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Platelet-rich-fibrin와 실크 분말 복합 이식재 사용
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Abstract 

Effect of Combination Graft of Choukroun’s Platelet-rich-fibrin 
with Silk Fibroin Powder in the Peri-implant Defects

Eun-Sik Jang, Hyung-Seok Lee, Hee-Sung Lee, Hee-Jong Lee, Ki-Yu Park, 
Young-Wook Park1, Youn-Jin Yoon2, Soon-Min Hong2, Jun-Woo Park2

Department of Oral and Maxillofacial Implantology, Graduate School of Hallym University,
Department of Oral and Maxillofacial Surgery, 1College of Dentistry, Gangneung-Wonju National University, 
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Purpose: Choukroun's platelet-rich-fibrin (PRF) is composed of platelets, white blood cells and fibrin matrix. It does not 

induce enough bone formation by itself but it can improve bone formation with calcium. Silk fibroin does not cause inflammatory 

reactions because it is bio-compatible and degradable. The purpose of this study was to exam the bone formation when 

a combination of Choukroun's PRF and silk fibroin was used.

Methods: In this study, cell reactions to silk powder with differing molecular weights was first tested to select the appropriate 

silk powder. Then we applied these bone graft materials on defects of skull and in a peri-implant bony defect model in 

New Zealand rabbits. The results between the experimental and control s (non-grafted) group were analyzed.

Results: The small sized silk fibroin powder showed increased cellular proliferation for bone-regeneration. There was no 

statistically significant difference between the experimental group and the control group at 6 weeks, but more new bone 

formation was observed in the combination graft group at 12 weeks (P＜0.05). And in the dental implant model, the combination 

bone graft group showed much improved torque test results, which was statistically significant. Histomorphometric analysis 

showed more regenerated cortical bone and a higher mean bone to implant in the experimental group. Both were statistically 

significant.

Conclusion: The combination graft of Choukroun's platelet-rich-fibrin (PRF) and silk fibroin powder can successfully restore 

the bony defects in a skull defected model and a peri-implant bony defects model.
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서  론

  자연 치열로의 회복은 치과학에서 주요한 프로젝트로 여겨져 

왔다. 치과 임플란트의 시대가 도래하기 전에는 고정성 또는 가철

성 보철물이 치료의 방법으로 선택되었다. 현재는 치과 임플란트

가 신뢰할 만한 대체물로 자리잡았고, 일반적인 보철물과 비교하

여 기능적으로, 심미적으로 더 월등함을 보여 주고 있다[1]. 그러

나 많은 환자들이 치과 임플란트 식립에 적합한 이상적인 치조골 

상태를 갖는 것은 아니다. 즉시 임플란트 식립은 치조골 소실이 

있기 전에 사용할 수 있다[2]. 그러나 즉시 임플란트가 항상 가능한 

것은 아니다. 심한 치주염을 가진 환자의 경우 치아 발치 전 

이미 치조골이 상실되어 있을 것이다. 이러한 경우 치조골을 보존

하는 것은 불가능하다.

  즉시 임플란트를 식립하는 많은 경우 치과 임플란트 주위로 

부분적인 벽 결손을 가진 경우도 있다. 수평 결손의 크기가 1.5 

mm이고, barrier membrane이 없다면 평균 골-임플란트 접촉이 

대략 50% 정도에 불과하다[3]. 넓은 골 결손을 수복하기 위해서는 

골 이식 또는 골유도재생술(guided bone regeneration, GBR)

을 사용해야만 한다[3,4]. 자가골 이식은 골 결손을 수복하는 중요

한 방법이다. 이전에는 장골능이나 늑골과 같은 구강 외 골을 

사용했으나 하악지[5]나 이부[6]과 같은 구강 내 공여부위에서 

채취한 골을 사용하는 것이 공여부 이환율을 감소시키고 수술 

시간을 감소시키며 이식 후 흡수를 적게 한다는 장점을 보여주고 

있다. 그러나 자가골 이식 시에도 이차 수술이 필요하며 공여부의 

이환 가능성이 존재한다. GBR 술식은 필요로 하는 양에 비해 

결손이 거의 없는 경우에 적용될 수 있다. 비흡수성 막을 사용하는 

경우 막의 노출, 감염, 염증 반응과 같은 합병증이 나타날 수 

있다고 보고되었다[7]. 흡수성 막이 비흡수성 막에 비해 더 좋은 

결과를 보인다[8]. 하지만 일반적으로 더 비싸다.

  Platelet-rich-plasma (PRP)는 환자의 혈액으로부터 얻어지지

만, 임플란트 주위 골 결손 부위에서 골 재생을 개선시키지는 

못한다[9]. Choukroun’s platelet-rich-fibrin (PRF)는 PRP의 

변형된 형태로 PRP보다 더 많은 이점을 갖는다. Choukroun’s 

platelet-rich-fibrin (PRF)는 한 단계만으로도 준비가 가능하며 

추가적 술식이 불필요하다[10]. Choukroun’s PRF는 혈소판과 

백혈구로 이루어진 섬유기질로 구성된다[11]. 섬유소 하나만이 

구성원으로 사용되는 경우 골을 유도하기에는 충분하지 않다[12]. 

만약 세라믹 생체재료와 함께 섬유소를 사용하면 골 형성을 증가

시킬 수 있을 것이다[13]. 그러나 적절한 골격이 없다면 PRF는 

빠른 속도로 흡수될 것이다.

  Silk fibroin은 Choukroun’s PRF에 결합할 수 있는 좋은 요소

이다. Silk fibroin은 생체 분해성 및 생체 적합성의 특성을 갖는다

[14]. 이것은 골 결손을 수복하기 위한 골격으로 사용되어 왔다

[15]. 염증반응은 silk 반응과 연관되어있는 주요한 고려사항이다

[16]. 많은 염증반응이 sericin에서 비롯되며, 순수한 silk fibroin

은 더 적은 염증 반응을 보인다[17]. 게다가 생체분해성은 분자량

과 관련이 있다[18]. Silk fibroin의 작은 분절들은 더 빠른 속도로 

분해되고 거대분자보다 더 적은 염증 반응을 일으킨다. 그러나 

silk fibroin 분절의 다양한 분자량에 따른 세포 반응에 대해서는 

잘 알려져 있지 않다.

  이 연구에서는 powder의 분자 무게를 사용하여 silk fibroin 

powder의 세포 반응을 평가한다. 이는 MTT assay, alkaline 

phosphatase assay 그리고 microarray assay를 통해 측정되었

다. 그리고 silk powder와 PRF 조합체를 이식 후 발생한 골 

재생을 토끼 두개골 모델에서 평가하였다. 마지막으로 silk fi-

broin의 작은 분절들을 임플란트 주위 골 결손을 수복하기 위해 

PRF와 함께 사용하였다.

연구방법

1. Silk powder

  순수한 silk를 100
o
C에서 1시간 동안 0.5% fiber marsilles 

soap과 0.3% o.w.f. sodium carbonate 용액에서 고무 성질을 

제거한 후 증류수로 세척하였다. Sericin을 제거한 후, silk fi-

broin을 hydrochloric acid에 용해시켰다. Sodium hydroxide

를 첨가함으로써 산화과정을 중단시켰다. 전해투석장치를 사용하

여 염을 제거하였다. 분해된 silk fibroin의 분자량은 0.5∼1.0 

kDa이었다. 또 다른 silk powder는 Rural Development 

Agency를 통해 준비하였다. 이것의 분자량은 30 kDa이었다. 

준비과정에서 발생한 차이는 산에 노출된 시간이었다.

2. 세포 배양

  MG63 cells (osteoblast like cell, ATCC, VA, USA)를 사용

한 세포 외 실험이 시행되었다. 세포들은 37
o
C, 대기압 5% CO2, 

99% 습도에서 1% penicillin/streptomycin (×100)을 함유하

고, 10% feral bovine serum (PAA, Ontario, Canada)을 공급받는 

Dulbecco Modified Eagle’s Medium- high glucose (PAA 

Laboratories, laboratories, Austria) 배지에서 80%까지 성장시

켰다. 배지는 매 3일마다 교체하였다.

3. DNA microarray analysis

  배양배지를 제거하고, easy-BLUE (Intron biotechnology, 

Inc, Seoul, Korea)를 사용하여 총 RNA를 추출하였다. 다음의 

과정들은 제조사의 지시에 따라 수행하였다. 총 RNA 농도는 

spectrophotometer (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent 

Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 측정하

였다. Reverse transcriptase kit (Invitrogen, Inc., Carlsbad, 
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CA, USA)를 사용하여 추출된 총 RNA로부터 cDNA를 합성하였

다. 반응은 3μl의 oligo (dT)와 1μl의 10 mM dNTP 혼합체로 

시작되었다. 삼차증류수로 처리된 DEPC를 추가하고 총 부피를 

40μl까지 증가시켰다. 반응은 65
o
C에서 5분간 이루어졌고, 온도

는 실내 온도까지 천천히 낮추었다. 그리고 2μl 10× first-strand 

buffer, 4μl 25 mM MgCl2, 2μl 0.1 M DTT, 1μl RNased 

block Ribonucleotide inhibitor (40μg/μl), 1μl RTase를 

첨가하였다. 총 부피는 50μl가 되었고 반응은 42
o
C에서 1시간 

동안 이루어졌다.

  상업적으로 이용 가능한 chips (Cat, #: G4112A, Agilent 

technology, Santa Clara, CA)를 사용하였다. 다음의 과정들은 

제조사의 지시에 따라 수행하였다. 간단히 요약하자면, 3개의 

chips는 대략 41,000 (60-mer) oligonucleotide probes로 구성

되며, 이것은 목표로 한 유전자 전체 길이의 전사과정을 걸치는 

보존 exons까지 연장되어있다. 이 probes는 오늘날 잘 알려져 

있는 전체 길이의 인간 게놈을 나타내며, 많은 public source에서 

얻을 수 있는 부분 인간 유전자이다. 41 k chips (41,000 유전자)

의 평가를 위한 분류를 위해서 결합 대조군의 평균에 대한 결합 

실험군 분석이 시행되었다. 이를 통해 고정된 압축력을 적용받는 

그룹에서 상향 또는 하양 조절되는 유전자의 부분 집합을 scatter 

plot으로 나타냈다.

4. MTT assay and Alkaline phosphatase assay

  48시간 동안 배양 후 tetrazolium salt 3-(4,5-dimethylthia-

zole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 

통해 세포의 생존 가능성을 양적으로 측정하였다. 간략하게 설명

하면, 세포를 실내 온도에서 4시간 동안 6-well plates에서 MTT 

solution (Cell proliferation kit I; Roche Molecular Bioche-

micals, Mannheim, Germany)에 배양하였다. Formazan crys-

tals를 밤새 용해시키고 산물을 Victor Multilabel counter 

(Perkin-Elmer-Wallac, Freiburg, Germany)로 590 nm 흡수도

로 측정하였다.

  Alkaline phosphatase (ALP)는 appropriate reactives 

(Sigma, NY, USA)를 사용하여 37
o
C, pH 10.2에서 p-nitri-

phenylphosphate가 p-nitrophenol로 형질전환되는 것으로 측

정하며, 특이적 반응성은 colorimetric assay (Anaspec, CA, 

USA)를 통해 계산한다.

5. Animals and materials

1) Rabbit calvarial model

  이 실험에서는 10마리의 3개월된 뉴질랜드 백색 토끼를 사용하

였으며, 평균 무게는 2.3 kg (범위 2.0∼2.5 kg)이었다. 이 실험

은 Institutional Animal Care and Use Committee of the 

Bioventure Incubation Center, Hanbat National University, 

Daejeon, Korea (No. 2009-NCT-004)의 승인을 받았다. Rural 

Devel pment Administration (Suwon, Korea)에서 l b molec-

ular weight silk fibroin powder (molecular weight: 0.5∼1.0 

kDa)를 준비해 주었다. 간단히 이야기하자면, sericin이 없는 

silk fibroin 거대분자를 hydrochloric acid에 용해시키고 전해투

석장치를 사용하여 염을 제거하였다. 그리고 이것을 powder로 

만들었다. 0.4 ml의 ketamine (100 mg/ml) (Ketara; Yuhan, 

Seoul, Korea)과 0.3 ml의 xylazine (10 mg/kg body weight; 

Rompun; Bayer Korea, Seoul, Korea)의 조합으로 근육 주사로 

마취하였다. 부가적으로, 각 토끼의 귀의 중심동맥에서 5 cc의 

혈액 샘플을 채취하였다. 그리고 이 샘플을 400 g 속도로 12분 

동안 원심분리하였다. 원심분리 후, 혈액은 3층으로 나누어졌다. 

이 중, 가운데 층이 Choukroun’s PRF를 나타내며 이를 얻어냈

다. 두개골 부위를 면도하고 povidine-iodine으로 소독하였다. 

비골에서 후두골 융기까지 장축을 따른 절개를 두개골에 가하였

다. 그리고 골막에 중앙선 절개를 가하였다. 두개관의 바깥쪽 

테이블로부터 두개골막이 드러나도록 예개하여 두정골을 노출시

켰다. 식염수 주수 하에 dental-trephine bur로 양측에 전층의 

두개골 결손부를 형성하였다. 9 mm 지름을 갖는 두 개의 결손부

를 중앙선 양 쪽으로 각각 형성하였다. Choukroun’s PRF와 

섞은 silk powder는 오른쪽에 놓고 왼쪽으로 비워두었다.

  그리고 pericranium과 피부를 층별로 닫아 3-0 silk로 봉합하

였다. 술 후 토끼에게 근육 주사로 하루 3번, 3일 동안 gentamicin

을 1 mg/kg (Kookje Inc., Seoul, Korea)씩 투여하였다. 토끼를 

각각 우리로 옮기고 음식과 물을 제공하였다. 6주 후 5마리, 12주 

후 5마리를 희생시켰다. 양 결손을 포함하는 가장 큰 두개골 표본

의 크기는 25×12×3 mm였다. 이들을 10% 포르말린으로 고정

하고 micro-computed tomogram (μ-CT)을 시행하였다.

2) Implant experiment

  이 실험에는 4개월된 10마리의 뉴질랜드 백색 토끼를 사용하였

으며, 평균 무게는 2.7 kg (범위 2.5∼3.0 kg)이었다. 이 실험은 

Institutional Animal Care and Use Committee of Bioventure 

Incubation Center, Hanbat National University, Daejeon, 

Korea (No. 2009-NCT-006)의 승인을 받았다. 낮은 분자량을 

가진 silk fibroin powder (분자량: 0.5∼1.0 kDa)는 임의의 

산 분해로 얻어진 산물이며 Rural Development Administra-

tion (Suwon, Korea)에서 제공받았다.

  근육 주사를 통한 일반적 마취를 시행하였으며, 마취 성분으로

는 0.4 ml의 ketamine (100 mg/ml) (Ketara; Yuhan, Seoul, 

Korea)과 0.3 ml의 xylazine (10 mg/kg body weight; 

Rompun; Bayer Korea, Seoul, Korea)을 사용하였다. 그리고 

각각의 토끼의 귀 정맥으로부터 10 cc의 혈액 샘플을 채취하였다. 

그 후 400 g의 속도로 12분 동안 원심분리하였다. 이들 중 중간층
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Table 1. The results of microarray

OS NS

Alkaline phosphatase 2.055 0.512
COL1A1 2.221 0.959
COL5A3 2.054 1.350
FGF-7 3.945 0.779
Fibronectin 1 5.735 2.025
MMP3 0.111 0.276
TGF-b1 3.072 2.840
IL1R1 1.023 2.022
IL1R2 1.025 10.651

OS＜1 kDa; NS, 30 kDa sized silk; COL, collagen; FGF, fibroblast
growth factor; MMP, matrix metalloproteinase; TGF, transforming
growth factor; IL1R1, interleukin 1 receptor 1; IL1R2, interleukin 
1 receptor 2.

의 Choukroun’s PRF을 얻었다. 경골 부위를 면도시키고 povi-

dine-iodine으로 소독하였다. 그리고 골막에 절개를 가하였다. 

골막하에 예개하여 골막을 절개하고 경골을 노출시켰다. Tre-

phine bur (직경: 7.0 mm)로 2개의 골 구멍을 형성하였다. 

각 구멍 간 간격은 5 mm였다. 각 구멍에 2개의 임플란트(직경: 

3.0 mm, 길이: 10.0 mm: MSP30103R, Osstem, Seoul, Korea)

를 식립하였다. 임플란트는 반대편 피질에 고정되었다. 대조군은 

충전하지 않은 상태로 남겨두었다. 임플란트 주위 틈은 각 부분에

서 2 mm였다. Choukroun’s PRF와 silk fibroin powder 조합

을 실험군의 임플란트 주위 틈에 제공하였다. 그리고 두개골막과 

피부를 3-0 silk로 층별봉합하였다. 술 후 토끼에게 하루 3번, 

3일 동안 근육주사로 gentamicin을 1 mg/kg (Kookje Inc., 

Seoul, Korea)씩 제공하였다. 토끼를 각각 우리에 넣은 뒤 음식과 

물을 제공하였다. 8주 후 10마리의 토끼를 희생시켰다. 5마리에

서 사용된 10개의 임플란트가 removable torque를 측정하는데 

사용되었다. Digital torquimeter로 가장 높은 removable tor-

que을 측정하였다. 5마리로부터 얻은 10개의 임플란트를 10% 

포르말린 용액에 고정하고 조직형태학적 평가를 시행하였다.

6. Histomorphometrics evaluation

  표본 준비는 이전의 논문에 따라 시행하였다. 19개의 샘플을 

7일 동안 Villanueva bone stain solution에 염색하였다. 탈수 

과정을 거친 후, 샘플을 methylmethacylate resin에 포매하였다. 

그리고 low speed wheel saw를 사용하여 임플란트 장축을 

따라 섹션하였다. 마지막으로 섹션된 샘플들을 30μm 두께로 

부드럽게 갈았다. Digital camera (DP-20; Olympus, Tokyo, 

Japan)로 섹션된 샘플들을 디지털 이미지화하였다. 이 상은 

Sigma Scan Pro (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)로 분석하였다. 

지대치 부위에서 얻어진 처음 3개의 가닥을 이미지 분석에 사용하

였다. 새로 생성된 총 골의 양은 가닥 사이의 총 부위의 백분율로 

계산하였다. 골-임플란트 접촉은 골-임플란트 가닥 접촉의 백분율

로 계산하였다.

7. 통계 분석

  Microarray 결과 분석을 위해, Cy3/Cy5 또는 Cy5/Cy3 value

에서 2-fold 이상의 변화를 보인 유전자들을 silk fibroin 적용에 

따른 유의한 영향으로 판단하였다. 실험군과 대조군 사이 평균값

의 차이는 MTT assay와 ALP assay에 독립적인 t-test로 평가하였

다. 유의 수준은 P＜0.05로 하였다.

  같은 동물로부터의 샘플을 비교하기 위해 paired t-test를 사용

하였다. 통계학적으로 유의한 수준은 P＜0.05로 하였다.

결  과

1. Silk gibroin powder의 크기 차이에 대한 세포 반응

  Microarray 결과를 Table 1에 나타내었다. 작은 크기의 silk 

powder 그룹(fold ratio ＞2.0, Table 1)에서 alkaline phos-

phatase (ALP), collagen type I-alpha1 (Col1A), 그리고 trans-

forming growth factor-ß1 (TGF-β1)의 발현이 유의하게 증가

하였다. 게다가 작은 크기의 silk powder 그룹(fold ratio ＞2.0, 

Table 1)에서 fibronectin의 발현이 유의하게 증가하였다. 30 

kDa silk powder 그룹(fold ratio ＞2.0, Table 1)에서도 trans-

forming growth factor-ß1 (TGF-β1)와 fibronectin의 발현이 

유의하게 증가하였다. 30 kDa silk powder 그룹에서는 alkaline 

phosphatase (ALP)와 collagen type I-alpha1 (Col1A)의 발현

이 유의하게 증가하지 않았다. Interleukin-1 receptor는 30 kDa 

silk powder (fold ratio ＞2.0, Table 1)를 적용한 경우 유의하

게 발현이 증가하였지만 작은 크기의 silk powder에서는 그렇지 

않았다.

  ALP assay에서는 두 fibroin이 모두 효소 활성을 증가시켰다

(Fig. 1A). 각각을 비교해보면, MG-63 세포를 1μg/ml, 10μg/ml 

그리고 100 μg/ml 농도의 silk fibroin에 적용시켰을 때, 적용 

48시간 후 ALP 활성이 증가하였다(Fig. 1A). 특히 작은 크기의 

silk powder를 적용한 그룹에서 1μg/ml와 10μg/ml의 silk 

fibroin을 적용하였을 때 ALP 활성이 더 증가하였으나 1시간 

후 측정 시에는 통계학적으로 유의한 차이가 없었다(P＞0.05, 

Fig. 1A). 그러나 30 kDa 크기의 silk powder를 적용한 그룹에

서는 100μg/ml의 silk powder를 적용한 경우 ALP 활성이 더 

증가하였다(P＞0.05, Fig. 1).

  MTT assay 결과, 두 silk powder는 100μg/ml의 silk pow-

der를 적용했을 때 세포 증식을 억제하였다(Fig. 1B). 30 kDa 

silk powder 적용 시 1 그리고 10μg/ml 농도에서 세포 증식이 

증가하였다. 그러나 작은 크기의 silk powder 적용한 그룹에서 
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Fig. 1. (A) Alkaline phosphatase assay. (B) MTT assay.

Table 2. Micro-computerized tomogram results

6 weeks 12 weeks

Unfilled Silk fibroin＋PRF P value Unfilled Silk fibroin＋PRF P value

BMC (mg)  159.57±25.50  181.01±3.91 NS  271.25±20.69  279.37±14.82 NS
BMD (mg/cm3) 1,059.66±166.69 1,202.46±28.99 NS 1,467.61±480.28 1,550.46±415.06 NS
TMC (mg)   60.19±20.26   72.80±3.40 NS  126.42±6.62  132.09±4.41 0.011
TMD (mg/cm3) 1,867.98±147.12 1,989.24±117.30 NS 2,029.72±668.22 2,088.88±648.34 0.013

BMC, bone mineral content; BMD, bone mineral density; TMC, total mineral content; TMD, total mineral density.

Fig. 2. Micro-computerized tomo-
gram. (A) 6 weeks. (B) 12 weeks. 
Asterisk (*) was the experimental 
group.

1μg/ml 농도를 적용한 경우에만 MTT assay에서 세포 증식을 

증가시켰다(Fig. 1B).

2. 토끼 두개골 결손 수복을 위한 silk powder 조합 이식

  μ-CT 분석 결과를 Table 2에 나타내었다. 수술 후 6주에 

측정한 평균값은 대조군보다 실험군에서 더 높게 나타났다(Fig. 

2A). 그러나 통계학적인 유의성은 없었다(P＞0.05). 수술 후 

12주차에 잔존하는 결손 크기는 실험군보다 대조군에서 더 크게 

나타났다(Fig. 2B). 수술 후 12주차 실험군의 TMC는 132.09± 

4.41, 대조군에서는 126.42±6.62로 나타났다(Table 2). 이는 

통계학적으로 유의한 값이다(P=0.011). 수술 후 12주차 실험군

의 TMD는 2,088.88±648.34, 대조군은 2,029.72±668.22이

었다(Table 2). 이는 통계학적으로 유의한 값이다(P=0.013). 다

른 값들은 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았다(P＞0.05). 

조직형태학적 결과는 Table 3에 나타내었다. 수술 후 6주차에 

대조군에서 새로 생성된 총 골의 양은 36.59±6.11%이었다. 수

술 후 6주차 실험군에서는 44.38±17.00%로 나타났다. 그러나 

이 차이는 통계학적으로 유의하지 않았다(P＞0.05). 수술 후 12

주차 대조군에서는 49.86±7.49%로 나타났다. 수술 후 12주차 

실험군에서는 59.83±10.92%로 나타났다. 이 차이는 통계학적
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Fig. 3. The results of torque test. The difference between groups
was statistically significant (P＜0.05).

Fig. 4. The histological section of 
the implant experiment. (A) Con-
trol. (B) Experiment.

Table 3. The results of histomorphometric analysis

6 weeks 12 weeks

Unfilled Silk fibroin＋PRF P value Unfilled Silk fibroin＋PRF P value

Total new bone (%) 36.59±6.11 44.38±17.00 NS  49.86±7.49 59.83±10.92 0.021

Table 4. Peri-implant bone formation analysis

 Unfilled Silk fibroin＋PRF

Total new bone (%) 11.67±15.12 51.93±27.90* 
Bone to implant contact (%) 15.37±23.84 43.07±21.96* 

*P＜0.05.

으로 유의하였다(P=0.021).

3. 임플란트 주위 결손 수복을 위한 silk powder 조합 이식

1) Torque test

  Torque test의 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 수술 후 8주차에

서 모든 평균 측정값이 대조군보다 실험군에서 높게 나타났다. 

실험군에서의 removable torque은 30.34±5.06 N.cm, 대조군

에서는 21.86±3.39 N.cm로 나타났다. 이 그룹 사이의 차이는 

통계학적으로 유의하였다(P=0.010).

2) Histomorphometry

  임플란트-골 접촉은 대조군에서 더 낮게 나타났다(Fig. 4A). 

그러나 실험군에서 피질골이 더 많이 재생되었다(Fig. 4B). 

Histomorphometry의 결과를 Table 4에 나타내었다. 평균 새로

운 골 생성량은 실험군에서 51.93±27.90%로 나타났다. 대조군

에서는 11.67±15.12%로 나타났다. 이 그룹 사이의 차이는 통계

학적으로 유의하였다(P=0.003). 평균 골-임플란트 접촉은 실험
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군에서 43.07±21.96%, 대조군에서는 15.37±23.84%로 나타

났다. 이는 통계학적으로 유의한 차이이다(P=0.002).

고  찰

  이 연구에서는 다양한 크기의 silk fibroin이 다양한 세포 반응

을 보여주었다. 두 silk powder 그룹(fold ratio ＞2.0, Table 

1)에서 모두 transforming growth factor-ß1 (TGF-β1)와 fi-

bronectin의 발현이 유의하게 증가하였다. 그러나 30 kDa silk 

powder 적용 그룹보다 작은 크기의 silk powder 적용 그룹에서 

alkaline phosphatase와 type I collagen이 더 높은 발현을 

보였다(Table 1). Cai 등[19]은 30 kDa silk fibroin으로 변형된 

Poly(D,L-lactic acid) surface가 Poly(D,L-lactic acid) 자체보

다 더 높은 ALP 활성을 보인다고 보고하였다. silk fibroin 막 

위에서 배양한 MC3T3-E1 세포들 또한 surface-treated culture 

dish에서 배양한 세포들과 비교할만한 ALP 활성을 보여주었다

[20]. 다른 연구자들은 생체 외 실험에서 골 조직의 성장이 silk 

fibroin이 골 세포 또는 줄기 세포와 함께 배양될 때 촉진될 수 

있다고 보고하였다[21,22]. ALP는 초기 골형성 표지자로 광화된 

산물과 연관되어 있기 때문에, 작게 분절된 silk fibroin은 잠재적

인 골형성력을 가질 것이다. 현 연구에서는 30 kDa silk 또는 

ALP 효소 활성을 증가시킴을 보여주었다(Fig. 1A). 그러나 30 

kDa silk powder를 적용하는 것은 또한 TGF-β1 and inter-

leukin 1 receptor와 같은 염증과 관련된 유전자 발현을 증가시킴

을 보여주었다. 비록 작은 크기의 silk powder 적용 또한 TGF-β1 

유전자 발현을 증가시키지만, 이것은 type 1 collagen과 ALP도 

함께 증가시켰다(Table 1). 두 유전자 모두 골 재생에 매우 중요한 

요소이다.

  거대분자의 silk fibroin은 분해되지 않은 형태이기 때문에 이

것이 ALP 활성을 증가시킬 수 있는지는 불명확하다. 만약 거대분

자의 silk fibroin이 ALP 활성을 증가시킬 수 없다면 골 결손 

수복을 위한 골격으로 사용되는 silk fibroin은 서서히 분해되도록 

설계되어야할 것이다. Silk fibroin의 heavy chain의 분자량은 

325 kDa이고 light chain은 25 kDa이다. Silk fibroin의 구조는 

임의-코일형/무정형 또는 역평행 ß-sheet 구조일 것이다[19]. 

후자의 경우 소수성이며 산성 조건에서 용해된다. Silk fibroin의 

분해를 위해 chymotrypsin, actinase 그리고 carboxylase와 같

은 많은 단백질 가수분해 효소를 사용할 수 있다. 우리가 얻은 

산물의 분자량은 0.5∼1.0 kDa이었다. Silk fibroin의 분해는 

기포와 분자량 분포를 변화시킴으로써 조절할 수 있다.

  이 연구에서는 두 개의 silk fibroin이 주어진 세포에서 세포 

접착에 관여하는 fibronectin의 발현이 증가하였다(Table 1). 

Fibronectin은 세포 접착, 성장, 이동 그리고 분화에 중요한 역할

을 하고[23,24], 상처 치유와 배아 발달과 같은 발달에 중요한 

역할을 한다[25]. 변형된 fibronectin의 발현, 퇴화 그리고 조직화

는 암과 섬유화를 포함하는 많은 병리 현상과 연관되어 있다[26]. 

Silk fibroin coat는 세포독성을 띠지 않으며 불멸의 fibroblast 

cell line의 접착과 증식을 개선시킨다[27]. 두 silk powder 적용 

시 fibronectin의 발현을 증가시키기 때문에 silk는 분자량과 관계

없이 세포 부착을 증가시킬 것으로 보인다.

  TGF-β1 또한 분절된 두 silk powder에 의해 증가한다(Table 

1). 골관절염(OA)은 고령층 질병률의 주요 원인이 되고 연골 

퇴화, 소실, 활액막의 염증, osteophytes의 형성 그리고 골 경화

에 의해 특성지어진다[28]. OA를 가진 환자의 대퇴골 두부의 

trabecular bone에서 type I collagen 수준이 증가하기 때문에, 

이는 광화의 증가로 이어져야 한다[29]. 비록 두 silk powder의 

적용이 TGF-β1의 발현이 증가함을 보였지만, type I collagen

의 발현은 낮은 분자량의 silk powder 적용 시에만 증가하였다. 

그러므로 30 kDa silk powder 적용은 TGF-β1의 발현이 증가

함에도 불구하고 골 형성을 유도하지 못할 수 있다. 같은 환자에서 

얻은 골모세포는 TGF-β1의 수준을 증가시켰고[30], 정상 조직과 

비교하였을 때 관절염을 보이는 골 조직에서는 TGF-β1의 발현

이 증가하였다[31]. 염증 반응에서도 TGF-β1의 발현이 증가하였

다. 30 kDa silk powder 적용 후 interleukin 1 receptor의 

발현이 증가하는 것을 고려하였을 때, 30 kDa silk powder는 

골 형성보다 염증 반응을 유도할 것으로 보인다.

  낮은 분자량의 silk powder를 PRF와 함께 토끼의 두개골 결손

부에 적용하였다. 충전하지 않은 대조군과 비교하였을 때, 조합된 

이식을 사용한 경우 더 월등한 골 재생을 보였다. 수술 후 12주차

에 잔존하는 결손 크기는 실험군보다 대조군에서 더 크게 나타났

다(Fig. 2B). 수술 후 12주차 실험군의 TMC는 132.09±4.41이

었고 대조군에서는 126.42±6.62로 나타났다(Table 2; P= 

0.011). 수술 후 12주차 실험군의 TMD는 2,088.88±648.34, 

대조군은 2,029.72±668.22이었다(Table 2, P=0.013). Histo-

morphometry 결과는 μ-CT에서도 발견되었다. 수술 후 12주차 

대조군에서 새로 생성된 총 골의 양은 49.86±7.49%이었고, 실

험군에서는 59.83±10.92%이었다(Table 3, P=0.021).

  치아 발치 후, 즉시 임플란트 식립은 치조골 소실의 방지와 

전반적인 치료 기간의 감소를 위해 제안되었다[32]. 이 연구에서

는 PRF와 혼합한 낮은 분자량의 silk fibroin powder가 즉시 

임플란트 식립 시 임플란트 주위 골 결손에 성공적으로 적용됨을 

보여주었다. 이 조합 이식은 더 높은 removable torque 값을 

보였고(Fig. 3), 더 좋은 골-임플란트 접촉을 보였다(Fig. 4, 

Table 4). Histomorphometry 결과 대조군보다 실험군에서 더 

높은 골 형성을 보여주었다(Table 4). 평균 골 형성량은 실험군에

서 51.93±27.90%, 대조군에서 11.67±15.12%이었다(P=0.003). 

평균 골-임플란트 접촉은 실험군에서 43.07±21.96%, 대조군에

서 15.37±23.84%이었다(P=0.002). 비록 조직학적 직접 절개
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가 골융합에 대한 명확한 정보를 제공해줌에도 불구하고 이는 

오직 하나의 절개만을 제공할 수 있으며 전체의 기하학적인 정보

를 제공해줄 수는 없다[33]. Removal torque force의 측정은 

골융합을 평가하는 추가적인 비교 기준을 제공할 수 있다. 실험군

의 removal torque는 30.34±5.06 N.cm, 대조군은 21.86± 

3.39 N.cm이었다(Fig. 3, P=0.010). 밀집된 피질골은 망상골에 

비해 치과 임플란트에 더 좋은 지지를 제공할 수 있으며 더 높은 

removal torque를 보였다[34]. 몇 가닥에 의해 연결된 임플란트

는 망상골에 의해 둘러싸인 임플란트보다 더 높은 유지력을 보여 

준다[34]. 토끼는 낮은 질의 골을 가진 모델은 아니지만 실험실 

동물 우리에 보관되고 운동이 부족하기 때문에 경골의 중앙부위가 

매우 얇은 피질골을 갖는다. 양피질골로 식립된 임플란트는 단피

질골로 식립된 임플란트보다 더 높은 removal torque를 보인다

[35]. 실험군에서의 높은 torque값은 관상 피질골의 재생때문인 

것으로 보여 진다(Fig. 4).

  동종 재료 또는 세포 치료가 임플란트 주위 결손 수복을 위해 

연구되어 왔다. 생체 활성 유리는 임플란트 주위 결손 수복을 

위해 사용되어 왔으며 호의적인 결과를 보였다[36]. 임플란트 주

위 골 치유를 위해 성장 인자를 포함한 몇몇 세포들을 준비된 

socket에 첨가해보기도 했지만 그 결과가 인상적이지는 않았다

[37]. 이는 아마도 성장인자가 매우 용해도가 높고 장시간 동안 

치료 가능한 농도를 유지시키기가 매우 어렵기 때문으로 보여 

진다. PRP는 자가골과 동종골 이식과 함께 임플란트 주위 결손 

수복에 사용될 때 좋은 결과를 보였다[38].

  성장 인자 저장고에 대해서는 Choukroun’s PRF가 아마 좋은 

원천이 될 것이다. 이는 내인성이며 면역 반응 또는 감염을 고려하

지 않아도 된다. 혈소판은 platelet-derived growth factor 

(PDGF), insulin like growth factor (IGF), 그리고 vascular 

endothelial growth factor (VEGF)와 같은 cytokines를 방출한

다[39,40]. PDGF와 IGF는 골형성 cytokines로 잘 알려져 있다. 

Choukroun’s PRF는 적어도 7일 동안 성장인자를 방출하는 것으

로 알려져 있다. Silk fibroin 또한 골격으로서 널리 연구되어져왔

다[15]. Silk fibroin과 cytokine의 조합이 보고되어져 왔으며 

새로운 골 형성에 성공적임을 보여주었다. 통용되는 powder와 

같은 형태를 좁은 골 결손부에 쉽게 적용될 수 있다. 산전처리에 

의해 분자량이 감소하기 때문에 silk fibroin의 분해가 더 빠르게 

일어날 수 있다. Silk fibroin powder는 수술 후 8주차의 절개된 

샘플에서는 발견되지 않았다. 생체 활성 유리 또는 hydrox-

yapatite와 같은 생체 재료는 완전히 생체-분해되지는 않는다[36]. 

만약 이들을 작은 결손부에 사용한다면 새로운 골 형성률을 증가

시키기 위한 과립 크기는 중요할 것이다. 큰 크기의 분해되지 

않은 분자는 골 융합을 방해할 수 있다. Silk fibroin 거대분자는 

또한 완전한 생체-분해를 위해서 상대적으로 긴 시간이 요구된다. 

분해 기간은 분자의 크기가 커질수록 길어진다[18].

  이 연구에서는 silk fibroin powder가 PRF와 함께 임플란트 

주위 결손 수복에 성공적으로 사용될 수 있음을 보여주었다. 동물

에서의 실험이 항상 인간에 적용될 수 있지는 않기 때문에 더 

나아간 연구가 필요할 것이다. 

결  론

  본 연구에서 실크 단백질 분말이 혈장 소재와 함께 사용되는 

경우 치과용 임플란트 주위의 경미한 골견손부의 회복에 사용될 

수 있음을 보였다. 하지만 동물실험의 결과가 늘 임상적인 성공을 

보장하는 것은 아니므로 현재의 결과는 추후 실험을 통하여 보완

되어야 할 것이다.
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