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            초록
          
        

        
          Epigallocatechin gallate (EGCG), a flavonoid which is found in green tea and red wine, is known to have an osteogenic activity. In this study, the effect of EGCG on the differentiation of human dental pulp cells (HDPCs) was investigated. The growth of HDPCs was suppressed when the cells were exposed to 60 μM EGCG during 5 days. EGCG enhanced ALP activity of HDPCs at concentrations ranging from 10 to 30 μM. Furthermore, the mRNA expression of osteocalcin (OCN) and dentin sialophosphoprotein (DSPP) in HDPCs was enhanced by exposure to EGCG. Extracellular matrix mineralization was also promoted by EGCG even in the absence of other odontogenic factors such as ascorbic acid and dexamethasone. Therefore, it is certain that EGCG is capable of inducing odontogenicity of dental pulp cells. In the experiment of biomimetic apatite coating of titanium discs, EGCG was successfully incorporated into apatite coats and released from the surfaces into culture media.
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      Ⅰ. INTRODUCTION
      외부로부터의 충격 및 세균 감염에 의한 충치 발생으로 인해 치수(pulp)와 접촉하는 상아질이(dentin) 손상되었을 경우, 3차 상아질 형성(tertiary dentinogensis)이 발생한다. 형성된 3차 상아질은 치수를 보호하고, 2차적인 감염을 억제함으로써 결과적으로 치아를 보호하는 역할을 하게 된다. 생활치수치료(vital pulp therapy)에서 calcium hydroxide 혹은 mineral trioxide aggregates(MTA)와 같은 재료로 노출된 치수의 복조(pulp capping)를 시행한 경우, 재료의 하방부에 dentin bridge가 형성되며(Oguntebi 등, 1995; Min 등, 2008), 이는 3차 상아질 형성과 같은 과정으로 볼 수 있다. 치수 복조에서 dentin bridge의 형성은 임상적으로 긍정적인 예후를 예측할 수 있는 지표라 할 수 있으며, 치수 복조를 위한 생체재료의 개발에 있어서 3차 상아질 형성 촉진은 해당재료의 중요한 생물학적 성질로 받아들여진다. 따라서 3차 상아질 형성의 기전에 대한 이해와, 이를 촉진하는 물질 및 재료의 개발은 치아 보존의 영역에서 매우 큰 비중을 차지한다. 최근에는 고전적인 치료 방법을 넘어서 조직공학을 이용한 상아질 재생에 대한 연구가 빈번히 보고되고 있으며(Albuquerque 등, 2014), 3차 상아질 형성 기전 및 이를 촉진하는 물질은 상아질 조직 재생 연구에 필수적이라 할 수 있다.

      3차 상아질 형성은, 상아질 및 치수의 손상 정도에 따라, 일차 상아모세포(primary odontoblast) 혹은 이의 전구세포(progenitor cell)에 의한 것으로 알려져 있다(Haniastuti 등, 2008). 일차 상아모세포는 responsive 상아질 형성에 관여하며, 상아모세포가 손상되었을 경우에는 전구세포의 동원(recruitment), 분화, 상아질 생성 등의 과정을 거쳐 reparative 상아질 형성이 발생한다. 상아질에는 transforming growth factor β(TGF β), bone morphogenic protein(BMP)와 같이 상아모세포의 상아질 분비를 촉진할 수 있는 성장인자가 존재하고 있는 것으로 알려져 있으며, 이들이 특정한 자극에 의해 상아질로부터 분리되어 상아모세포의 3차 상아질 형성을 촉진한다고 보고되었다(Finkelman 등, 1990; Bessho 등, 1991; Bè�gue-Kirn 등, 1992). 또한 이들 성장인자는 치수세포(dental pulp cell)의 분화를 유도하고 경조직 형성을 촉진할 수 있으므로, reparative 상아질 형성을 유도한다고 할 수 있으며(Li 등, 2011; Qin 등, 2012), 다양한 동물실험에서 외인성 성장인자에 의한 reparative 상아질 형성이 관찰되었다(Nakashima 등, 1994; Hwang 등, 2008; Li 등, 2014). 따라서 상아질 재생을 위한 성장인자의 적용 가능성 및 임상적 유용성은 이미 실험적으로 입증되었다고 할 수 있다. 그러나 이러한 가능성과 다양한 실험적 노력에도 불구하고 아직까지 상아질 재생을 위해 성장인자가 임상에서 적용된 예는 거의 없는 실정이다. 이는 성장인자에 의한 상아질 재생이 치과보존학적 측면에서 매우 큰 의미를 갖는 반면, 기존의 치과치료에 비해 경제적으로 불리하기 때문인 것으로 추측된다. 특히 성장인자는 사용 전까지 생리활성의 유지를 위해 세심한 주의가 필요하며, 생체재료와 같이 사용할 경우 재료의 특성에 따라 실활 될 가능성도 있다. 따라서 위에서 언급한 성장인자의 생리활성을 대신할 수 있는 저분자 물질이 실용적 대안이 될 수 있을 것으로 생각된다. 저분자 활성물질은 일반적으로 거대분자인 성장인자보다 화학적으로 안정적이며, 경우에 따라 매우 경제적일 수 있다. 더욱이 활성이 발견된 물질에 대해서는 이의 유도체 검색을 통하여 더욱 활성이 높은 물질의 발굴에 이어지기도 한다. 본 연구에서는 생리활성을 지닌 저분자 물질의 발굴의 일환으로서 사람치수세포의 분화에 대한 epigallocatechin gallate(EGCG)의 영향을 관찰하였다.

      식물의 이차 대사산물로서 항산화효과가 높은 플라보노이드는 다양한 만성질병에 효과가 있는 것으로 알려져 있다. EGCG는 적포도주 및 녹차의 주된 폴리페놀계 플라보노이드로서 다양한 생물학적 시스템에서 강력한 항산화효과가 보고된 바 있다(Li와 Xie, 2000). 한편 EGCG의 항산화 효과 이외에 골형성에 관련된 연구결과도 보고되었다. 우선 EGCG에 의한 파골세포의 세포사 유도와, 파골세포 성장과 분화에 대한 억제 효과가 관찰되었으며(Nakagawa 등, 2002; Morinobu 등, 2008; Oka 등, 2012), 골다공증 백서 모델에서 골 소실의 제어가 보고되었다(Song 등, 2014). 파골세포에 대한 영향과 함께, EGCG는 간엽줄기세포의 alkaline phosphatase(ALP) 활성을 촉진하고, BMP-2, bone sialoprotein(BSP), osteocalcin(OCN), collagen I의 유전자 발현을 높이는 등, osteogenic 분화를 촉진하는 것으로 알려져 있다(Jin 등, 2014). 또한 사람 osteoblast-like cell인 SaOS-2의 ALP 활성과 mineralized bone nodule의 형성을 in vitro에서 높이는 것으로 보고되었다(Vali 등, 2007). 비록 위에서 언급한 파골세포와 조골세포에 대한 EGCG의 영향에 대한 분자레벨에서의 기전은 아직 밝혀지지 않았으나, 골다공증 및 골형성 부전에 대한 적용 가능성은 충분하고 할 수 있다.

      본 연구에서는 치수세포의 분화에 대한 EGCG의 영향을 조사하기 위하여 EGCG로 처리된 사람치수세포의 ALP 활성, OCN과 dentin sialophosphoprotein(DSPP) 유전자의 mRNA 발현, 세포외 기질의 석회화를 관찰하였다. 또한 상아질 재생에 대하여 아파타이트와 EGCG의 적용 가능성을 보기 위하여, titanium(Ti) disc에 EGCG를 아파타이트와 같이 코팅하여 치수세포의 ALP 변화를 관찰하였다. Titanium(Ti) disc 결과를 통하여 치수세포의 재생 뿐 아니라, 임플란트 표면의 뼈형성 촉진의 위한 EGCG의 적용 가능성이 예측될 수 있을 것으로 생각된다.

    

    

  
    
      Ⅱ. MATERIALS AND METHODS
      
        1. 재 료
        세포배양액과 우태혈청(fetal bovine serum, FBS) 및 배양관련 시약은 GIBCO-BRL(Grand Island, NY, USA)로부터 구입하였다. 특별한 언급이 없으면, 녹차로부터 추출된 EGCG를 포함한 다른 모든 시약은 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. EGCG는 10 mM의 농도로 dimethylsulfoxide에 용해하여 –20 ℃에 stock solution으로 저장하고, 사용 전에 배양액으로 희석하여 세포를 처리하였다.

      

      
        2. 세포배양
        사람 치수세포(human dental pulp cell, HDPC)는 서울대학교 치과병원의 Institutional Review Board(IRB)의 승인 및 절차에 따라 교정환자에서 발치한 절치로부터 이전과 같은 방법으로 얻었다(Kim 등, 2010). 즉, 발치한 치아를 절개하여 얻은 치수를 잘게 조각낸 후, 20% FBS와 항생제가 포함된(100 U/ml penicillin-G, 100 μg/ml streptomycin) Eagle’s alpha minimum essential medium(α-MEM)에서 37 ℃ 및 humidified atmosphere(5% CO2/95% air)의 조건으로 배양하였다. 조각난 치수조직이 culture well의 바닥에 부착이 용이하도록, 조직이 배양액에 약간 잠기는 정도를 유지하면서, 2일마다 배지를 교환하였다. 4주 후, 치수조직으로부터 나온 세포를 trypsin-EDTA로 분리하여 α-MEM으로 4세대까지 계대 배양하였다. 본 연구에서는 5세대 HDPC를 이용하였다.

      

      
        3. EGCG 세포독성시험
        계대 배양한 HDPC를 6-well culture plate에 5000 cells/well의 농도로 넣은 후, 다양한 농도의 EGCG(0, 10, 30, 60 μM)와 함께 배양하고, 9일까지의 세포성장을 측정하였다. 배지는 2일마다 교환하였다. 측정을 위해 trypsin-EDTA로 분리한 세포를 배양액으로 세척하고 0.4% trypsin blue 용액으로 염색하여 hemocytometer로 세포를 계수하였다.

      

      
        4. ALP 활성 측정
        ALP 활성은 이전의 방법을 사용하였으며(Lee 등, 2006), 간단히 서술하면 다음과 같다. 104개의 HDPC를 96-well culture plate에 넣고, 100 μl 배양액으로 배양한다. 배양액은 성장배지(basal medium, BM)와 분화배지(differentiation medium, DM)을 사용하였으며, BM은 α-MEM을, DM은 25 μg/ml L-ascorbic acid, 10 mM β-glycerol phosphate (β-GP), 10 nM dexamethasone이 포함된 α-MEM을 나타낸다. 배양 시 다양한 농도의 EGCG가 첨가된 배양액을 2일마다 교환하였으며, ALP 활성 측정은 3일 간격으로 13일까지 수행하였다. ALP 활성 측정을 위해 culture plate에서 분리한 세포를 0.05% Triton X-100이 포함된 phosphate-buffered saline(PBS)에 현탁하여, 상온에서 60초 동안 초음파 처리로 세포막을 파괴하고 cell lysate를 획득하였다. Cell lysate의 total ALP를 2-amino-2-methyl-1-propanol buffer(pH 10.3)에서 p-nitrophenyl phosphate와 상온반응 시켰다. 반응을 0.5 N NaOH로 종료시킨 후, 405 nm에서 microplate reader(Model 550, Bio-Rad, CA, USA)로 흡광도를 측정하였다. 단백질 함량 측정은 bovine serum albumin을 표준시약으로 하여 Bradford법으로 수행하였다(Bradford, 1976).

      

      
        5. OCN과 DSPP 유전자의 mRNA 발현 측정
        OCN과 DSPP 유전자의 mRNA 발현을 조사하기 위해 이전의 연구와 같이 역전사중합효소연쇄반응(reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR))을 이용하였다(Kim 등, 2013). 우선 24-well culture plate의 각 well에 5×104의 세포를 37 ℃ 및 humidified atmosphere(5% CO2/95% air)의 조건하에서 24시간 동안 전배양 한 후, 10 μM EGCG가 포함된 신선 배지로 교환하여 세포처리를 시작하였다. EGCG 처리 기간은 3, 5, 10, 15, 20, 25일로 하였으며, 2일마다 배지를 교환하였다. Total RNA를 TRIzol reagent(Invitrogen, Waltham, MA, USA)로 분리하고, SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq(Invitrogen)을 사용하여 RT-PCR을 수행하였다. 사람 DSPP primer (forward 5’-CCTCGTCTTCATCCTCATCTG-3’, reverse 5’-GGTGTCCTGGTGCATGAAGGT-3’)와 OCN primer(forward 5’-CCTCAGTCCCCAGCCCAGATCC-3’, reverse 5’-CAGGGCAGAGAGAG AGGAG-3’)는 ㈜Bioneer (Deajeon, Korea)로부터 구입하였다. cDNA 합성은 50 ℃에서 30분간 하였으며, denaturation은 94 ℃에서 2분 수행하였다. PCR은 94 ℃에서 30초(dissociation), 56 ℃에서 30초(primer anealing), 72 ℃에서 1분(extension)의 cycle로 35회 하였으며, primer extension을 위해 마지막으로 72 ℃에서 10분간 처리하였다. PCR 생성물은 1.2% agarose gel에서 전기영동하여 분리하고, ethidium bromide로 염색하였다. GAPDH mRNA의 PCR 생성물은 전기영동의 standard로 사용하였다.

      

      
        6. Alizarin red S 염색
        HDPC 세포외 기질의 mineralization에 대한 EGCG의 영향을 조사하기 위하여, 105개의 세포를 12-well culture plate의 각 well에 넣고, 25일간 배양하였다. 모든 배지는 10 mM β-GP를 포함하도록 하였고, EGCG는 10 μM을 첨가하였다. 양성대조군은 10 nM dexamethasone이 첨가된 배지를 사용하였다. Alizarin red S 염색을 위해, 우선 세포를 PBS로 2번 세척하고, 50% ethanol로 10분 고정 후, 증류수로 5분간 수화하였다. 염색은 1% alizarin red S로 실온에서 3분간 수행하고, 염색 후 증류수와 70% ethanol로 세척하고 풍건하였다.

      

      
        7. 생체모방형 아파타이트 코팅을 이용한 EGCG 고정 및 HDPC의 ALP활성 측정
        Ti disc(두께 2 mm, 직경 10 mm)의 생체모방형 아파타이트 코팅을 위하여 electron beam evaporation 법으로 calcium phosphate가 미리 코팅된 Ti disc를 연세대학교의 이인섭 박사로부터 제공받아 사용하였다(Li 등, 2008). 생체모방형 아파타이트 코팅을 위해 제공받은 Ti disc를 calcium chloride(100 mg/ml)가 포함된 PBS에 72시간동안 상온 침지하여 아파타이트가 생성되도록 하였다. 표면의 아파타이트 생성은 주사형 전자현미경(S-4700, Hitach, Japan)으로 관찰하였다. EGCG 고정을 위하여 PBS 침지 시, EGCG를 침지액에 포함시켰다. 대조군 제작을 위해서는 EGCG가 포함되어 있지 않은 PBS에 Ti disc를 침지하였다. 아파타이트 생성 후, 표면에 세포배양을 위해 disc를 멸균 증류수로 3번 세척하고, 자연 건조시켜 사용하였다. Ti disc에 고정된 EGCG의 odontogenic 효과를 조사하기 위하여, HDPC를 Ti disc 위에서 7일간 배양한 후, Ti disc 표면에 부착한 세포의 ALP 활성을 측정하였다.

      

      
        8. 통계 분석
        통계분석을 위하여 음성대조군과 시험군의 시험결과를 unpaired Student’s t-test로 처리하여 분석하였다(p<0.05).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. RESULTS
      
        1. HDPC의 세포성장 및 ALP 활성에 대한 EGCG의 영향
        HDPC의 세포성장에 대한 EGCG의 영향을 관찰하기 위하여 10-60 μM EGCG로 9일 동안 처리한 세포를 2일마다 계수하였다. Figure 1에 나타난 바와 같이, EGCG는 농도 의존적으로 세포성장을 억제하였다. 최고농도인 60 μM에서는, 음성대조군과 비교하여 5일째에 약 35% 정도의 세포 수 감소가 있었으며, 30 μM에서는 9일째에 음성대조군과 유의한 차이를 보였다. 10 μM EGCG에서만 9일 동안 세포성장을 저해하지 않았다.

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Cell growth of HDPCs in the presence of EGCG. HDPCs were treated with EGCG at various concentrations, and cell numbers were measured at intervals. Each data point represents the mean (± standard deviation) of triplicate experiments per condition.
          
          

          

        

        ALP 활성에 대한 EGCG의 영향을 관찰하기 위하여, HDPC를 13일 동안 5-30 μM EGCG로 처리하였으며 3일마다 ALP 활성을 측정하였다. 배양시간이 경과함에 따라 성장배지인 BM과 분화배지 DM 모두에서 음성대조군의 ALP 활성이 증가하였다(Figure 2). BM의 경우 7일까지는 ALP 활성의 증가가 미미하였으나, 그 이후에 큰 폭의 증가가 나타났으며, 13일에는 약 160 units/mg protein 정도의 활성을 보였다. DM의 음성대조군에서는 BM보다 빠른 ALP 활성의 증가가 나타났으며, 7일과 13일에 각각 75 및 약 240 units/mg protein의 ALP 활성을 보였다. EGCG 처리에 의해서 HDPC는 일정구간의 농도범위 안에서 EGCG 농도 의존적으로 ALP 활성의 증가를 보였다. BM에서는 배양 7일까지는 뚜렷한 EGCG의 효과가 보이지 않았으나, 10일째에 10과 15 μM EGCG에 의해 농도 의존적 ALP 활성의 증가가 나타났다. 그러나 30 μM에서 더 이상의 증가가 보이지 않았다. DM에서는 7일부터 EGCG(10, 15 μM)에 의해 농도 의존적 ALP 활성의 증가가 나타났으며, 13일째에서도 ALP활성이 증가하였다. 단, 30 μM에서는 ALP 활성은 15 μM EGCG 처리군보다 감소하는 경향을 보였다.

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Alkaline phosphatase activity of HDPCs in the presence of EGCG. HDPCs were grown in basal media (BM) (A) and differentiation media (DM) (B) with EGCG. Alkaline phosphatase activity was measured at intervals. Each data point represents the mean (± standard deviation) of triplicate experiments per condition.
          
          

          

        

      

      
        2. HDPC의 DSPP/OCN 유전자 발현 및 mineralization에 대한 EGCG의 영향
        HDPC의 DSPP와 OCN 유전자 발현에 대한 EGCG의 영향을 조사하기 위하여, 10 μM EGCG로 HDPC를 처리하면서 유전자 발현의 변화를 시간별로 관찰하였다. OCN는 EGCG 처리 15일부터 mRNA 발현이 증가하였으며, 25일까지 증가된 발현이 유지되었다(Figure 3A). DSPP의 경우 10일부터 mRNA 발현이 증가하였으며, 25일까지 발현의 증가가 지속되었다. 반면, EGCG로 처리하지 않은 대조군에서는 OCN와 DSPP의 유전자 발현이 증가하지 않았다.

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            (A) mRNA expression of OCN and DSPP in EGCG-treated HDPCs. After culturing HDPCs with or without 10 μM EGCG, mRNA expression of OCN and DSPP in HDPCs was analyzed with RT-PCR. GAPDH was used as a PCR and loading control. (B) Effect of EGCG on mineralization of HDPCs. HDPCs were grown in culture media containing β-GB only (a), β-GB + 10 μM EGCG (b), and β-GB + 10 nM dexamethasone (c). Following a 25-day culture, the cultures were stained with alizarin red S.
          
          

          

        

        HDPC는 일반적으로 DM에서 mineralization이 잘 일어나는 것으로 알려져 있으므로, 본 연구에서는 음성대조군을 위한 배지에 DM의 분화유도 성분 중 β-GP만을 첨가하여, mineralization이 일어날 수 있는 최소한의 환경이 되도록 하였다. β-GP만을 첨가한 배지에서 자란 세포에서는 매우 약한 정도의 mineralization을 관찰할 수 있었다(Figure 3B). 반면, 시험군(β-GP + 10 mM EGCG)과 양성대조군(β-GP + 10 nM dexamethasone)에서는 뚜렷하게 많은 수의 mineralized nodule이 발생하였다.

      

      
        3. Ti disc 표면에 고정된 EGCG의 영향
        Ti disc 표면에 EGCG를 고정하기 위하여 biomimetic apatite 코팅을 적용하였다. EGCG가 없는 환경에서 apatite 코팅된 Ti disc의 표면은 Figure 4A의 a, b에서와 같이 얇은 조각이 붙어 있는 형상으로 전형적인 아파타이트 표면의 양상을 나타낸다. Biomimetic coating 시에 용액에 10 μM EGCG를 포함시킨 경우에도 Figure 4A(b, c)에서 보이는 바와 같이, 아파타이트 결정이 Ti disc 위에 나타난다. 그러나 전형적인 아파타이트의 형태와 달리 표면의 조각들의 크기가 작으며, 서로 붙어 있는 형태를 띠고 있다. 따라서 EGCG는 apatite 형성에 영향을 미치는 것으로 보인다.

        Figure 4A에서와 같이 준비한 Ti disc 위에 HDPC를 배양하여, ALP 활성을 측정하였다. 활성측정은 Ti disc 위에서 7일간 배양한 세포를 이용하였다. ALP 활성은 EGCG를 포함하지 않은 시료에 비해 10, 15 μM EGCG에서 유의하게 높게 나타났다.

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            (A) Scanning electron microscopy morphology of titanium surface biomimetically coated with calcium phosphate. The surface was coated with (c, d) or without (a, b) 10 μM EGCG. (B) Alkaline phosphatase activity of HDPCs grown on titanium surfaces biomimetically coated with calcium phosphate and EGCG. Alkaline phosphatase activity was measured following a seven day culture on the modified surface of the titanium.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      IV. DISCUSSION
      EGCG는 식물성 플라보노이드로서 항균성, 항진균성, 항산화능, 항염증 작용 등이 있는 것으로 알려져 있으며(Caturla 등, 2003; Park 등, 2006; Liu 등, 2014), 최근에는 항암성이 보고되기도 하였다(Zhao 등, 2015). EGCG는 고농도에서 세포의 apoptosis를 유발하여 항암성을 보이는 것으로 알려져 있으므로(Shen 등, 2014), 농도의 차이는 있을 수 있으나, 정상세포에서도 세포독성이 나타날 수 있다. 본 연구에서의 세포독성시험은 일반적으로 사용되는 배양시간보다 길게 하여 수행하였다. Figure 1에서 나타난 바와 같이, 3일까지는 60 μM에서 HDPC의 세포성장에 EGCG가 영향을 주지 않았으나, 5일째부터 높은 농도에서 영향을 미치지 시작하여, 9일째에는 30 μM에서도 EGCG의 영향이 나타났다. 본 연구에서는 세포에 대한 영향이 apoptosis에 기인하는 것인지, necrosis와 관련된 것인지 조사하지 않았으나, 앞선 연구의 결과들로 미루어 보아, HDPC의 세포성장에 대한 EGCG의 저해는 apoptosis에 의한 것으로 짐작된다. ALP 활성 측정의 경우에서도 EGCG의 세포독성이 고농도에서 영향을 주었을 것으로 판단된다. Figure 2에서 보이는 바와 같이 ALP 활성이 EGCG 30 μM에서는 더 이상의 증가를 보이지 않았으며, 이는 아마도 세포독성과 관련이 있을 것으로 판단된다. 세포독성이 나타나지 않는 농도에서는 HDPC의 분화를 EGCG가 유도하며, 이는 ALP 활성, 분화 유전자 발현, mineralization의 증가로 확인되었다. OCN은 조골세포의 분화에서도 발현이 강하게 나타나지만, DSPP는 조상아세포에서 비교적 특이적으로 발현하는 유전자이므로, 이의 발현은 EGCG가 치수세포의 odontoblastic 분화를 유도하는 증거라 할 수 있다. EGCG 처리에 의한 mineralized nodule의 생성은 10 nM dexamethasone과 유사한 정도의 결과를 보였으므로, EGCG의 분화촉진 효과는 매우 확실하다 할 수 있다. 이러한 EGCG의 분화촉진 효과에 관련된 세포신호전달 시스템은 아직 밝혀져 있지 않다. 단, 이전의 연구에서 EGCG와 같은 플라보노이드계의 quercetin이 extracellular signal-regulated kinases(ERK) pathway를 통해서 HDPC의 분화를 촉진하는 것으로 밝혀진 바(Kim 등, 2013), EGCG 또한 같은 신호전달 체계로 분화를 촉진할 가능성이 크다.

      임상에서 감염되지 않은 치수가 노출될 경우 상아질을 재생하는 것은 치아의 수명 연장에 중요한 수단이 될 수 있다. 따라서 이를 위한 생물학적 자극이 필요하며, 분화촉진 물질은 하나의 대안으로 고려될 수 있다. 물론 EGCG의 분화촉진 활성이 치수세포를 자극하여 노출된 치수를 보호하기에 충분한 것인가에 대해서는 더 많은 연구를 통해 조사할 필요가 있다. 또한 다른 생리활성물질과의 상승효과 등도 EGCG의 유용성을 높일 수 있으므로, 이에 대한 향후 연구가 필요하다 할 수 있다. 조직공학을 이용한 상아질 재생의 경우, 활성물질의 일환으로 EGCG와 같은 플라보노이드 물질의 적용도 가능성이 높을 것으로 기대된다.

      본 연구에서는 HDPC의 분화에 대한 EGCG의 영향과 함께, Ti disc 표면에 고정된 EGCG의 영향을 관찰하였다. 서론에서 언급한 바와 같이, HDPC가 Ti implant와 직접 접촉할 수 있는 임상적 환경은 없다고 할 수 있으나, HDPC와 조골세포의 유사성을 고려하면, 치과용 임플란트의 osseointegration 향상을 위한 EGCG의 적용을 기대할 수 있다. 즉, EGCG가 포함된 아파타이트가 골형성을 촉진할 가능성을 보여주었으며, 골이 식재 등에도 이의 적용이 가능할 것으로 보인다.

    

    

  
    
      V. CONCLUSIONS
      EGCG의 사람치수세포 성장 및 분화에 대한 영향은 다음과 같다.

      
        	1) 10 μM EGCG는 HDPC의 성장에 영향을 주지 않으나, 60 μM에서는 배양 5일부터 세포 성장을 억제하였다.


        	2) HDPC의 ALP 활성은 일정구간 농도(5-15 μM)의 EGCG에 의해 증가하였다(p<0.05). 30 μM EGCG는 더 이상의 ALP 활성의 증가가 나타나지 않았으며, 이는 세포독성에 기인하는 것으로 판단된다.


        	3) EGCG는 HDPC의 OCN, DSPP mRNA의 발현과 세포외 기질의 mineralization을 촉진하였다.


        	4) Ti disc 표면에 biomimetic 아파타이트 코팅할 경우, EGCG는 형성된 아파타이트의 성상에 영향을 주었다. 아파타이트와 같이 로딩된 EGCG는 HDPC세포의 분화를 촉진하였다.


      

      이상의 결과로 EGCG의 사람치수세포 분화 촉진효과를 확인할 수 있었으며, 임상적 효용성을 검증하기 위해서는 향후 동물실험을 통한 상아질 형성 촉진 효과에 대한 시험 등을 수행하여야 할 것으로 사료된다.
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