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            Abstract
          
        

        
          Plasma technique has been proposed as a tool to produce a hydrophilic surface to hydroxyapatite (HA)-coated titanium, which is used as dental implant. The objective of this study was to evaluate the effect of plasma treated HA coated titanium on preosteoblast adhesion, proliferation and differentiation. The contact angle of plasma treated HA-coated titanium was lower than that of HA-coated titanium. Cells on HA-coated titanium and plasma treated HA-coated titanium spreaded and proliferated preosteoblast equally. But the MC3T3-E1 preosteoblast cells cultured on plasma treated HA-coated titanium enhanced the ALP activity and the expression of osteocalcin and osteopontin gene. The result demonstrated that atmospheric plasma decreased the contact angle of HA-coated titanium surface and promoted the differentiation of the MC3T3-E1 osteoblast cell by enhancing ALP activity, osteocalcin and osteopontin gene expression
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      서  론 
      
			치과용 생체재료에 수년 동안 다양한 표면처리를 통하여 세포 부착 및 골유착 증가 등의 효과를 극대화 하고자 하는 노력이 많이 시도되어져 왔다 (Gotfredsen 등, 1990; Jansen 등, 1991; Ikada, 1994; Gustavo 등, 2008; Jimbo 등, 2008; Le Guéhennec 등, 2007). 특히, 치과용 임플란트로 널리 사용되는 타이타늄은 샌드블라스팅 (sandblasting), 산 에칭 (acid etching) 등의 물리화학적 표면 처리 외에도 최근에는 생물학적 활성을 띠는 물질(bioactive substances) 코팅하였을 때, simulated body fluid (SBF) 용액에서 미네랄화를 촉진하는 결과를 보인다고 보고하였다 (Sandrini 등, 2003). Webster 등은 하이드록시아파타이트 (Hydroxyapatite)에 의해 유도되는 나노스케일의 표면에서 골아세포의 증식이 증가된다고 보고 하였으며 (Webster, 2001), 특히 Lee 등도 치과용 타이타늄 임플란트에 하이드록시아파타이트를 코팅하면, 골아세포의 증식을 증진 시키고, 골아세포 분화도 촉진하였으며, 뼈의 해면조직을 이루는 주요 단백질인 콜라젠의 발현도 촉진한다고 보고 하였다 (Lee 등, 2011). 하지만, 타이타늄 임플란트의 표면에 하이드록시아파타이트를 코팅하면, 표면 거칠기는 증가하지만 접촉각이 커지는 단점이 있다 (Lee 등, 2011). 
			

      
			대기압 플라즈마 처리가 치과용 임플란트 금속 젖음성을 증가시켜 세포 퍼짐을 증대시킨다고 보고하고 있다 (Duske 등, 2012). 특히, Zhao 등은 대기압 플라즈마 처리시 타이타늄 표면이 친수성을 띠고 산화층을 형성하여 조직 주위를 둘러싸고 있는 세포와 단백질의 부착을 증가시킨다고 보고하였다 (Zhao 등, 2005). 또한 Cunha 등의 연구 그룹은 치과용 임플란트에 플라즈마 처리의 효과는 염소(sheep)에서의 골유착을 증가시킨다고 보고하였다 (Cunha 등, 2013). 
			

      
			본 연구에서는 치과용 임플란트 재료로 널리 이용되는 타이타늄에 골유착 효과가 우수하다고 보고되어진 하이드록시아파타이트를 코팅한 후, 플라즈마를 처리한 후에도 하이드록시아파타이트 코팅에 의한 골아세포 부착, 증식 및 분화에 미치는 효과가 유지 또는 증진되는지 여부를 세포 및 유전자 수준에서 확인하고자 하였다.
			

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시편 제작 및 표면 분석
        
					직경 10 mm, 두께 2 mm 크기의 타이타늄 디스크에 Low Temperature High Speed Collision (LTHSC) 방법 (Lee 등, 2011)으로 하이드록시아파타이트를 코팅한 후, 대기압 하에서 아르곤과 산소 기체의 유량을 각각 20 slm, 30 sccm으로 고정하고, 플라즈마를 200W의 세기로 3분 동안 처리하여 하이드록시아파타이트 코팅 시편과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 시편을 준비하였으며, 표면의 친수성 분석을 위해 접촉각을 측정하였다.
					

        

        
          
          

          Figure 1 
				
          

          
            A schematic illustration of the plasma treatment and hydroxyapatite coating to titanium.
          
          

          

        

      

      
        세포배양
        
					Mouse 조골모세포인 MC3T3-E1 세포를 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 alpha MEM medium에 37°C 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 실험에 사용된 조골모세포는 6~15 번 계대 배양한 세포를 사용하였다. 세포가 배양접시에 가득 자라면 Trypsin-EDTA을 처리하여 부착된 세포를 떼어낸 후, 실험에 사용하였다.
					

      

      
        전자현미경을 이용한 세포 형태 관찰
        
					하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편에 1×103 cell의 농도로 세포를 접종하여 시편 상에서 5일 동안 세포를 배양하였다.
					

        
					각각의 시편 상에 배양된 세포는 3% glutaraldehyde 용액으로 2시간 동안 전고정(pre fixation)하고, 1% osmium tetroxide(OSO4)로 2시간 동안 후고정을 하였다. 고정 전후에 PBS buffer로 각 10분씩 2회에 걸쳐 세척했다. 이러한 과정을 거쳐 고정된 세포를 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 및 100% 농도의 에탄올 용액을 순차적으로 사용하여 탈수시켰다.
					

        
					임계점건조를 하기 위하여, CO2 가스와 잘 치환되는 isoamyl acetate 용액을 사용하였다. 먼저 100% 에탄올과 isoamyl acetate가 1 : 1의 비율로 동량 혼합된 용액에 30분 동안 처리한 후, 다음으로 100% 에탄올과 isoamyl acetate가 1 :3의 비율로 혼합된 용액에 3시간 동안 처리하였다. 뒤 이어 임계점 건조를 하였고, 임계점 건조가 끝난 시편은 Pt coating한 후 FE-SEM (JSM-6700F, Jeol, Tokyo, Japan) 이용하여 시편 표면상 세포의 부착 정도를 관찰하였다.
					

      

      
        세포증식률
        
					세포 증식율은 mitochondria dehydrogenase에 의해 노란색의 tetrazolium salt가 보라색의 formazan 결정체로 전환되는 원리를 이용한 MTT assay를 통하여 측정하였다. 6 well plate에 하이드록시아파타이트 코팅 시편과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편을 놓고, 그 표면위에 MC3T3-E1 mouse osteoblast를 1×103씩 접종하고 2일, 5일간 배양하였다. 
					

        
					시편 위에서 2일, 5일간 배양한 세포에 5mg/mL의 농도로 PBS에 녹인 MTT용액 50 μL를 첨가하고 4시간동안 37°C에서 배양하였다. 4시간 후 MTT 용액이 든 배지를 제거하고 생성된 보라색의 formazan 결정체를 용해시키기 위해 DMSO를 넣고, 피펫팅으로 잘 썩은 후, Sunrise ® microplate reader (Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria)를 사용하여 570nm에서 흡광도를 측정하여 세포생존율을 나타내었다.
					

      

      
        ALP활성도 측정
        
					조골모세포 분화정도를 측정하기 위하여 MC3T3-E1 세포를 6 well plate에 하이드록시아파타이트 코팅 시편과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편을 놓고, 그 표면 위에 MC3T3-E1 mouse osteoblast를 1×103씩 접종하고, 7일과 14일 동안 배양한다. 배양기간 동안 50 μg / μL ascorbic acid와 5 μM β-glycerophosphate를 처리하여 골아세포의 분화를 유도하였다.
					

        
					세포를 7일과 14일 동안 배양 후, 0.2% triton X-100으로 세포층을 용해시켜 세포부유액을 만든 다음. BSA (bovine serum albumin) stock을 사용하여 얻어진 protein의 농도에 따른 흡광도 검정곡선을 이용하여 단백질 양을 정량하였다.
					

        
					세포 부유액 (cell lysate)에서 회수한 5 μg의 단백질과 p-nitrophenol (PNP) 을 ALP의 기질인 p-nitrophenol phosphate (PNPP)와 반응시켜 그 활성을 측정하였다.
					

      

      
        유전자중합연쇄반응(RT-PCR) 기법을 이용한 분화 표지 유전자 발현 분석
        
					MC3T3-E1 세포를 하이드록시아파타이트 코팅 시편과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편 위에서 7일간 배양한 다음, RNA를 분리하고, reverse transcriptase로 역전사하여 cDNA를 합성한다. 합성된 cDNA를 주형으로 하여 유전자중합연쇄반응을 실시하였으며, 반응을 위한 primer 정보는 아래 표에 나타내었다. Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP), Runx-2의 유전자의 증폭 반응은 아래 표. 1 과 같이 시행하였다. 유전자중합연쇄반응이 끝난 DNA는 1.5% 아가로즈 겔에서 전기영동한 후, UV 하에서 시각화 하였으며, 각 유전자의 발현량을 internal control인 GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)의 상대적인 양으로 수치화하여 나타내었다.
					

        

        
          Table 1 
				
          

          
            Oligonucleotide Primers for Gene Expression Analysis by RT-PCR.
          
          

        

        
          
            	Gene
            	Primer sequence
            	product size (bp)
            	annealing temperature
          

          
            	OC
            	F : 5'-AAG CAG GAG GGC AAT AAG GT-3'
R : 5'-TTT GTA GGC CCT CTT CAA GC-3'
            	156
            	56
          

          
            	OP
            	F : 5'-TGC ACC CAG ATC CTA TAG CC-3'
R : 5'-CTC CAT CGT CAT CATCAT CG-3'
            	186
            	58
          

          
            	Runx-2
            	F : 5'-ATG CTT CAT TCG CCT CAC AAA C-3'
R : 5'-CCA AAA GAA GTT TTG CTG ACA TGG-3'
            	261
            	53
          

          
            	GAPDH
            	F : 5'-CGA CCA CTT TGT CAA GCT CA-3'
R : 5'-AGG GGA GAT TCA GTG TGG TG-3'
            	203
            	58
          

        

        

      

    

    

  
    
      결  과
      
        1. 접촉각측정
        
					LTHSC 방법(Lee 등, 2011)으로 하이드록시아파타이트 코팅 후 플라즈마 처리하여, 하이드록시아파타이트 코팅 시편과 플라즈마 처리된 하이드록시아파타이트 코팅 시편을 준비하여, 표면의 친수성을 평가하기 위하여 접촉각을 측정하였다. 플라즈마를 처리하지 않은 하이드록시아파타이트 코팅 시편은 약 62o 정도로 측정되었고, 플라즈마를 처리한 이후에는 13o 정도로 접촉각이 감소하였다 (그림. 2). 플라즈마 처리한 하이드록시아파타이트 코팅 시편의 표면이 매우 친수적인 성질을 나타내는 것으로 확인되었다.
					

        

        
          
          

          Figure 2 
				
          

          
            Contact angle of (a) HA-coated titanium and (b) plasma treated HA-coated titanium.
          
          

          

        

      

      
        2. 골아세포의 접착 및 증식률
        그림. 3는 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편과 플라즈마 처리한 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄 시편에서 5일동안 배양한 MC3T3-E1 세포의 주사전현미경 관찰 사진이다. 저배율(위쪽, 500배)과 고배율(아래쪽, 1000배)로 관찰한 두 시편간의 세포 퍼짐 정도의 차이는 관찰되지 않았다. 두 종류의 시편 모두에서 세포는 잘 부착된 양상을 나타내었다.
					

        
					세포 증식률은 그림. 4에서 보는 것과 같이 배양 후 2, 5일 두 개의 시점에서 확인하였다. 플라즈마 처리의 효과는 없으나, 두 시편간의 차이가 적어, 세포증식률은 두 시편의 효과가 비슷한 양상을 보였다.
					

        

        
          
          

          Figure 3 
				
          

          
            The SEM image of HA-coated titanium and plasma treated HA-coated titanium.
          
          

          

        

        

        
          
          

          Figure 4 
				
          

          
            Proliferation of MC3T3-E1 cells cultured on HAcoated titanium and plasma treated HA-coated titanium.
          
          

          

        

      

      
        3. 골아세포의 분화
        
					세포의 접착 양상 및 증식률과 다르게, 골아세포의 분화의 척도인 alkaline phosphatase 효소의 활성은 플라즈마 처리시에 크게 증가되었다 (그림. 5). 배양한 지 1주일에 ALP 활성이 증가되어 2주까지 활성이 증가하였다.
					

        

        
          
          

          Figure 5 
				
          

          
            ALP activity of MC3T3-E1 cells cultured on HAcoated titanium and plasma treated HA-coated titanium.
          
          

          

        

        
					골아세포의 분화 표지 인자들의 발현을 나타낸 그림. 6에서는 플라즈마 처리 시에 osteocalcin 및 osteopontin 유전자 발현이 증가하는 결과를 나타내었다. 하지만, 뼈유지에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있는 Runx-2의 경우, 플라즈마 처리 시 보다 하이드록시아파타이트 코팅만 한 시편에서 더 많이 발현이 증가하였다.
					

        

        
          
          

          Figure 6 
				
          

          
            Differentitation related gene expression of MC3T3-E1 cells cultured on culture plate(1), HA-coated titanium(2), and plasma treated HA-coated titanium(3).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고  찰
      
			타이타늄은 치과용 임플란트 재료로 널리 사용되고 있으나, 최근 수년동안 물리적, 화학적, 생물학적 표면처리를 통하여 그 효과를 극대화 하고자 하는 노력이 많이 시도되어 지고 있다. 이러한 노력의 대부분이 골아세포의 증식과 분화를 촉진시키고, 더 나아가 뼈와의 유착을 효과적으로 증대하고자 하는 것이다. 이에 본 연구에서는 하이드록시아파타이트 처리에 의해 커진 타이타늄 표면의 접촉각을 골아세포와의 친화성을 증대시키기 위하여 플라즈마 처리로 감소시켜 표면의 친수성을 높였다. 표면의 젖음성은 단백질의 흡착, 세포 접착 및 퍼짐에 매우 중요한 역할을 하는 표면 인자이다 (Grinnell, 1978). 재료 표면의 젖음성을 결정하는 접촉각은 표면거칠기와 더불어 세포의 접착에 중요한 역할을 한다. Herrero-Climent 등은 표면의 거칠기가 세포의 기질에 대한 부착을 증가시키고, 동물실험을 통하여 골유착도 증가시킨다고 보고하였다 (Herrero-Climent, 2013).
			

      
			플라즈마 처리한 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄에서 세포의 부착이 하이드록시아파타이트만 코팅한 타이타늄과 유사한 정도로 나타났으며, 이 효과는 골아세포의 증식에도 영향을 미친 것으로 사료된다.
			

      
			다수의 저자는 osteocalcin, osteopontin, 및 ALP가 골아세포의 분화의 표지인자로 보고하고 있고 (Price 등, 1985; David 등, 1998; Rodriguez 등, 2003; Choi 등, 2008), 뼈의 대체재료인 apatite가 ALP의 발현을 증가시킨다는 보고가 있어(Inoue 등, 2004), 본 연구에서는 플라즈마 처리에 의한 골아세포의 분화에 관련된 효소의 활성 및 유전자의 발현을 분석하였다. 플라즈마 처리 후, ALP 효소의 활성이 증가하였으며, 또한 osteocalcin 유전자의 발현이 현저히 증가하는 것으로 나타났다. 또한 뼈의 형성 및 흡수의 평형을 유지하는데 중요한 역할을 하는 것으로 보고되어지는 (Handschin 등, 2006) Runx-2의 발현도 하이드록시아파타이트 코팅된 타이타늄 수준으로 발현이 됨을 확인하였다. 이는 플라즈마 처리에 의해 골아세포의 분화에도 영향을 미친 것으로 사료되며, 하이드록시아파타이트가 코팅된 타이타늄에 플라즈마를 처리하면 골아세포의 부착 또는 증식보다는 골아세포의 분화를 더 촉진한다고 할 수 있다. Matsuoka 등은 고농도의 칼슘이온이 미분화골아세포의 ALP 효소의 활성과 osteocalcin의 mRNA 발현을 증가시킨다고 보고하였다 (Matsuoka 등, 1999). 플라즈마 처리에 의해 증가된 골아세포의 분화는 하이드록시아파타이트와 골아세포의 작용으로 칼슘이온이 증가되어 유도되어졌다고 추측할 수 있다.
			

      
			본 연구의 플라즈마 처리에 의한 골아세포의 분화 촉진효과는 향후 동물 실험 시 골유착을 증가시키는 효과를 보여 줄 것으로 예상되어 치과용 타이타늄에 새로운 표면처리 방법으로 제시될 수 있다고 사료되어 진다.
			

    

    

  
    
      결  론
      
			본 연구에서는 치과용 임플란트로 널리 사용되고 있는 타이타늄에 뻐세포에 접착과 분화에 효과적인 표면처리를 함으로서 임상적 시술 시 골접합능을 더 향상시키고자 하이드록시아파타이트 코팅된 타이타늄에 플라즈마 처리를 하여 다음과 같은 결론을 얻었다.  
			

      1. 하이드록시아파타이트 코팅된 타이타늄 표면의 접촉각은 62o 이었으나, 플라즈마를 처리하였을 때, 크게 감소하여 표면의 친수성이 증가되었다.

      2. 골아세포의 접착과 증식률은 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄과 플라즈마 처리한 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄에서 비슷한 수준을 보였다.

      3. 골아세포의 분화는 플라즈마 처리한 하이드록시아파타이트 코팅 타이타늄에서 ALP 활성이 시간에 비례하여 증가하였다. 또한 분화 표지 유전자인 osteocalcin와 osteopontin의 발현이 증가되었다. 

      
			결론적으로, 하이드록시아파타이트 코팅된 타이타늄에 플라즈마 처리를 하면 표면의 젖음성이 증가되어, 골아세포의 부착 및 증식은 하이드록시아파타이트 코팅된 타이타늄과 같은 수준으로 유도되지만, 골아세포의 분화능은 현저히 증가하여, 플라즈마는 골아세포의 분화를 촉진시킨다고 할 수 있다. 
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