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            초록
          
        

        
          e-Polytetrafluoroethylene (e-PTFE) is a commonly used medical polymer due to its biological stability and excellent mechanical properties such as high hardness and wear resistance. However, the superhydrophobic surface and lack of functional groups to interact with the cellular environment have severely limited its applications in bone or cartilage replacements. In this study, e-PTFE surface was modified by oxygen (O2) or nitrogen (N2) RF plasma treatment in order to improving the hydrophilic property and preosteoblast cell proliferation. After the plasma treatment, e-PTFE surface was characterized by using a contact angle measurement, atomic force microscopy, and scanning electron microscopy. The contact angle of e-PTFE surface was significantly decreased and surface morphology did not changed. The MC3T3-E1 cell proliferation was evaluated by MTT assay. The N2 or O2 plasma- treated e-PTFE groups showed the higher cell proliferation than untreated group. In conclusion, the N2 or O2 gas plasma surface modification used in this study indicates the potential technique as a promising e-PTFE biomedical application.
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      서 론
      골유도재생술은 골 결손부위 위에 막을 덮음으로써 골 조직이 아닌 인접 조직의 침투를 차단하여 골 조직 생성을 도모하는 술식으로 치과 영역에서 흔히 사용된다(Buser 등, 1993). 이 때 사용되는 차폐막이 가져야할 성질로 차단 능력, 공간유지능력, 세포친화성, 조직유착성, 생체적합성, 그리고 임상적 용이성 등이 있으며, 이에 더하여 골세포 분화와 신생골 형성에 도움이 될 수 있어야 한다(Dahlin 등, 1988). 골유도재생술에 사용되는 차폐막은 주로 비 흡수성과 흡수성으로 나눌 수 있는데, 비 흡수성 차폐막으로서는 expanded polyte- trafluoroethylene (e-PTFE) 가 대표적이다(Nowzari와 Slots, 1995). 비 흡수성 차폐막은 인접 조직의 침투에 대한 차폐 효과가 우수하지만, 생체 내에서 흡수가 되지 않기 때문에 이차적인 제거 수술을 요하는 부담이 있으며 흡수성 차폐막에 비하여 골 형성능이 떨어진다고 여겨져 왔다. 

      e-PTFE 는 의학 분야에서 널리 사용되는 재료 중 하나로, 생체 내에서 독성이 없고, 잔존물을 남기지 않고, 흡수되지 않는 특성으로 인하여, 골유도 재생술 뿐만 아니라, 인공혈관이나 안면부 중대술을 위한 재료로도 사용된다(Angermayr 등, 2003; Hanke, 2002; Larsen 등, 2006). e-PTFE는 또한 높은 경도와 내마모성을 지니고 있기 때문에 골 조직이나 연골조직을 대체할 재료로 사용될 수 있다. 그러나 e-PTFE 는 소수성이 강하고 생체불활성이 강하여 골 조직 또는 연골조직 대체재로서는 불리한 면이 있다. 이에 대하여 e-PTFE의 소수성과 생체적합성을 개선시키기 위한 연구가 이루어져 왔다. 

      생체재료의 표면 개질은 재료의 물리적인 특성을 유지하면서 표면의 생체 내 반응을 개선시키기 위한 방법이다(Chu 등, 2002). PTFE의 표면 개질에 대해서 단백질 코팅, 자외선 조사, 이온 주입 그리고 플라즈마 처리 등의 여러가지 방법들이 보고되어 왔다(Bhat 등, 1998; Nishibe 등, 2000; Takahashi 등, 2007; Zhang 등, 2002; Zhu 등, 2004; Zhu 등, 2005). PTFE 인공혈관의 혈전 발생 가능성을 낮추기 위하여 단백질을 코팅하여 혈관 내피세포 성장을 증진시킬 수 있다(Bhat 등, 1998; Nishibe 등, 2000). 그러나 단백질 코팅을 위해서는 소수성인 PTFE에 대한 표면 전처리가 필요한데, 복잡한 단계를 거치며 시간이 많이 소요되는 단점이 있다. 한편, 자외선 조사 처리를 할 때에도 조사 전처리를 요하기 때문에 시간이 소요되는 단점이 있다(Zhu 등, 2005). 또한, 이온 주입은 범용성, 효용성 그리고 환경친화성의 특징을 가진 처리 방법이며, 재료 표면의 형태적 특성과 화학적 특성 모두를 변화시킬 수 있다(Takahashi 등, 2007; Zhang 등, 2002). 그러나 설비 제작 등의 제조비용이 높고, 직선적인 공정(line of sight)을 가지는 특성 때문에 불규칙한 표면에 대한 균일한 처리가 어렵고, 3차원적인 형상을 갖는 소재를 균일하게 처리하기 위해서는 소재를 회전 시키거나 여러 개의 이온빔을 설치해야하기 때문에 제조 단가가 상승하는 단점이 있다(Jun JH 1999). 이와 같은 단점을 극복하기 위하여 최근에 플라즈마 잠김 이온주입법이 개발되었다(Chu 등, 2001; Chu 등, 2004; Conrad JR, 등 1988). 그러나 이 방법도 고가의 장비를 사용해야하기 때문에 Huang 등은 비교적 단순한 구조인 저압 축전 결합형 플라즈마를 이용하여 PTFE을 메탄과 질소가스로 표면개질하여 친수성을 부여하는데 성공하였다(Huang 등, 2013). 

      따라서 본 연구에서는 e-PTFE에 저온 저압 RF 축전 결합형 플라즈마를 이용한 표면 개질법이 조골모세포의 부착 및 증식을 향상시킬 수 있는가에 대하여 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. e-PTFE 필름  
        본 연구에서 시편으로 사용된 e-PTFE은 MEGA-Tex™ (Micro-Porous Patch, Think Graft Co., Ltd.) 상업용 제품을 구입하여, KJ 메디텍에서  10 ㎜ × 10 ㎜로 가공하여 사용하였다. 

      

      
        2. 산소 및 질소가스 플라즈마 표면처리
        가스 플라즈마 표면처리에는 RF (radio frequency) 13.56 MHz의 축전 결합형 플라즈마(CCP : capacitively coupled plasma) 타입의 장비(Plasmart Inc. Korea)를 사용하였다. 325 mm 직경과 175 mm 높이의 진공 챔버는 로타리 펌프로 최대 10-3 Torr 진공도를 유지한다. 시료대는 상부 전극으로부터 30 mm 떨어진 곳에 위치한다. 플라즈마 표면처리에 사용되는 가스는 고순도 산소(99.99%) 및 질소 가스를 사용하였다. 산소 및 질소 플라즈마 표면처리는 10 sccm의 유량을 흘려주어 챔버 압력을 50 mTorr로 유지한 후, 입력파워 100 W를 인가하여 180 초 동안 각각 동일하게 수행하였다.

      

      
        3. 표면분석
        e-PTFE 표면의 미세구조의 변화는 주사전자현미경(SEM: scanning electron microscopy, SEC, SNE 3200M, Korea)을 사용하여 가속전압 10 kV와 SE 검출모드의 조건으로 관찰하였다. 샘플들은 관찰 전에 sputter-coater (MCM-100)을 이용하여 금 코팅을 하였다. 무 처리 e-PTFE과 산소 및 질소 플라즈마 처리된 e-PTFE 표면 친수성을 평가하기 위하여 60 ℃에서 24 시간 건조한 후 증류수 약 5 ㎕를 시편에 떨어뜨린 후, 접촉각 측정기(GSA, Surfacetech, Korea)로 5 초 후에 접촉각을 측정하였다.

      

      
        4. 조골모세포 배양
        본 실험에 사용된 세포는 생쥐 두개골에서 유래한 조골모세포 MC3T3-E1을 ATCC에 구입하여 사용하였고, 세포 배양은 α-MEM (Alpha Minimum Essential Medium with ribonucleosides, deoxyribonucleosides, 2 mM L-glutamine and 1 mM sodium pyruvate, but without ascorbic acid/GIBCO, Custom Product, Catalog No. A1049001)배지에 growth factor를 제공하는 10% (w/v) fetal bovine serum (PAA Laboratoris.inc A15-751)과 항생제인 amphotericin (Lonza walkersville MD USA 0719)을 혼합하여 5% CO2가 공급되는 37℃, CO2 incubator에서 48 시간 배양하였으며 계대배양을 통해서 얻어진 4 세대 세포를 incubator에서 1 일 동안 배양하여 실험에 사용하였다.

      

      
        5. 조골모세포 증식 평가 (MTT assay)
        배양된 세포는 배지를 모두 제거한 후 PBS를 이용하여 세척하였으며 trypsin/EDTA를 소량 첨가하여 배양접시로부터 분리시켰다. 분리된 세포에 FBS가 포함된 배지를 첨가하여 15 ml 튜브에 옮겨 담은 후 원심분리기를 이용하여 세포를 수집하였다. 세포에 배지를 첨가하여 다시 부유 시킨 후 24 well plate에 담겨진 준비된 샘플에 각각 40000 cell / 200 ㎕의 세포를 파종하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 각각 1일, 2일, 3일 동안 배양한 후 MTT를 첨가하여 청자색의 결정이 생성되는 것을 확인한 후 이소프로필알콜(Isopropyl alcohol, Sigma)을 이용하여 용해하였다. 흡광도를 측정하기 위해 반응액을 96-well plate에 각각 200 μL씩 분주한 후 ELISA reader (Thermal Fisher SCIENTIFIC)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. 형광현미경 관찰
        무 처리 e-PTFE군과 질소가스 플라즈마 처리군 및 산소가스 플라즈마 처리군이 담겨진 12 well plate에 배양된 MC3T3-E1 세포를 1× 10⁵ cells/mL의 농도로 파종하였다. 세포 파종 후 24시간이 지나면 PBS를 이용하여 2회 세척하였다. Live and Dead Cell staining kit (Biovision ＃k 501-100)을 사용하여 각 well당 1 ml씩 염색시약을 첨가하여 주었고, 37℃에서 15분 동안 배양하였다. 각각의 3차원 PCL 스캐폴드 샘플을 cover glass 위에 부착하여 형광현미경(Nikon)으로 관찰하기 전까지 4℃에서 보관하였다.

      

      
        7. 통계분석 
        모든 실험 데이터는 T-test 분석을 통하여 신뢰도 95% (* p<0.05) 내에서 변수의 비교를 통하여 각각의 유의성 차이를 비교하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 표면처리에 따른 표면분석
        Fig. 1은 주사전자현미경을 이용하여 산소 및 질소 플라즈마 표면 처리 전, 후의 e-PTFE 표면을 관찰한 결과이다. 세 그룹 모두 전체적으로 1~2 μm의 크기의 규칙적인 기공이 형성되는 것을 확인할 수 있었고, 산소와 질소 플라즈마 표면 처리 후, e-PTFE의 표면인 Fig. 1(b, c)은 무 처리 e-PTFE인 Fig. 1(a)와 비교하여 큰 변화를 관찰할 수 없었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            SEM images of various e-PTFE surface. (a) nontreated e-PTFE, (b) oxygen plasma treated e-PTFE for 3 min, and (c) nitrogen plasma treated e-PTFE for 3 min.
          
          

          

        

        Fig. 2는 접촉각 측정 결과를 나타낸 것이다. 무 처리 e-PTFE의 경우 접촉각이 약 98.75° 로 측정되었고, 산소와 질소 플라즈마 처리를 한 e-PTFE는 각각 90.74°, 89.76° 로 접촉각이 감소하였다. 일반적으로 접촉각이 플라즈마 처리로 인해 감소하는 이유는 플라즈마 처리로 인해 재료의 표면 에너지가 증가하고, 플라즈마 처리 시간에 따라서 재료 표면의 산소나 질소 활성기와 같은 친수성기가 생성되어 시료의 표면 친수성이 증가하였기 때문이다. 하지만 Chun 등의 연구에 따르면 PTFE는 (-CF2-)n 간단한 구조로 이루어진 폴리머이며 C-F의 강한 결합 에너지 때문에 일반적인 표면 개질 방법은 적합하지 않다고 한다. 또한 Nicolas 등의 논문에 의하면, 동일한 가스 표면 처리에서라도 PTFE의 플라즈마 표면 처리 조건에 따라 다양한 접촉각이 나타나는 것을 확인하였다. 이에 e-PTFE의 친수성을 높이기 위해서는 다양한 처리 조건에서의 연구가 필요할 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Contact angles of the pristine e-PTFE, oxygen plasma treated e-PTFE, and nitrogen plasma treated e-PTFE.
          
          

          

        

      

      
        2. 표면처리에 따른 조골모세포의 증식
        Fig. 3 은 e-PTFE 표면에 플라즈마를 표면 처리하여 산소와 질소 플라즈마가 MC3T3-E1 세포 증식에 미치는 영향을 평가하기 위하여 MTT assay를 이용하여 관찰한 결과이다. 이 실험에서 대조군은 무 처리 e-PTFE를 사용하였고, 산소와 질소 플라즈마 처리된 e-PTFE를 실험군으로 사용하였다. MC3T3-E1 세포 증식은 대조군과 실험군 모두 1일, 3일, 6일 동안 배양하였고, 세포배양기간이 증가하면서 실험군의 세포 증식이 증가함을 알 수 있었다. 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Cell proliferation of MC3T3-E1 cells cultured on the pristine e-PTFE, oxygen plasma treated e-PTFE, and nitrogen plasma treated e-PTFE.
          
          

          

        

        본 연구에서는 산소 플라즈마와 질소 플라즈마 표면 처리를 이용하여 e-PTFE의 표면을 친수성으로 변화시켜 세포 수용기와 표면 관능기와의 상호 작용을 증가시켜 세포 증식을 평가하고자 하였다. e-PTFE의 표면은 플라즈마 내의 이온과 라디칼이 충돌하고 표면 화학종이나 관능기와 반응하여 다른 관능기를 도입 시킨다. 산소 플라즈마와 질소 플라즈마는 극성의 하이드록실기, 카르보닐기, 카르복실기를 도입하고, 고분자 중심의 C-C 결합이나 C-H 결합을 끊는 작용을 한다. 이 작용으로부터 표면 친수성이나 에너지를 증가시켜 생체적합성을 향상시키는 작용을 한다(Yildirim 등, 2008). Gupta 등은 친수성 표면이 소수성 표면에 비해 세포와 조직과의 상호작용이 우수하다는 것을 보고하였다, 접촉각이 낮아진 것으로 미루어 보아 친수성이 향상되었고, 조골모세포가 성장하기에 적합한 표면으로 변화되어 증식에 긍정적인 영향을 미쳤을 것으로 사료 된다(Gupta 등, 2012).

        Fig. 4는 Live/Dead 형광 현미경 사진을 나타낸 것이다. 살아 있는 세포는 초록색으로, 죽은 세포는 빨간색으로 염색하여 세포가 살아있는 양을 시각적으로 볼 수 있다. 무 처리 e-PTFE보다 산소와 질소 플라즈마 처리를 한 e-PTFE에서 살아있는 조골모세포의 수가 더 많은 것을 관찰할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Live/dead staining images of MC3T3-E1 cells on pristine e-PTFE (left), oxygen plasma treat e-PTFE (center), nitrogen plasma-treated e-PTFE (right).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결  론
      e-PTPE에 산소 및 질소가스 플라즈마 표면처리를 실시한 후 표면물성의 변화를 관찰하였고, MC3T3-E1 조골모세포를 이용하여 세포증식을 조사하여 다음과 같은 결과를 도출하였다.

      
        	1) 산소 및 질소가스를 이용한 플라즈마 표면처리 후, e-PTPE는 접촉각이 낮은 친수성 표면으로 표면물성이 변화되었음을 확인 할 수 있었다.


        	2) 산소 및 질소가스 플라즈마 표면처리 후, e-PTFE의 표면형상을 관찰한 결과, 다공성 기공 및 표면형상의 변화가 나타나지 않았다. 


        	3) 질소 플라즈마 처리 실험군에서 MC3T3-E1 세포 증식이 가장 우수하게 나타났으며, 플라즈마 처리 실험군은 무 처리 대조군에 비하여 세포증식이 우수하게 나타났다.  


      

      이상과 같은 결과들로 미루어 볼 때 산소 및 질소 가스 플라즈마 표면처리 는 e-PTFE가 생체재료로서의 응용성을 확장하는 기술로 각광 받을 것으로 사료된다. 
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