
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Article ]
          
        

        
          	Korean Journal of Dental Materials - Vol. 43, No. 4, pp.351-359
        

        
          	ISSN: 2384-4434			
					(Print)
				2384-3268			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date Dec 2016

        

        
          	Received  17 Nov 2016
Revised  09 Dec 2016
Accepted  09 Dec 2016

        

        
          	
            KJDM_2016_v43n4_351

            DOI: 
            https://doi.org/10.14815/kjdm.2016.43.4.351
          
        

        
          	
            공동배양에 의한 파골세포 생성에서 티타늄 나노구조의 억제 기전
          
        

        
          	
            Seunghan Oh1, 4 ; Su Hyun Jin2 ; Dong Ryun Gu2, 3 ; Seoung Hoon Lee2, 3, 4, *


          
        

        
          	1Department of Dental Biomaterials, College of Dentistry, Wonkwang University

        

        
          	
        

        
          	2Center for Metabolic Function Regulation (CMFR), Wonkwang University School of Medicine

        

        
          	
        

        
          	3Department of Oral Microbiology and Immunology, College of Dentistry, Wonkwang University

        

        
          	
        

        
          	4Institute of Biomaterial⋅Implant, Wonkwang University, Iksan, Jeonbuk, 54538, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Inhibitory Mechanism of TiO2 Nanotubular Structures in Osteoclast Formation Via Coculture
          
        

        
          	
            오승한1, 4 ; 진수현2 ; 구동륜2, 3 ; 이승훈2, 3, 4, *


          
        

        
          	
        

        
          	1원광대학교 치과대학 치과생체재료학교실

        

        
          	
        

        
          	2원광대학교 의과대학 대사기능제어센터

        

        
          	
        

        
          	3원광대학교 치과대학 구강미생물학 및 면역학교실

        

        
          	
        

        
          	4원광대학교 생체재료⋅매식 연구소

        

        
          	
            Correspondence to: * 이승훈 Departments of Oral Microbiology and Immunology, College of Dentistry, Wonkwang University, 460 Iksandae-ro, Iksan, Jeonbuk, Republic of Korea. Tel:  +82--63-850-6981, Fax: +82-63-851-6779 E-mail:  leesh2@wku.ac.kr

          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          Previously, many studies investigating differentiation of osteoclasts, osteoblasts or mesenchymal stem cells alone on titanium with nanotubular structure were reported. However, there is barely information about the effects of oxidized titanium (TiO2) nanotubular structure on the formation of osteoclast under coculture condition. In this study, we investigated the differentiation and formation of osteoclast cultured on TiO2 nanotubular structure under coculture condition. Bone marrow cells were cultured with calvarial osteoblast cells on TiO2 nanotubes with different diameters (30-100 nm). The formation of mature osteoclasts was apparently increased on 30 nm TiO2 nanotubes compared to that of electropolished titanium surface (Ti), and then dramatically reduced by increasing nanotube diameters up to 100nm. However, the adhesion of osteoclasts or osteoblasts, and the expression of osteoblast differentiation marker genes were not shown any significant difference at all diameters of TiO2 nanotubular structures. Rather, the expression of osteoclast differentiation factors (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF, osteoprotegerin, OPG and receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, RANKL) produced by osteoblasts was dramatically changed by diameters of TiO2 nanotubular structure. The expression of M-CSF and OPG in osteoblasts was up-regulated, and the expression of RANKL and RANKL/OPG ratio were down-regulated by increasing diameters of TiO2 nanotubes, in particular, at 70 and 100 nm. These data suggest that the inhibition of osteoclast formation by TiO2 nanotube having 70-100 nm diameters may due to diminishing function of osteoblast responsible for osteoclast differentiation under coculture condition. It also indicate that the nano-topography on the Ti surface may affect to successful medical application including dental implantation.
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      Ⅰ. 서론
      골 항상성(bone homeostasis)과 골 리모델링(bone remodeling)은 골기질(bone matrix)을 형성하는 조골세포(osteoblasts)와 골기질을 흡수하는 파골세포(osteoclasts)의 정교한 조절을 통하여 유지되며, 이러한 세포들에 의한 골대사(bone metabolism) 조절의 불균형으로 인하여 골다공증, 류마티스 관절염, 치주질환 등의 골연관(bone-related) 질환이 유도된다(Walsh 등, 2006). 단핵세포/대식세포(monocyte/macrophage)로부터 파골세포로의 분화는 macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)와 receptor activator of nuclear factor–κB ligand (RANKL)에 의해 유도될 수 있다. RNAKL이 파골세포 전구세포 표면에 있는 수용체인 receptor activator of nuclear factor–κB (RANK)에 결합하면 다양한 단백질들에 의한 세포 내 신호전달 과정을 거쳐 nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 (NFATc1) 같은 전사인자의 발현을 증가시켜 파골세포로의 분화와 생성을 유도한다(Takayanagi 2007; Kim and Kim 2014). RANKL은 1α,25-(OH)2D3 (VitD3), interleukin-1 (IL-1), and 부갑상선 호르몬(parathyroid hormone, PTH) 등과 같은 다양한 인자들의 자극에 의해 조골세포에 의해 생성된다(Huang 등. 2004). 또한 이러한 다양한 인자들의 자극에 의해 조골세포는 RANKL에 대한 미끼 수용체(decoy receptor)로 알려진 osteoprotegerin (OPG)을 분비하여 파골세포의 분화와 생성을 조절한다(Hofbauer 등. 1998; Hofbauer 등. 1999). 이러한 RANKL/RANK/OPG axis의 정교한 조절과 균형은 골 대사 및 골 항상성 뿐 아니라 면역시스템에서도 중요한 역할을 한다(Walsh and Choi 2014).

      티타늄과 그 합금은 고품질의 기계적 특성, 부식에 대한 내성 및 생체 적합성으로 인해 오랫동안 이식 가능한 생체 적합 물질로 사용되어 왔다(Albrektsson와 Wennerberg, 2005; Le Gu´ehennec 등, 2007). 이전의 연구에서, 티타늄 (Ti)은 면역 반응이나 결합 조직층을 형성하는 foreign body 반응 없이 뼈 표면과 우수한 물리적 결합을 제공할 수 있음이 밝혀졌다(Linder et al., 1988; Satomi et al., 1988). 최근, 나노구조는 마이크로구조보다 높은 표면적/부피 비율과 훨씬 우수한 가소성을 보인다고 알려졌다(Mor et al., 2006). 또한, TiO2 나노 튜브의 생물학적 응용 측면에서 TiO2 나노 튜브는 조골 세포의 접착, 증식 및 기능을 촉진함이 밝혀졌고(Oh 등, 2006: Brammer 등, 2009), 연골세포의 기능적 특성과 내피세포(endothelial cell)의 이동성을 향상시킨다고 알려졌다(Brammer et al., 2008). 또한, TiO2 나노 튜브 표면에서 파골세포의 부착과 증식이 증가되었다(Park et al., 2009). 최근 몇 년 동안, 나노 스케일의 표면 변형은 나노 스케일의 지형이 세포 부착과 조골세포 및 파골세포 분화에 영향을 미친다는 연구 결과가 발표된 이후로 더욱 주목을 받아왔다(Bertoncini 등, 2012; Nagasawa 등, 2015). 또한 TiO2 나노 튜브 표면에서의 세포 습성(behavior)은 나노튜브 직경에 따라 변함이 보고되었다. 특히 Oh 등은 70 nm TiO2 나노튜브에서 단백질, 조골세포 및 중간엽줄기세포(MSC)의 접착력이 가장 높았고, 조골세포 및 중간엽줄기세포의 신장 및 세포 활성도는 70-100 nm 나노튜브에서 가장 높게 나타났다고 보고하였다(Oh 등, 2006; Brammer 등, 2009). 한편, Park 등은 15 nm 나노튜브가 조골세포, 중간엽줄기세포 및 파골세포의 증식과 분화에 최적이라고 보고하였다(Park 등, 2009; Park 등, 2007). 그러나 다양한 직경을 가지는 TiO2 나노튜브 위에 생체 내 조건과 유사하게 골수세포와 조골세포를 동시에 배양하면서 파골세포의 생성과 그 조절 기전을 연구한 보고는 현재 거의 없다. 

      따라서 본 연구의 목적은 다양한 직경을 가지는 TiO2 나노튜브 위에서 공동배양을 통한 파골세포 생성 및 조절기전을 규명하여 최적의 직경을 가지는 TiO2 나노튜브의 임상적 적용에 대한 타당성을 제공하는 것이다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 사용 동물 및 시약
        본 연구에 사용된 모든 생쥐는 (주)오리엔트 바이오(성남, 대한민국)에서 6-8 주령의 C57BL/6를 구입하였고, 모든 동물실험은 원광대학교 동물실험윤리위원회의 승인(WKU16-5)을 받아 시행하였다. 파골세포 분화에 필요한 사이토카인인 RANKL과 M-CSF는 김태수 박사(한국한의학연구원, 대전, 대한민국)로부터 기증받았다.

      

      
        2. 티타니아 (TiO2) 나노튜브 시편 제작
        아세톤, 에탄올, 및 증류수의 순서로 세척한 티타늄 판(두께: 200 μm, 순도: 99.5%, 현대 티타늄, 대한민국)을 6 wt% Perchloric acid (Sigma, USA), 37 wt% Butoxy ethylene glycol (Junsei, Japan), 59 wt% 메탄올 (Sigma, USA)을 이용하여 영하 40℃ 에서 30분 동안 전해연마(electropolished) 시켰다(Oh 등, 2015). 전해연마된 티타늄 판을 0.5 wt% 불산(순도: 48%, EM science, USA)와 아세트산(순도: 98%, Fisher, USA)을 전해질 용액으로 하여 5-20 V의 범위에서 30분 동안 양극산화시켜 30-100 nm 직경의 TiO2 나노튜브층을 합성하였다. 양극산화 후 시편을 증류슈로 세척하고 80℃ 오븐에서 24시간 건조한 후, 500℃에서 2시간 동안 열처리를 하였다(공기 중 열처리, 승온 및 냉각속도 = 1 K/min). 열처리된 TiO2 나노튜브 시편은 1.27⨯1.27 cm2로 절단하고, 증류수에 시편을 넣은 후, 증류수와 함께 고압증기 멸균시킨 후 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 공동배양(Coculture)을 통한 파골세포 생성 및 확인
        공동배양을 통한 파골세포 생성을 위해, 생쥐의 대퇴골(femur)과 경골(tibia)에서 분리한 골수세포(bone marrow cells, BMs)와 두개골(calvaria)에서 분리한 조골세포(osteoblasts)를 사용하였다(Lee 등, 2008). 10% fetal bovine serum (FBS, HyClone, USA)과 5⨯10-8M 1,25-dihydroxyvitamin D3 (VitD3, Sigma, Korea) 첨가된 Minimum Essential Medium Alpha (MEM-α, HyClone, USA) 배지가 들어 있는 24 well plate에 TiO2 나노튜브 시편을 넣은 후 골수세포(6⨯105cells/well)와 조골세포(6⨯104cells/well)를 plate에 같이 넣고 37℃ CO2 배양기에서 9일 동안 배양하였다. 배양 후 TiO2 나노튜브 시편에 생성된 성체 파골세포(mature osteoclast)를 확인하기 위하여 0.5% Trypsin-EDTA를 배양된 세포에 1분 동안 처리하여 조골세포를 제거한 후 2.5% fluorescein diacetate (FDA, Sigma, Korea)를 처리하여 파골세포를 염색하였다. 100 nm 이상의 직경을 가진 성체 다핵파골세포(multinucleated osteoclasts, MNCs) 숫자를 도립형광현미경(DM IL LED, Leica, Korea)으로 측정하였다. 생성된 단핵, 이핵 또는 다핵파골세포의 tartrate-resistant acidic phosphatase (TRAP) 효소 활성을 측정하기 위하여 TiO2 나노튜브 시편에 생성된 파골세포를 10% 포말린(formalin)으로 고정하고 TRAP 기질 용액(1 mg/ml ρ-NPP dissolved in TRAP buffer, pH 5.2)을 첨가하였다(Lee 등, 2008). 30분 후 반응액을 새 ELISA plate로 옮긴 후 1N 수산화나트륨(NaOH)을 넣어 반응을 종결하였다. ELISA 기기를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. 세포 부착능
        파골세포의 TiO2 나노튜브 시편에서의 부착능을 측정하기 위하여 생쥐에서 분리한 골수세포를 30 ng/ml의 M-CSF 처리 하에 3일 동안 배양하여 파골세포 전구세포인 골수유래대식세포(bone marrow-derived macrophages, BMMs)를 만들었다. BMMs (6⨯104cells)을 TiO2 나노튜브 시편 위에 넣고 10% FBS, M-CSF (50 ng/ml)가 첨가된 α-MEM 배지에서 2일 동안 배양하였다. 두개골에서 분리한 조골세포의 부착능을 측정하기 위하여 조골세포(6⨯104cells)를 TiO2 나노튜브 시편 위에 넣고 10% FBS, 5⨯10-8 M VitD3가 첨가된 α-MEM 배지에서 3일 동안 배양하였다. 배양 후 PBS로 세척하고 2.5% FDS로 부착된 세포를 염색하였다. TiO2 나노튜브 시편 중 임의의 6개의 영역에 부착된 세포의 수를 측정하였다. 

      

      
        5. 역전사 중합효소연쇄 반응(RT-PCR)을 통한 조골세포 분화 및 기능 확인
        조골세포의 분화를 확인하기 위하여, 두개골 유래 조골세포를 TiO2 나노튜브 시편 위에 놓고 10% FBS를 함유하는 α- MEM 배지에서 9일 동안 L-ascorbicacid (50 ug/ml), 및 β- glycerophosphate (10 mM)을 처리하여 배양하며 조골세포 분화를 유도하였다. 한편, 파골세포 분화를 유도하는 조골세포의 기능을 측정하기 위하여, 조골세포를 TiO2 나노튜브 시편 위에 놓고 10% FBS를 함유하는 α-MEM 배지에서 7일 동안 VitD3 (5⨯10-8 M)을 처리하여 파골세포 분화유도 인자들의 발현을 유도하였다. 이와 같이 배양한 조골세포에 TRIzol reagent (Invitrogen, USA)를 처리하여 RNA를 추출한 다음 20 μl 반응액에 1μg의 RNA 및 random primers 넣고 SuperScript II RT-PCR System (Invitrogen)을 사용하여 42℃에서 50분 동안 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 그 다음, 조골세포 분화인자 유전자(Collagen type1 alpha 1 (Col1α1), osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN)) 및 파골세포 분화유도 인자 유전자(M-CSF, RANKL, OPG)들의 발현을 PCR을 통하여 확인하였다. 이 실험에 사용된 primer는 Cosmo Genetech Inc. (Seoul, Korea)에서 합성하였고, 그 서열은 Table 1에 표시하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The nucleotide sequences of primers used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Sequences
            

          
          
            	
              GAPDH
            
            	Forward: 5’-TGACCACAGTCCATGCCATCACTG-3’
Reverse: 5’-CAGGAGACAACCTGGTCCTCAGTG-3’
          

          
            	
              Col1α1
            
            	Forward: 5’-TGACTGGAAGAGCGGAGAGT-3’
Reverse: 5’-GAATCCATCGGTCATGCTCT-3’
          

          
            	
              OCN
            
            	Forward: 5’-GCCTTCATGTCCAAGCAGGAGG-3’
Reverse: 5’-GCGGTCTTCAAGCCATACTGGT-3’
          

          
            	
              OPN
            
            	Forward: 5’-CCCTACAGTCGATGTCCCCA-3’
Reverse: 5’-GGATGACATCGAGGGACTCC-3’
          

          
            	
              M-CSF
            
            	Forward: 5’-ACCATGGGGACAGACTCACTG-3’
Reverse: 5’-TCCCTCATGCTGCTCCACATG-3’
          

          
            	
              RANKL
            
            	Forward: 5’-CAGCACTCACTGCTTTTATAGAATCC-3’
Reverse: 5’-AGCTGAAGATAGTCTGTAGGTACGC-3’
          

          
            	
              OPG
            
            	Forward: 5’-ATGCAACACATGACAACGTG-3’
Reverse: 5’-GGAACCTCATGGTCTTCCTC-3’
          

        

        

      

      
        6. 통계분석
        정량분석에 관한 모든 실험 결과는 Student’s t-test를 사용하여 분석되었고, 평균±표준편차(SD)로 표현되었다. P ≤ 0.05의 경우에만 통계학적 유의성이 있다고 판단하였다. 모든 실험은 반복되었고 대표 결과만 표시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과
      
        1. 전해연마된 티타늄(Ti) 표면에 다양한 직경을 가진 나노튜브 제조
        5-20 V의 양극산화 전압의 변화를 통하여 30-100 nm 직경을 가진 나노튜브를 전해연마된 티타늄 판 위에 제조하여 주사전자현미경을 이용하여 관찰하였다. Figure 1은 전해연마 과정을 통하여 깨끗한 표면의 티타늄 판과 그 표면에 제조된 30, 50, 70 및 100 nm 직경을 가진 티타늄 나노튜브를 보여 주고 있다. 양극산화 전압의 변화에 따른 다양한 직경의 나노튜브가 잘 제조되었음을 알 수 있었다. 

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            The SEM images of 30-100 nm titania nanotube arrays prepared by anodization. Scale bar = 200 nm.
          
          

          

        

      

      
        2. 다양한 직경의 TiO2 나노튜브에서의 공동배양을 통한 파골세포의 분화 및 생성
        공동배양을 통한 TiO2 나노튜브에서의 파골세포의 분화와 생성을 유도하기 위하여 골수세포를 조골세포와 같이 다양한 직경을 가진 TiO2 나노튜브 시편 위에 배양한 후 FDA로 염색하였다. Figure 2A와 B에서 보는 바와 같이 30 nm 직경의 나노튜브 위에서 생성된 파골세포의 수가 전해연마된 티타늄 위에서 보다 2배 정도 많았다. 그러나 나노튜브의 직경이 더 커질수록 생성된 파골세포의 수는 급격하게 줄어들었다. 또한, 전체 TRAP 활성도 30 nm 나노튜브에서 가장 높았고, 직경이 커질수록 현저히 감소되었다(Figure 2C).

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Formation of osteoclast cultured on TiO2 nanotubular structure under coculture system. A-B. Bone marrows were cultured with calvarial osteoblast on the diverse TiO2 nanotubes (30-100 nm) supplemented with L-ascorbic acid (50 μg/ml) and β-glycerophosphate (10 mM). After 9 days, the cells were stained with 2.5% FDA and the cells having diameter lager than 100nm were counted as multinucleated osteoclasts (MNCs). C. Total TRAP activity was measured at an absorbance of 405nm. Data are expressed as the mean±S.D. and are representative of two experiments. Polished Ti sheet was denoted as ‘Ti’. *, p < 0.05 versus Ti, †, p < 0.01 versus Ti. Scale bar = 200nm.
          
          

          

        

      

      
        3. 파골세포 전구세포(BMMs) 및 조골세포의 초기 부착능 평가
        Figure 3에서 BMMs 및 조골세포의 다양한 직경을 가진 TiO2 나노튜브(30-100 nm)에 대한 부착능을 확인하였다. M-CSF 처리를 통해 골수로부터 유도시킨 BMMs을 48시간 동안 다양한 직경의 나노튜브 위에서 배양해 본 결과 나노튜브 직경과 상관없이 부착된 세포의 수는 유의적 차이가 없었다(Figure 3A, B). 또한 두개골에서 추출한 조골세포의 경우도 72시간 동안 배양하였을 때 BMMs과 마찬가지로 나노튜브 직경과 상관없이 부착된 세포의 수에는 변화가 없었다(Figure 3C, D).

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Adhesion of BMMs and calvarial osteoblasts cultured on TiO2 nanotubular structure. A. BMMs were cultured on TiO2 nanotubes (30-100 nm) supplemented with M-CSF for 2 days and were stained with FDA. C. Calvaria osteoblasts were cultured on TiO2 nanotubes (30-100 nm) supplemented with VitD3 (5⨯10-8 M) for 3 days and were stained with FDA. B and D. Adhered cells were counted and expressed as the mean adhered cells±S.D. for one field. Polished Ti sheet was denoted as ‘Ti’. Scale bar = 200 nm.
          
          

          

        

      

      
        4. 조골세포의 분화능 평가
        조골세포를 다양한 직경의 TiO2 나노튜브에서 9일 동안 분화를 유도하여 조골세포 분화인자(collagen, osteocalcin, osteopontin) 유전자의 발현을 RT-PCR로 측정해 본 결과 Figure 4에서 보는 바와 같이 나노튜브의 직경에 상관없이 모든 유전자의 발현에 차이가 없었다. Osteocalcin (OCN)의 경우 전해연마된 Ti에 비해 나노튜브(30-100 nm)를 가진 TiO2에서 감소되는 경향을 나타내었으나 통계적인 유의차는 측정되지 않았다(p ＞ 0.05).

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            The effect of TiO2 nanotubes on osteoblast differentiation. Calvaria cells were cultured on the diverse TiO2 nanotubes (30-100 nm) supplemented with L-ascorbic acid (50 μg/ml) and β-glycerophosphate (10 mM). After 9 days, the cells were harvested and total RNA was extracted. RT-PCR was performed to detect expression of the indicated genes. Polished Ti sheet was denoted as ‘Ti’.
          
          

          

        

      

      
        5. 조골세포에 의한 파골세포 분화유도 인자의 발현 평가
        공동배양에서는 조골세포가 분비하는 여러 인자들(M-CSF, RANKL, OPG)이 파골세포의 분화를 조절한다. 따라서 다양한 직경의 TiO2 나노튜브에서의 이러한 파골세포의 분화를 유도하는 인자들의 발현을 확인하였다. 파골세포의 분화와 증식을 조절하는 M-CSF의 경우 TiO2 나노튜브 직경이 커질수록 발현양이 증가되었고, 파골세포 분화에 절대적인 역할을 하는 RANKL의 경우 나노튜브의 직경이 증가될수록 그 발현양은 급격하게 감소되었다(Figure 5A, B). RANKL과 결합할 수 있어 파골세포 분화를 조절하는 decoy receptor로 알려진 OPG의 발현은 나노튜브의 직경이 50 nm까지는 유의적 차이를 보이지 않았지만, 70 nm부터는 그 발현양이 급격하게 증가되었다(Figure 5A, B). 이러한 결과로부터 파골세포 분화와 생성에 영향을 미치는 RANKL/OPG ratio를 비교한 결과, TiO2 나노튜브 직경이 30-50 nm일 때는 전해연마된 티티늄(Ti)와 유의적 차이가 없었지만, 70 nm 나노튜브 직경부터는 그 비율이 급격하게 감소됨을 확인하였다(Figure 5C).

        
          
          

          Figure 5. 
				
          

          
            The effect of TiO2 nanotubes on expression of osteoclast differentiation factors. Calvarial cells were cultured on the diverse TiO2 nanotubes (30-100 nm) supplemented with VitD3 (5⨯10-8 M). After 7 days, the cells were harvested and total RNA was extracted. A and B. RT-PCR was performed to detect expression of the indicated genes. C. Relative RANKL/OPG ratio was measured from expression level by RT-PCR. Data are expressed as the mean±S.D. and are representative of two experiments. Polished Ti sheet was denoted as ‘Ti’. *, p < 0.05 versus Ti, †, p < 0.01 versus Ti.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고찰
      치과 및 정형외과에서는 티타늄(Ti) 또는 티타니아(TiO2) 및 그 합금은 독성이 낮고 내식성이 뛰어나며 기계적 성질이 좋고 생체 적합성이 우수하기 때문에 자주 사용된다. 티타늄은 생불활성(bioinert) 재료이며, 자연산화층이 존재하면 뼈에 결합하는 능력이 증가되고, 전기 화학적 방법을 사용하여 타타늄 표면을 변화시키면 세포와의 상호작용이 향상될 수 있다(Kim and Ramaswamy, 2009; Popat 등, 2007; Bose 등, 2009). 최근, 조골세포(osteoblasts) 및 중간엽줄기세포(MSCs)의 부착, 성장 및 분화에 대한 TiO2 나노튜브의 효과를 평가에 대한 많은 보고가 있다. 여러 연구에서 70-100 nm 직경의 나노튜브에서 배양한 중간엽줄기세포의 골형성 역할을 하는 조골세포로의 분화가 더 증진됨을 보여 주지만(Oh 등, 2009; Wang 등, 2011), 또 다른 연구팀들은 70-100 nm 직경을 가지는 나노튜브가 오히려 세포 사멸을 유도한다고 보고하였다(Park 등, 2007; Von der Mark 등, 2009). 최근, Zhao 등이 세포 배양에서 다른 혈청 농도가 나노튜브의 생물학적 효과 변화를 설명한다고 보고하였지만(Zhao 등, 2012), 아직도 TiO2 나노튜브 직경에 따른 생물학적 효과는 여전히 논쟁거리로 남아 있다. 본 연구에서 다양한 직경(30-100 nm)을 가지는 TiO2 나노튜브 위에 배양한 조골세포 및 파골세포전구세포(BMMs)의 초기 부착능은 나노튜브 직경과 관계없이 동일한 효과를 보였고(Figure 3), 조골세포의 분화에서도 나노튜브 직경에 따른 차이를 확인할 수 없었다(Figure 4). 따라서 나노튜브 직경에 따른 세포의 부착, 증식 및 분화의 효과차이는 여러 가지 실험 조건 등의 차이에 의해 달라질 수 있다고 사료된다. 

      골유착(osseointegration)의 개념은 임상적 임플란트 분야에서 널리 받아들여지고 있다. 임플란트 표면 형태는 표면에 부착하는 골형성세포(osteoprogenitor cell) 분화와 골기질(bone matrix) 형성을 증진시킴으로서 골유착에 영향을 주는 중요한 요소이다(Dalby et al., 2007). 그러나, 골밀도(bone mass)는 조골세포에 의한 골형성(bone formation)과 파골세포의 골흡수(bone resoption) 활성 사이의 균형에 의해 이루어진다. 파골세포는 인접한 뼈를 재흡수할 수 있을 뿐 아니라 초기 치유(healing) 과정에서 임플란트 표면과 상호 작용할 수 있으며 임플란트의 기능적 수명기간 동안 임플란트 표면에 부착되는 뼈(interfacial bone)의 리모델링에 관여한다(Minkin and Marinho 1999). 또한, 뼈를 흡수하는 파골세포와 뼈 기질을 만드는 조골세포는 생체내 골수(bone marrow)라는 같은 공간에 존재하며 상호작용을 통해 분화와 활성을 조절하고 있을 뿐 아니라 골수 내 다른 세포들과의 상호작용을 통해서 조절을 받고 있다(Walsh 등, 2006). 그러나, 골유착 과정에서 파골세포가 매개하는 골흡수의 중요성은 많이 간과되고 있다. 

      이전에 본 연구팀은 다양한 직경을 가지는 TiO2 나노튜브 위에 배양한 BMMs을 M-CSF와 RANKL을 처리하여 파골세포로 분화시켰을 때, 나노튜브 직경이 커질수록 파골세포로의 생성이 급격하게 감소함을 보고하였다(Oh and Lee, 2009). 또한, Park 등도 조혈모세포(HSCs)를 M-CSF와 RANKL을 처리하여 파골세포로 분화시킨 연구에서도 동일한 효과를 보고하였다(Park 등, 2009). 그러나 이러한 연구는 파골세포 전구세포 만을 M-CSF와 RANKL 처리하여 파골세포로 분화시킨 실험이다. 따라서 본 연구에서는 생체내 조건과 유사하게 조골세포와 파골세포 전구세포를 다양한 직경을 가지는 TiO2 나노튜브 위에 공동배양하여 나노튜브의 직경이 파골세포 생성에 어떠한 효과를 보이는지 조사하였다. 공동배양에 의한 파골세포 생성은 전해연마된 티타늄보다 30 nm 직경의 TiO2 나노튜브에서 두 배 정도 증가했지만, 50 nm 이상의 직경에서는 급격하게 감소됨을 확인하였다(Figure 2A, B). 전체 TRAP 활성을 측정한 결과에서도 동일한 결과를 보였다(Figure 2C). 따라서 생체내와 유사한 공동배양에서도 TiO2 나노튜브 직경이 증가할수록 파골세포의 분화 및 생성이 억제됨을 알 수 있다. 

      파골세포 형성(osteoclatogenesis)은 분화하는 조골세포에서 분비하는 RANKL 및 OPG에 의해 직접적으로 영향을 받는다. 임플란트 표면 형태는 조골세포가 생성하는 RANKL와 OPG 같은 파골세포생성과 관계된 많은 골관련(bone-related) 단백질 발현에 영향을 미친다(Nagasawa 등, 2015). 따라서, 본 연구팀은 공동배양을 통한 파골세포 생성에서 TiO2 나노튜브 직경에 따른 억제 효과의 기전에 대해 조사하였다. 다양한 직경의 TiO2 나노튜브 위에 배양한 조골세포가 분비하는 파골세포 분화 관련 단백질 발현양상을 평가하였다. Figure 5에서 보는 바와 같이 M-CSF와 OPG의 발현은 나노튜브의 사이즈가 커질수록 증가하였고, 특히 70 nm일 때 최대치를 보였고, RANKL의 발현은 나노튜브의 사이즈가 커질수록 감소하며 100 nm일 때 최저치를 보인다는 것을 확인하였다. 또한, 조골세포에 의한 파골세포 생성에 중요한 인자인 RANKL/OPG ratio가 나노튜브 직경이 70-100 nm일 때 가장 감소함을 알 수 있었다. 이상의 결과를 종합해 볼 때 골수세포와 조골세포의 공동배양 시 TiO2 나노튜브 직경이 커질수록 파골세포의 생성이 감소하는 이유는 세포들의 부착능 및 조골세포의 분화능의 차이가 아니라 RANKL 및 OPG를 분비하여 파골세포 분화를 이끄는 조골세포 기능의 감소 때문이라고 유추할 수 있다. 따라서, TiO2 나노튜브 직경이 70-100 nm일 때 임플란트 주변의 골유착에 있어서 파골세포에 의한 골흡수 문제를 최소화할 수 있을 것이라고 판단된다. 이러한 결과는 70-100 nm 직경의 나노튜브에서 중간엽줄기세포의 조골세포로의 분화가 더 증진됨을 보여 준 이전의 연구(Oh et al., 2009; Wang et al., 2011)와 더불어 70-100nm 직경의 TiO2 나노튜브의 임상적 적용 가능성을 제시한다. 

    

    

  
    
      Ⅴ. 결론
      본 연구에서는 전해연마된 티타늄 위에 제조된 30-100 nm 직경의 TiO2 나노튜브에 골수세포와 조골세포를 공동배양 하였을 때, 다양한 직경을 가진 나노튜브의 파골세포 분화와 생성에 미치는 효과와 그 기전을 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

      
1. 골수세포와 조골세포를 공동배양하였을 때 파골세포의 생성은 나노튜브의 직경이 30 nm 일 때 가장 증가되었고, 그 이상의 직경을 가진 나노튜브에서는 급격하게 감소되었다.
2. 파골세포 전구세포 및 조골세포의 초기 부착능을 측정한 결과 나노튜브 직경에 상관없이 각 세포의 부착능에는 유의적 차이를 보이지 않았다(p ＞ 0.05).
3. 조골세포의 분화 인자들(Collagen type1 alpha 1 (Col1α1), osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN))의 발현을 측정한 결과 나노튜브의 직경에 상관없이 측정한 모든 인자들의 발현은 유의적 차이를 보이지 않았다(p ＞ 0.05). 
4. 조골세포가 분비하는 파골세포 분화유도 인자(M-CSF, OPG, RANKL)의 발현을 확인한 결과 M-CSF와 OPG는 나노튜브의 직경이 커질수록 그 발현양이 증가되는 경향을 보였고, 직경이 7 0nm일 때 가장 발현양이 증가됨을 보였다. 그러나 RANKL의 경우 나노튜브의 직경이 커질수록 그 발현양이 현저히 감소됨을 보였다. 또한 RANKL/OPG ratio는 나노튜브 직경이 70 nm일 때부터 급격히 감소되었다.
5. 이상의 연구의 결과로 나노튜브의 직경이 70-100 nm 일 때 조골세포의 부착능과 분화에는 영향을 주지 않고 파골세포의 생성을 가장 잘 억제할 수 있다고 판단된다. 따라서 임상적 적용에 있어서 티타늄 임플란트의 표면에 70-100 nm 직경의 나노튜브를 제작하는 것이 임플란트의 효과를 극대화시킬 수 있을 것이라 사료된다.
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