로 판단된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. CONCLUSION
      본 연구는 치과용 임플란트의 주 재료인 타이타늄에 생리활성물질로 알려져 있는 RGD 펩타이드를 화학적 공유결합 방법으로 고정화하여 다음과 같은 결론을 얻었다. 

      
        	1. 치과용 임플란트 타이타늄에 펩타이드를 고정화할 때, 물리적 고정보다 APTES를 이용한 화학적 공유결합을 이용한 고정화가 더 많은 양의 펩타이드를 효율적으로 타이타늄 표면에 도입할 수 있는 것을 확인하였다.


        	2. RGD 펩타이드를 타이타늄에 APTES를 이용하여 고정화하면 RGD 펩타이드를 고정화하지 않은 순수한 타이타늄에 비해 골아세포의 부착(adhesion)과 퍼짐(spreading)이 증가 하는 것을 알 수 있었다. 


        	3. APTES를 이용하여 RGD 펩타이드를 고정화한 타이타늄에서 키운 골아세포의 증식률은 RGD 펩타이드를 고정화하지 않은 순수한 타이타늄의 증식율과 비슷한 경향을 나타냄으로서 펩타이드에 의한 세포친화성에 영향이 없고 독성도 없음을 알 수 있었다. 


      

      결론적으로, APTES를 이용하여 타이타늄 표면에 RGD 펩타이드를 고정화하면 물리적 고정화보다 효율성이 증대되어 타이타늄 표면에 RGD 시퀀스에 의해 골아세포의 부착 및 퍼짐이 증가 하고, 이는 골과 임플란트의 골유착성(osseointegration) 도 증가시킬 수 있는 소지가 있어 임플란트 식립 시 성공율도 증대시킬수 있을 것으로 판단된다.
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