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Abstract

Antibacterial effect and cytotoxicity of polymer

adhesive film supplemented with 5% NaF

Jih, Myeong-Kwan, D.D.S

Advisor : Prof. Lee, Sang-Ho, D.D.S., Ph.D.

Department of Dentistry

Graduate School of Chosun University

NaF-PVA tape that attaches to teeth by adding fluoride to polymer tape

was developed in the Department of Pediatric Dentistry, Chosun

University. A NaF-PVA pullulan double adhesive tape, which improved

tensile strength and elongation by adding a pullulan to the NaF-PVA

adhesive tape, was developed to enhance adhesion to the tooth surface.

Previous studies have demonstrated the efficacy of NaF-PVA tape on

teeth, but studies on stability and effects on bacteria have been

insufficient. In this study, cytotoxicity and antibacterial tests of three

groups (group 1: general tape without fluoride; control group, group 2:

adhesive tape containing fluoride, group 3: double adhesive tape containing

fluoride with pullulan) were conducted.

To investigate the antibacterial effect of the NaF tapes, the agar

diffusion technique was performed using Mitis salrivarius agar plates.

Also, field emission scanning electron microscopy (FE-SEM) and confocal

laser scanning microscopy (CLSM) were performed.
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The cytotoxicity test was performed using human gingival fibroblast

(HGF) and human periodontal ligament (PDL) cells. These cells were

subjected to the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT) assay by applying an adhesive tape containing fluoride,

and genetic analysis of the cells was performed to conduct a stability test

in humans.

In the antibacterial test, Group 2 (NaF-PVA tape group) showed the

highest zone of inhibition at 48 hours, and this result was significantly

higher than that of the control group and group 3 (pullulan + NaF-PVA

tape group). In the MTT assay, Group 3 (pullulan + NaF-PVA tape

group) had more cytotoxicity than the control group by 66% in PDL and

69% in HGF. Interestingly, even though group 2 (NaF-PVA tape group)

had more antibacterial effect against S. mutans, it showed less cytotoxicity

than group 3 (pullulan + NaF-PVA tape group) by 29% in PDL and 33%

in HGF. A value that can support the results of the MTT test was also

derived in a biostability experiment through genetic analysis.
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Ⅰ. 서 론

현대 치의학은 예방적 치의학이 중심이라고 할 수 있다. 이중 가장 대표적인 것

은 재광화를 통해 비와동성 병소를 비침습적으로 관리하는 것이며 이를 위한 탈회

와 재광화의 밸런스 조절은 치아우식증 예방의 핵심으로 여겨지고 있다[1,2]. 이를

실현할 수 있는 성분 중 가장 대표적인 물질은 불소이다.

불소가 우식을 예방하는데 중요한 역할을 한다는 것은 이미 잘 알려진 사실이다.

1943년 최초로 소개된 전문가 불소도포 방법으로 시작된 불소용액 도포는 불소 젤

사용을 지나 현재는 불소바니쉬가 가장 널리 사용되고 있다[3]. 미국에서 1994년도

에 FDA 승인을 얻으면서 시판되기 시작한 불소바니쉬는 현재 전문가가 시행할 수

있는 가장 대중적인 예방적 불소치료 방법이 되었다[4,5]. 하지만 현재 시판되고 있

는 대부분의 불소바니쉬의 주된 성분은 송진이기 때문에 도포시 치아에 일시적으

로 착색이 발생하며 좋지 않은 맛과 질감으로 인하여 일부 어린이들에게 거부감을

주는 문제점을 갖고 있다. 또한 불소바니쉬는 타액에 의해 쉽게 제거되는 단점과

함께 지속적인 불소 유리가 되지 않는다는 문제점이 있다.

이상적인 불소전달 시스템을 생각한다면 일반인들이 쉽게 적용 가능하여 효율적

이고 생체안정적이며 비용이 저렴한 부가적인 장점 이외에도 지속적이고 안정적으

로 불소를 치질에 계속 공급할 수 있는 것이 중요하다. 이에 본 교실에서는 새로운

불소 전달 시스템의 일환으로, 고분자를 기반으로 한 기저재에 나노 코팅 기술을

이용하여 불소를 결합시킨 NaF-PVA tape을 개발하였다[6].

불소를 함유한 접착필름은 다른 불소제제들과 비교하여 다음과 같은 장점이 있다.

우선 불소함유량이 다른 불소제제들보다 적다. 불소바니쉬와 비교해보면 대략 1/3

의 불소만을 함유하고 있다[7]. 이는 불소의 인체 내 위해성의 걱정을 덜어줄 수

있다. 이에 더해 적용이 간단하여 치과의사가 아닌 일반인이 사용하기에도 쉽다[6].

하지만 기존 접착필름형 불소제제의 법랑질 재광화 효과 및 탈회 억제 효과는 기
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존의 NaF 바니쉬를 능가하지 못한다고 보고되고 있다[7-10]. 그 이유는 접착필름

형 불소제제가 치아에 접착시 유지력에 한계가 있어 잘 탈락하는 현상을 보이기

때문으로 알려져 있다[7,11]. 오랜 시간동안 서서히 불소가 유리됨으로써 구내에서

불소 농도를 장기간 유지해주는 것이 가장 큰 목적중 하나이기에 이는 큰 단점으

로 지적되었다.

풀루란(pullulan)은 식품의 점착성 및 점도를 증가시키고 물성 및 촉감을 향상시키

는 식품 첨가물이다. 풀루란은 필름 형성 능력이 우수하여 가식성 필름에 사용된다

[12,13]. 이러한 재료의 특성을 이용하여 기존 접착필름형 불소제제보다 접착 능력

이 향상된 플루란을 첨가시킨 이중(double layer) 접착 필름이 제작되었다.

이전 연구에서 불소함유 접착필름은 소 치아를 대상으로 한 법랑질 재광화 in

vitro 실험에서 불소바니쉬와 비슷한 효과를 보여주었다[8]. 그리고 법랑질 탈회에

대한 저항 효과와 탈감작 효과에 대한 연구들은 불소함유 접착필름의 불소바니쉬

대체제로서의 가능성을 보여주었다[7,11,14].

이 연구에서 우리는 주된 우식 유발 세균인 S. mutans를 이용한 항세균 실험을

시행하여 불소함유 접착필름의 불소 제제로서의 효능을 입증시키고자 하였다. 그리

고 불소함유 접착필름의 과거 연구들은 불소제제로서의 효능에 집중하여 인체 안

정성이 입증되지 않았다는 한계점이 있었다. 불소함유 접착필름의 특성상 치은에

접촉할 수 있는 가능성 그리고 치근의 치주인대와 접촉할 수 있는 가능성을 고려

하여 human gingval fibroblast (HGF)와 human periodontal ligament (PDL)세포들

의 세포독성검사를 시행하였다. 불소함유 접착필름이 적용된 이 세포들의

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 시험을 시행

하고 세포들의 유전자 분석을 시행하여 인체에 대한 안정성 실험을 수행하였다.

이 연구를 통하여 일반 불소함유 접착필름과 플루란이 첨가된 이중 접착 불소 필

름의 항균 효과와 세포독성에 관해 보고하고자 한다.
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Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 연구 재료

 1) NaF-PVA tape의 제작

전반적인 NaF-PVA tape의 제작은 이전 연구에서와 동일하게 수행하였다[7].

Poly vinyl alcohol 10 g과 polyacrylic acid 5 g을 증류수 85 g에 용해시킨 후 85℃

에서 2시간 동안 교반하였다. 이후 polyethylene glycol (Sigma-Aldrich Inc., St.

Louis, MO, USA) 3 ml를 가소제(plasticizer)로 사용하고 NaF 0.95 g을 순차적으

로 첨가 후 동일한 교반과정을 거친다. 가교화 과정을 마친 용액을 유리판에 표면

을 고르게 하여 부은 후 어플리케이터(applicator)를 이용해 두께가 80 μm가 되게

균일하게 만들고 건조시키는 과정을 통하여 필름을 제작하였다(Fig. 1A).

2) 이중 접착 tape의 제작

풀루란 분말(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) 10wt%에 가소제인

polyethylene glyocol (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) 2wt%를 추가하

고 2시간 동안 교반하였다. 이렇게 제조된 풀루란 접착필름 용액을 건조된 40 μm

두께의 PVA 접착 필름 위에 상기 방법으로 일정량 도포한 뒤 어플리케이터를 이

용하여 40 μm 두께로 밀어 총 두께가 80 μm가 되게 하였다. 이를 40℃로 24시간

동안 건조하여 필름의 수분을 완전히 제거하였다(Fig. 1B).
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3) 실험 재료 군(group)

(1) 대조군 : 불소를 결합시키지 않은 PVA 필름

(2) NaF-PVA tape군: 나노 기술을 이용하여 기저재에 5% 불화나트륨을 PVA에

결합시킨 필름

(3) Pullulan + NaF-PVA tape군 : NaF-PVA 접착필름에 풀루란을 첨가한 이중

(double layer) 필름

Fig. 1. Illustration of the manufacturing process on polymer adhesive film

supplemented NaF. A: NaF-PVA tape, B: Pullulan + NaF-PVA tape (double

layer)
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2. Bacteria culture and biofilm formation conditions

S. mutans UA159를 37℃ Brain heart infusion (BHI; Difco Labratories, Detroit,

MI) 배지에서 배양하였다. Biofilm을 형성하기 위해 시편을 인공 타액 1 ml가 들어

있는 24-well plate (SPL. Daejeon, Korea)에 1시간 동안 놓고 필름을 시편 위에

위치시켰다. 이 후 1% sucrose가 첨가된 1 ml BHI (BHIS)에 필름으로 덮인 시편

이 있는 24-well plate에 S. mutans (1 x 106CFU/ml)를 옮기고 37℃에서 48시간

동안 배양하였다. 배지는 하루에 한번씩 교체해주었다.

3. Agar diffusion test

불소함유 접착필름의 항균 효과를 조사하기 위해 mitis salrivarius agar plate

(MS agar: MB cell, Seoul, Korea)를 사용하여 한천 배지 확산 시험을 하였다. S.

mutans (1 x 108CFU/ml)를 MS agar plate에 접종하고 불소함유 접착필름을 plate

위에 놓고 부드럽게 눌러주었다. Plate를 37℃에서 배양하였고 이미지 J를 사용하

여 24, 48 및 72시간 이후 생장 저해 구역(zone of inhibition)을 확인하였다.

4. Field emission scanning electron microscope (FE-SEM)

48시간 동안 BHIS의 표본에 형성된 biofilm은 이전의 연구들의 실험방법에서 조

금의 변형을 거쳐 수행하였다[15]. 요약하자면, 표본을 2.5% glutaraldehyde / 4%

paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)가 첨가된 PBS가 담긴

24-well plate에 위치시킨 후 4℃에서 하룻밤 동안 보관하였다. 표본들을 PBS로 두
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번 세척 한 후 단계별로 에탄올(25-100%)을 사용하여 탈수하였다. 표본들을 건조

하고, 금코팅 하여 field emission scanning electron microscope (FE-SEM,

Hitachi, Tokyo, Japan)을 사용하여 관찰하였다.

5. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

시편에 형성된 S. mutans biofilm의 변화는 이전 연구의 방법대로 CLSM 이미지

를 이용하여 분석하였다[16]. S. mutans (1 x 106CFU/ml)를 1μM의 Alexa Fluor

647-labeled dextran 접찹체(Molecular Probes, Eugene, OR)가 첨가된 BHIS 배지

가 있는 24-well plate에서 37℃에서 48시간 동안 배양하였다. 시편의 S. mutans를

2.5μM SYTO 9 녹색 형광 핵산 염색(480/500 nm; Molecular Probes)으로 30분 동

안 실온에서 처리하였다. LSM 510 META 현미경(Carl Zeiss, Jena, Germany)을

사용하여 biofilm 실험 당 6개의 이미지 스택(512 x 512 pixel tagged image file

format)을 얻었다. COMSTAT (www.comstat.dk; Technical University of

Denmark, Kongens Lyngby, Denmark)를 사용하여 세균 및 extracellular

polymeric substances (EPS)의 bio-volumes을 정량화하였다.

6. MTT assay

구강 세포에 대한 불소함유 접착필름의 세포 독성을 평가하기 위해 이전 연구 방

법대로 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 분석

을 사용하여 세포 생존력을 관찰하였다[17]. 5 mg/ml의 MTT를 멸균 PBS에 용해

시켜 MTT 저장 용액을 준비하였다. 1 ml의 MTT 저장 용액과 9 ml의 멸균 된

http://www.comstat.dk
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PBS를 혼합하여 신선한 MTT 용액을 제조하였다. HGF 및 PDL 세포들

(1x104/well)을 각각 12-well plate에 seeded 하였고 CO2 배양기에서 48시간 동안

37℃에서 배양하였다. 불소함유 접착필름을 plate에서 제거하고 200 ml MTT 용액

을 처리하고 추가로 2시간 동안 배양하였다. 200 ml의 Dimethyl sulfoxide (DMSO,

Amresco, solon, OH, USA)를 첨가하였다. 그리고 용액을 96-wall plate로 옮겨

Microtiter 판독기(SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Germany)를 사

용하여 540nm에서 관찰하였다.

7. RNA sequencing

구강 세포의 유전자 발현에 대한 불소함유 접착필름의 효과를 조사하기 위해

HGF 및 PDL 세포들의 RNA sequencing을 수행하였다. HGF 및 PDL 세포들

(1x104/well)을 12-well plate에 seeding 하고 CO2 배양기에서 48시간 동안 37℃에

서 배양하였다. 세포들은 5시간 동안 접착필름들과 접촉하였다. 그 이후 필름들과

배지를 제거하고 Plate를 멸균 PBS로 2회 세척하였다. 제조업체의 지시에 따라

RNeasy Plus Mini kit (QIAGEN, Germany)를 사용하여 RNA를 준비한다음 RNA

sequencing을 수행하였다(EBIOGEN, Seoul, Korea).

 HGF 및 PDL 세포들에서 추출된 mRNA의 퀄리티(quality)를 ND-2000

Spectrophotometer (Thermo Inc., DE, USA)를 이용하여 검사한 후에 QuantSeq 3’

mRNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen, Inc., Austria)로 cDNA를 합성하여 클로

닝 과정을 거쳐 라이브러리를 만들었다. 이 후 Nextseq500 (Illumina, Inc., USA)을

사용하여 대용량 sequencing을 진행하여 read라고 불리우는 sequencing 데이터를

생성하였다. 트리밍 과정을 거쳐서 인간유전자 서열을 레퍼런스로 삼아 read를 레

퍼런스 서열에 붙이는 mapping 과정을 거쳤다. 실험에 따라서 mapping 과정에서
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만들어진 read가 다를 수 있고 유전자들마다 길이가 달라 mapping 되는 정도가 다

르기 때문에 EdgeR를 사용하여 보정과정인 noramalization을 거쳐 결과 값을 도출

하였다.

8. Differential gene expression analysis

mRNA-Seq read는 Bowtie2 (Langmead and Salzberg,2012)를 사용하여 정렬하였

다[18]. Bowtie2 지수를 게놈 조립 서열 또는 대표 전사 서열에서 생성하였다. 유

전자의 차등 발현 여부를 감지하기 위해서 정렬된 파일(alignment file)을 사용하였

다. Differentially expressed gene(DEG)s을 Bedtools (Quinlan AR,2010)을 이용하

여 추출하였다[19]. 유전자 분류는 DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/)와

Medline databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에 의한 검색을 기반으로 하였

다.

(1) Gene ontology analysis

HGF와 PDL 세포들을 Gene ontology (GO) 형태로 분석하였다. 대조군 대비 불소

함유 접착제제들에서 유전자의 발현이 2배 이상 증가되거나 감소하고 Normalized

Data (log2)값이 4 이상이며 p-value 값이 0.05 이하인 유전자들을 필터링하였다.

(2) Gene set enrichment analysis (GSEA)

Gene set enrichment analysis (GSEA)는 온라인 GSEA 4.0.0. 프로그램

(http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)을 사용하여 Hallmark key

pathway를 찾았다[20]. Hallmark gene sets 중 false discovery rate (FDR)

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
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q-value 값이 0.05 미만값을 기준으로 하였다[21].

HGF와 PDL 세포들의 3개의 군(control, pullulan + NaF-PVA tape, NaF-PVA

tape)의 DEGs를 비교하였다. 공통으로 발현이 증가 또는 감소한 유전자들과 반대

되는 결과를 보여주는 유전자들을 찾아 GSEA를 시행하였다.

9. Statistical analysis

통계분석은 SPSS 소프트웨어(Version 20.0; SPSS Inc, Chicago, IL)를 이용하였

다. DEGs analysis를 제외한 모든 변수에 관한 자료는 One-way analysis of

variance(ANOVA)에 이어 Tukey’s test를 사용하여 분석되었다. p값이 0.05 미만인

것을 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
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III. 연구 결과

1. Agar diffusion test

한천 확산 분석을 수행하여 pullulan + NaF-PVA tape군 또는 NaF-PVA tape군

의 S. mutans에 대한 항균 활성을 조사하였다. 대조군은 S. mutans에 대한 억제

활성을 나타내지 않았으며 24시간 이후 부터는 세균으로 덮였다. Pullulan +

NaF-PVA tape군이 72시간까지 생장 저해 구역이 없었던 반면 NaF-PVA tape군

은 48시간 후 가장 높은 생장 저해 구역을 보였고 72시간에 감소하였다.

NaF-PVA tape은 생장 저해 구역의 직경이 pullulan + NaF-PVA tape에 비해 S.

mutans에 대해서 더 높은 항균 효과를 보여주었다(p<0.05).
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Fig. 2. a. Bar graph and b. 24 h, c. 48 h, and d, 72 h of an agar plate showing

zone of inhibition. The antibacterial effect of pullulan + NAF-PVA tape and

NaF-PVA tape against S. mutans was determined using agar diffusion assay.

Data represent the mean and standard deviation of 3 independent experiments.

One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test (*: p<0.05).
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2. FE-SEM analysis

불소함유 접착필름이 S. mutans biofilm을 억제하는 효과를 FE-SEM으로 분석하

였다. 그림 3에서 볼 수 있듯이 대조군의 접착필름으로 덮인 시편에 형성된 biofilm

은 pullulan + NaF-PVA tape군 및 NaF-PVA tape군에 비해 더 촘촘하고 두꺼운

모습을 보여주었다. S. mutans는 NaF-PVA tape군에서 더 많은 다공성과 느슨한

biofilm을 형성하였다. NaF-PVA tape군에서 자란 박테리아는 pullulan +

NaF-PVA tape군에서 자란 박테리아보다 biofilm에 덜 묻혔다.
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Fig. 3. SEM images of S. mutans biofilm.

S. mutans biofilm were formed on the specimens covered with tapes containing

no NaF(control-a, b, and c), Pullulan + NaF-PVA(d, e, and f), and NaF-PVA(g,

h, and i) for 48 h in BHIS media.

The magnification of the images was 300 X (a, d, and g), 1.00 K X (b, e, and

h), and 50.00 K X (c, f, and i).
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3. CLSM image analysis

CLSM의 이미지는 COMSTAT를 사용하여 분석되었다. 그 결과 pullulan +

NaF-PVA tape군은 대조군에 비해 박테리아와 EPS의 생체 부피가 현저히 작다는

것을 보여주었다(p <0.01). NaF-PVA tape군은 pulluan + NaF-PVA taep군보다도

S. mutans에 유의하게 더 높은 항균 효과를 보여주었다(p <0.05).
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Fig. 4. CLSM images of S. mutans biofilm.

a. Bio-volume of bacteria and EPS and confocal images of S. mutansbiofilms

formed on b. Control, c. Pullulan + NaF-PVA, and d. NaF-PVA tapes. Bacteria

bio-volume was analyzed using COMSAT software.

Data represent the mean and standard deviation of 3 independent experiments.

One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test (*: p<0.05).

EPS: extracellular polymeric substances.
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4. MTT assay

Pullulan + NaF-PVA tape군 및 NaF-PVA tape군이 구강 세포 라인들 중 HGF

및 PDL 세포들에 미치는 영향을 MTT assay를 사용하여 분석하였다. Pullulan +

NaF-PVA tape군은 각각 PDL 세포에서 70%, HGF 세포에서 64% 대조군보다 세

포 독성이 더 높았다. 흥미롭게도 pullulan + NaF-PVA tape군은 NaF-PVA군보다

S. mutans에서 더 낮은 항균 능력을 보였음에도 불구하고 더 높은 세포 독성(PDL

cell: 37% HGF cell: 40%)을 보여주었다.

Fig. 5. Cell viability evaluated by MTT assay.

Cytotoxicity of control, NaF-PVA tape, pullulan + NaF-PVA tape was

investigated in human PDL and HGF cell lines. Data represent the mean and

standard deviation of 3 independent experiments.

One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test (*: p<0.05)

PDL: periodontal ligament, HGF: human gingival fibroblast.
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5. Differential gene expression analysis

(1) Gene ontology analysis

① Human gingval fibroblast (HGF) cells

HGF 세포들의 유전자 분석에서 pullulan + NaF-PVA tape군과 NaF-PVA tape

군 모두에서 Aging, Apoptotic process, Cell death, Cell migration, DNA repair,

Immune response, Neurogenesis, Secretion GO의 유전자 발현 변화가 관찰되었다

(Fig. 6).

Cell death GO에서 pullulan + NaF-PVA tape군은 총 893개의 연관 유전자 중에

서 GADD45A, GADD45B, PPP1R15A(=GADD34) 이렇게 3개의 유전자에서 발현이

유의하게 증가하였다(p<0.05)(Fig. 7).

NaF-PVA tape군은 pullulan + NaF-PVA tape군보다 발현이 유의하게 감소한 유

전자들이 더 많았다(Fig. 6). 같은 기준으로 처리한 결과 총 893개의 유전자에서 발

현이 유의하게 증가된 유전자는 MLKL, NSG1 이었고, 감소된 유전자가 4개

(DFFB, CASP9, CASP8, MYD88) 검출되었다.

HGF 세포들의 3개의 그룹의 DEGs를 비교한 결과 공통으로 발현이 증가한 유전

자의 수는 10개 였고, 발현이 감소한 유전자의 수는 12개로 총 22개의 유전자들의

발현 변화가 관찰되었다. 대조군과 비교한 불소함유 접착필름들간의 발현이 서로

반대되는 유전자는 없었다(Fig. 8).

② Human periodontal ligament (PDL) cells

HGF 세포들과 같은 방법으로 PDL 세포들의 분석을 시행하였다. PDL 세포에서

pullulan + NaF-PVA tape을 DEGs 분석한 결과 이전 HGF 세포보다 더 많은 숫

자의 유전자들에의 발현의 변화가 관찰되었다. GO에서의 유전자의 변화를 살펴보

면 cell death GO와 연관된 총 893개의 유전자 중에서 과발현된 유전자가 34개, 저
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발현된 유전자가 27개였다. NaF-PVA tape을 DEG 분석한 결과 또한 과발현된 유

전자가 33개, 저발현된 유전자가 15개로 이전 HGF 세포들보다 더 많은 유전자들

에서 변이가 발생하였다. 하지만 pullulan + NaF-PVA tape에 비해서는 더 작은

숫자의 유전자들이 변이된 것으로 나타났다(Fig. 6,7).

PDL 세포들의 3개의 그룹의 DEGs를 비교한 결과 공통으로 발현이 증가한 유전

자의 수는 177개 였고, 발현이 감소한 유전자의 수는 140개로 총 317개의 유전자들

이 같은 양상의 발현 변화를 보여주었다. HGF 세포들과 달리 대조군과 비교한 불

소함유 접착필름들간의 발현이 서로 반대되는 유전자가 33개 존재하였다(Fig. 8).
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Fig. 6. Gene caregory chart of human gingival fibroblast (HGF) and periodontal

ligament (PDL) cells. Overview of differentially expressed genes(DEGs) at

pullulan + NaF-PVA tape and NaF-PVA tape as compared to the control.
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Fig. 7. Scatter plots of gene expression. In each plot, the central line passing

through indicates no difference in expression between the cells (groups). Genes

that are named in the squar box are gene associated with cell death gene

ontology (GO). A red plot presents upregulated gene and a green plot presents

down regulated gene.

X-axis : normalized data (log2) of control group, y-axis : normalized data

(log2) of experimental group.
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Fig. 8. Gene set enrichment analysis, Venn diagram. A: HGF cells, B: PDL

cells. Slanted numbers: number of up-regulated genes, red numbers: number of

contra-regulated genes, underlined numbers: number of down-regulated genes.
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(2) Gene set enrichment analysis (GSEA)

① Human gingval fibroblast (HGF) cells

Pullulan + NaF-PVA tape 그룹에서는 Hallmark pathway 방법에서

TNFA_SIGNALING_VIA_NFκB라는 단 하나의 key pathway가 도출되었다(Table

1). 그림 9에서는 hallmark key pathway에 영향을 미친 유전자들을 보여준다.

NaF-PVA tape 그룹에서는 GSEA에서 Hallmark key pathway가 나타나지 않았

다. Key pathway가 없기 때문에 이에 영향을 미치는 유전자들도 도출되지 않았다.

유전자 분석에서 pullulan + NaF-PVA tape군과 NaF-PVA tape군 모두에서 발현

의 변이가 나타난 22개의 유전자들을 GSEA한 결과 역시 Hallmark key pathway

가 나타나지 않았다.

이 결과들로 HGF 세포들은 불소함유 접착필름에 풀루란을 첨가하였을 때 더 많

은 숫자의 유전자들이 발현의 변화가 나타나는 것을 관찰할 수 있었고 전통적인

불소함유 접착필름은 크게 유전자의 변이가 발생하지 않은 것을 확인하였다.

② Human periodontal ligament (PDL) cells

Hallmark pathway방법을 사용하여 PDL 세포에서의 유전자 발현변이에 대한

key pathway는 표 2,3,4에 기술하였다. Pullulan + NaF-PVA tape군과 NaF-PVA

tape군 그리고 두 그룹 모두에서 발현의 변이가 나타난 유전자들을 GSEA한 결과

는 모두 5개 이상의 key pathway가 도출되었고 가장 유의성이 높은 5개의 key

pathway만 기술하였다. HGF 세포에서와 마찬가지로 가장 유의성이 높은 key

pathway는 모두 TNFA_SIGNALING_VIA_NFκB로 나타났다.

Hallmark key pathway에 영향을 준 유전자들의 수는 각각 표 2,3,4에 기술되었으

며 각 유전자들의 이름 또한 도식화하였다(Fig. 10). Key pathway에 영향을 준 유

전자들 중에서 각각 15개만 그림 10에 표시되었다.
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Table 1. Gene set enrichment analysis (GSEA) of differentially expressed

genes(DEGs) on human gingival fibroblast (HGF) cells in pullulan + NaF-PVA

tape

Only gene sets with p-value <0.05 were included.

FDR=false discovery rate

Gene set name Description
Genes in

overlap
p-value

FDR

q-value

HALLMARK_TNFA_SIGNALIN_

VIA_NFKB

Genes regulated by NF-κB

in response to TNF
15 2.06 e-17 1.03 e-15
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Table 2. Gene set enrichment analysis (GSEA) of differentially expressed

genes(DEGs) on human periodontal ligament (PDL) cells in pullulan +

NaF-PVA tape

Gene set name Description
Genes in

overlap
p-value

FDR

q-value

HALLMARK_TNFA_SIGNALING

_VIA_NFKB

Genes regulated by NF-κB

in response to TNF
15 2.67 e-37 1.34 e-35

HALLMARK_INTERFERON_

GAMMA_RESPONSE

Genes up-regulated in

response to IFNG
26 3.22 e-11 8.05 e-10

HALLMARK_INFLAMMATORY_

RESPONSE

Genes defining

inflammatory response
23 4,89 e-9 8.15 e-8

HALLMARK_P53_PATHWAY
Genes involved in p53

pathways and networks
22 2.37 e-8 2.97 e-7

HALLMARK_APOPTOSIS

Genes mediating

programmed cell death by

activation of caspases

18 3.43 e-7 3.43 e-6

Only five key pathways with low p-value were included.

FDR=false discovery rate
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Table 3. Gene set enrichment analysis (GSEA) of differentially expressed

genes(DEGs) on human periodontal ligament (PDL) cells in NaF-PVA tape

Gene set name Description
Genes in

overlap
p-value

FDR

q-value

HALLMARK_TNFA_SIGNALING

_VIA_NFKB

Genes regulated by NF-κB

in response to TNF
47 4.78 e-32 2.39 e-30

HALLMARK_INFLAMMATORY_

RESPONSE

Genes defining

inflammatory response
23 1.24 e-9 3.11 e-8

HALLMARK_HYPOXIA

Genes up-regulated in

response to low oxygen

levels (hypoxia)

21 3.24 e-8 5.4 e-7

HALLMARK_P53_PATHWAY
Genes involved in p53

pathways and networks
19 6.68 e-7 8.57 e-6

HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_

SIGNALING

Genes up-regulated by IL6

via STAT3
12 1.62 e-6 1.62 e-5

Only five key pathways with low p-value were included.

FDR=false discovery rate



- 29 -

Table 4. Gene set enrichment analysis (GSEA) of differentially expressed

genes(DEGs) on human periodontal ligament (PDL) cells in pullulan +

NaF-PVA tape and NaF-PVA tape

Gene set name Description
Genes in

overlap
p-value

FDR

q-value

HALLMARK_TNFA_SIGNALING

_VIA_NFKB

Genes regulated by NF-κB

in response to TNF
10 6.4 e-16 3.2 e-14

HALLMARK_INFLAMMATORY_

RESPONSE

Genes defining

inflammatory response
6 1.42 e-8 3.55 e-7

HALLMARK_P53_PATHWAY
Genes involved in p53

pathways and networks
5 6.24 e-7 1.01 e-5

HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_

SIGNALING

Genes up-regulated by IL6

via STAT3
4 8.08 e-7 1.01 e-5

HALLMARK_APOPTOSIS

Genes mediating

programmed cell death by

activation of caspases

4 9.38 e-6 9.38 e-5

Only five key pathways with low p-value were included.

FDR=false discovery rate
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Fig. 9. Gene set overlap matrix prepared be gene set enrichiment analysis

(GSEA) at human gingival fibroblast (HGF) cells. GSEA was performed to

identify the functional profiles of over-expressed genes in a large set and to

identify the association between genes in the set. Hallmark gene set overlaps of

cells were derived only from pullulan + NaF-PVA tape.

Genes unmatched with hallmark gene sets are hidden.
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Fig. 10. Gene set overlap matrix prepared be gene set enrichiment analysis

(GSEA) at human pediodonatal ligament (PDL) cells. GSEA was performed to

identify the functional profiles of over-expressed genes in a large set and to

identify the association between genes in the set. Hallmark gene set overlaps of

cells in pullulan + NaF-PVA tape(a), NaF-PVA tape(b), both tapes(c).

Only 15 genes were designated.
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IV. 총괄 및 고찰

불소함유 접착필름은 점막 점착성(mucoadhesion)의 개념으로 제작된 제제이다. 많

은 의학분야에서 약물이 목표 장기에 도달하여 확산되는 속도를 조절하는 제어, 방

출 기술들에 대한 연구들이 이루어지고 있다[22,23]. 약물의 체류시간을 증가시키기

위해 여러 가지 형태의 점막 점착성 제제들이 개발되었고 비슷한 개념으로 치아에

접착되어 불소가 방출되는 속도를 조절하는 것을 목적으로 불소함유 접착필름이

고안되었다.

Sun L은[24] 원자나 분자 단위의 극미세 물질을 인위적으로 조작함으로써 새로운

성질과 기능을 가진 물질이나 장치를 만드는 기술인 나노(nano) 테크놀로지를 이

용하여 불소를 적용한 효과를 보고하였다. 나노 타입의 불소가 마크로(macro) 타입

의 불소보다 더 많은 반응을 보이는 이유는 용해도(solubility)가 더 뛰어나기 때문

이라고 하였다. 불소함유 접착필름도 sodium fluoride (NaF)를 나노섬유를 분사하

는 과정을 통해 첨가하였다. 이를 통해 매개체로서의 효율을 증진시킬 뿐 아니라

박막의 점성, 탄성도, 강도, 접착력, 표면장력 등을 필요에 따라 조절해 주고자 하

였다. 이러한 불소함유 접착필름의 성분 변화가 용이하다는 장점을 이용하여 풀루

란을 첨가한 불소함유 접착필름을 고안하였고 이 두 필름들의 세균에 대한 효능과

생체안정성 검사를 시행하게 되었다.

불소함유 접착필름의 Agar dilusion test는 구강 내 세균들 중 치아 우식의 주 원

인균으로 여겨지는 mutans streptoccoci를 대상으로 시행하였다[25-27]. 20ppm이하

의 불소농도로는 산형성 세균의 항균 효과가 거의 없다는 보고도 있었지만 이는

Lactobacillus가 포함된 연구였다[28,29]. 본 연구에서는 NaF-PVA tape 군에서 명

확한 항균 효과를 보여주었다. 본 연구에서와 같이 Jang은[30] S. mutans 실험에서

불소유리의 시간에 따른 생장 저해 구역의 길이가 48, 72시간에 24시간 후보다 유



- 34 -

의하게 큰 것을 보고하였다. Pullulan + NaF-PVA tape의 경우 72시간동안 S.

mutans에 항균효과를 보여주지 못하였지만 NaF-PVA tape은 48시간에 대조군과

비교하여 유의한 항균효과를 보여주었다.

불소함유 접착테잎이 Biofilm의 표면과 S.mutans의 군집형성 그리고 대사과정에

미치는 영향을 확인하기 위해 field emission scanning electron microscope

(FE-SEM) 및 Confocal laser scanning microscopy (CLSM)를 촬영하였다.

Scanning electron microscope (SEM)는 10,000배 이상에서는 선명하게 관찰되지

않으며 시편이 오염되는 문제점이 있어 FE-SEM을 사용하였다[31,32]

FE-SEM과 CLSM 이미지 모두 불소함유 접착필름들에서 S.mutans에 대한 유의

한 항균 효과를 보여주었으며 NaF-PVA tape군에서 pullulan +NaF-PVA군보다

더 좋은 항균 능력을 보여주었다. CLSM 이미지로 S. mutans와 extracellular

polymeric substances (EPS)의 bio-volume을 측정하였다. EPS는 주로

polysaccharide와 단백질 그리고 extracellular DNA (eDNA)로 구성되어있는

biofilm을 감싸는 biofilm의 기본구성요소로서 EPS에 내장된 세포는 다른 세포들과

비교하여 항균에 저항력이 높아 불소함유 접착필름의 항균효과에 대한 확실한 증

거가 되었다[33-35].

불소함유 접착필름의 항균능력을 평가할 수 있는 3가지의 실험(agar diffusion

test, FE-SEM, CLSM)에서 모두 동일한 결과가 도출되었다. 전통적인 불소함유 접

착필름이 풀루란을 첨가한 이중 접착필름보다 유의하게 높은 항균 효과를 보여주

었다.

풀루란을 첨가한 불소필름의 항균력 저하는 첫째로 풀루란을 첨가한 불소함입 접

착필름의 형태적 문제로 인해 발생할 수 있다. 접착력을 증진시켜 불소방출량이 증

진되는 것을 기대하였으나 오히려 풀루란 표면이 불소의 세균과의 접촉을 방해할

수 있으며 풀루란을 제외할 경우 기존의 불소함유 접착필름의 절반의 두께는 불소

방출량에 있어서 차이가 있을 수 있다. 두 번째 이유는 풀루란 자체의 성분이 항균
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효과를 저해시킬 수 있다. 따라서 풀루란의 두께를 달리하여 항균효과를 측정하고

풀루란으로만 제작한 필름을 실험해보는 과정을 통해 이를 확인해야 할 것이다.

불소함유 접착필름의 생체안정성을 검증하기 위해 human gingival fibroblast

(HGF)와 periodontal ligament (PDL) 세포들을 이용하여 MTT assay를 시행하였

다. 불소함유 접착필름은 상악 및 하악 악궁 단위로 치아에 적용하기 때문에 치질

뿐 아니라 치은에 접촉하며 치주인대에도 접촉할 가능성이 있어 HGF와 PDL 세포

들이 선택되었다[7].

모든 불소함유 접착필름은 대조군에 비해 HGF와 PDL 세포 모두에서 유의하게

낮은 세포 생존능력을 보여주었다. 특히 Pullulan + NaF-PVA tape군은 전통적인

NaF-PVA tape군에 비해 절반 이하의 세포 생존능력을 보여주었다. 흥미롭게도

Pullulan + NaF-PVA tape군의 낮은 항균능력 결과로 인해 불소가 세포에 미치는

영향력이 떨어질 것으로 추정되었음에도 불구하고 풀루란을 첨가한 불소필름이 더

높은 세포 독성을 보여주었다.

풀루란은 α-(1->6) 연결의 규칙적인 독특한 연결 패턴으로 구조적 유연성을 갖기

때문에 다른 다당류에서는 나타나지 않는 뚜렷한 필름 및 섬유 형성 특성을 나타

내어 약물 전달, 유전자 전달, 혈장 확장기, 조직 공학, 상처 치유 및 구강 관리 제

품에 널리 사용되고 있다[13,36]. 약물의 전달 응용을 위해 가교된 풀루란 나노 입

자를 이용한 연구는 풀루란 나노 입자가 세포에 무독성이며 세포에 명확한 해를

끼치지 않는다고 보고하였으며 풀루란 자체의 비면역원성(non-immunogenic), 무독

성 그리고 돌연변이가 없는(non-mutagenic) 특성 때문에 풀루란은 표적화 약물에

사용 될 수 있다고 하였다[37,38]. 이 표적 효과로 인하여 항암제의 정상 세포에 대

한 독성까지도 감소시킬 수 있다고 밝혀졌다[39,40].

더하여 풀루란은 유익한 박테리아의 성장을 촉진하는 프리바이오틱(prebiotic)의

역할을 하며[13] 치아에 직접적으로 실험을 시행한 치수재생술에서 scaffold 역할로

풀루란을 첨가한 연구에서도 human dental pulp stem cells (hDPSC)을 사용한 세
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포 배양에서 세포 부착, 증식, 확산 모두에서 scaffold로서 긍정적인 효과를 보여주

었다[41].

풀루란 자체의 성분과 특성만을 보았을 때, 풀루란 층(layer)이 세포에 독성을 일

으켰다고 추정하기는 어렵다. 불소함유 접착필름과 풀루란 각각의 분석으로는 낮은

세포 생존능력을 확인하기 어려울 것으로 생각되며 이에 영향을 미치는 원인을 알

기 위해 풀루란과 불소함유 접착필름간의 상호작용에 대한 연구가 더 필요할 것으

로 생각된다.

MTT assay는 간편하면서 비교적 정확하게 세포 증식 및 사멸도 변화를 평가할

수 있으며 대량을 동시에 측정할 수 있다는 장점이 있다[42]. 하지만 비수용성인

formazan 용해를 위해 유기용매를 사용하여 녹이는 과정이 필요하다. 또한 media

를 제거하는 과정에서 세포가 손실될 위험이 있으며 한 세포의 생리적 상태나 세

포의 종에 따라서 활성 차이가 나타날 수 있다[43]. MTT asssay의 가장 큰 문제

점은 세포의 생존력에 대한 평가에서 세포의 생존과 괴사라는 이분법적인 판단만

이 가능하다는 점이다. 이러한 단점을 보완하고자 유전자 분석을 수행하였고 유전

자 분석을 통하여 세포의 괴사에 영향을 미치는 원인들과 불소함유 접착필름에 접

촉한 세포들의 상태를 다각화하여 관찰하고자 하였다.

불소함유 접착필름에 적용된 human gingival fibroblast (HGF)와 periodontal

ligament (PDL) 세포들을 RNA sequencing을 수행하여 DEGs를 찾아 분석하였다.

모든 유전자 분석은 일반적으로 행하여지는 이전의 유전자 실험들과 마찬가지로

fold 값을 2로 normalized data log값을 4이상으로 p값은 0.05 이하를 기준으로 하

였다[20,44].

RNA sequencing은 수 만개의 유전자를 포함하기 때문에 유전자를 하나씩 분석하

기보다 기능별로 그룹을 지어 분석을 하는 것이 용이하다. 이를 위해 많은 연구자

들이 gene ontology (GO)를 활용한다[45,46]. GO는 모든 종에 걸쳐 유전자 속성의

표현을 통합하기 위한 주요 생물 정보학 이니셔티브를 말한다. GO는 비슷한 기능
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의 유전자들을 묶어 놓은 그룹이라고 생각할 수 있다.

Gene caterogy chart를 통하여 어떤 종류의 GO의 유전자들이 상대적으로 많은

발현 변화가 있었는지 확인할 수 있었다(Fig 6.). 여러 가지 GO들 중에서 세포의

기능이 쇠퇴하거나 사멸하는 것과 연관이 있는 GO는 여러 종류가 있을 수 있다.

Aging, Apoptotic process, Cell death, Cell migration, DNA repair, Immune

response, Neurogenesis, Secretion GO의 유전자 발현 변화가 HGF, PDL 세포에서

NaF-PVA tape군과 pullulan + NaF-PVA tape군 모두에서 관찰되었다. GO들 중

에서 세포 독성과 가장 직관적으로 연관성이 높게 여겨지는 cell death GO의 유전

자들 중 유의하게 발현이 변화한 유전자들을 분석하였다.

Pullulan + NaF-PVA tape은 HGF 세포에서 GADD45A, GADD45B 그리고

PPP1R15A의 발현이 증가되었다. GADD45 A와 B는 DNA repair 그리고 세포의

정지(arrest)와 자멸사(apoptosis)에 관여한다. PPP1R15A 또한 GADD 그룹으로 세

포자멸사에 관여하는 성장 억제 및 DNA 손상 유도 단밸질로 알려져있다[47,48].

NaF-PVA tape군은 HGF 세포에서 발현이 유의하게 증가된 유전자는 MLKL,

NSG1 이었고, 감소된 유전자는 DFFB, CASP9, CASP8, MYD88였다. MLKL 유전

자는 세포사멸과정인 tumor necrosis factor (TNF) 유발 괴사 (induced

necroptosis)에서 중요한 역할을 한다[49]. NSG1 또한 DNA 손상에 대한 반응으로

세포 사멸을 유도한다[50]. 이러한 세포들의 발현이 증가하여 cell death에 관여하

였으나 세포 사멸동안 염색질 응축을 유발하는 DFFB 유전자와 역시나 세포사멸에

관여하는 caspase family인 CASP8,9 그리고 MYD88 같은 유전자들의 발현은 감소

되었다[51-54]. 이러한 결과는 풀루란이 포함된 불소함유 접착필름과의 차이를 보

여주었다.

PDL 세포에서는 HGF에서보다 cell death GO 유전자의 발현의 변화가 훨씬 많았

다. Pullulan + NaF-PVA tape에서 발현이 유의하게 변화된 유전자의 수는 61개였

다. NaF-PVA tape에서는 48개로 Pullulan + NaF-PVA tape보다 더 작은 변화된
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유전자의 수를 보여주었다.

이렇게 다양한 유전자들에서 발현의 변화가 관찰된 분석 결과에서 유전자의 숫자

만으로 세포 독성에 대해서 명확히 결론지을 수는 없다. 하지만 풀루란을 포함한

불소함유 접착필름에서 기존의 NaF-PVA tape보다 cell death GO와 연관된 많은

유전자의 변이가 일어났으며 이것이 세포의 생존력에 영향을 주는 원인임을 유추

할 수 있다. 이것은 MTT assay에서도 증명되었다(fig. 5).

벤다이어그램을 이용한 각 세포들의 3개의 그룹(control, NaF-PVA, pullulan +

NaF-PVA)의 DEGs를 비교한 결과 PDL세포들에서만 대조군과 비교한 불소함유

접착필름들간의 발현이 서로 반대되는 유전자들이 존재하였다(n=33). 이를 통해 불

소함유 접착필름의 종류에 따라 HGF 세포들보다 PDL 세포들에서 더 다양한 변이

가 발생할 수 있다고 해석할 수 있다.

DEGs 분석에서 모든 유전자들의 발현의 증가와 감소의 의미를 찾는 것은 많은

노력을 필요로 하고 뚜렷한 목적(target) 유전자가 있지 않는 이상 그 자체가 오히

려 전체 분석에서 오류가 발생할 수 있는 가능성이 있다. 따라서 유전자들의 key

pathway를 찾아서 분석하는 것이 더 효율적이다[20,55].

Gene set enrichment analysis (GSEA)는 Microarray 또는 RNA-seq. 자료를 이

용하여 대조군, 실험군에서 유의한 유전자 세트를 분석하는 프로그램이다. GSEA는

인간과 쥐의 유전자만 분석 가능하며 molecular signature database (MsigDB)에

있는 유전자 세트를 기반으로 분석한다[56]. Key pathway를 찾는 여러 가지 방법

들 중에서 본 연구에서는 Hallmark pathway 방법을 이용하였다[20].

Pullulan + NaF-PVA tape은 HGF 세포의 GSEA에서 key pathway로

TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB를 보여주었다. Nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB)는 염증반응과 면역체계

를 조절하고 세포괴사, 세포증식, 상피세포의 분화 등에 관여하는 단백질군(protein

familly)이다[57]. Tumor necrosis factor (TNF)-α는 몸에 지속적인 염증을 유도하
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며 류마티스 관절염과 같은 여러 가지 염증성 질환들과 연관되어 있다[58]. 이와

같은 내용으로 치은쪽에 플루란을 첨가한 불소필름이 접촉했을 때 두드러지게 나

타날 수 있는 세포학적 반응은 NF-κB를 경로로 따르는 TNF-α의 조절 과정이라

고 할 수 있다.

Pullulan + NaF-PVA tape은 HGF 세포에서 NF-κB를 통한 TNF-α에 영향을 미

치는 과정을 통해 필름이 치은과 접촉했을 때 염증반응을 일으킬 수 있다는 의심

이 가능하였다. 이 key pathway를 통하여 pullulan + NaF-PVA tape세포의 생존

률이 낮아진 이유가 필름에 의한 염증반응에 의한 결과임을 추정해 볼 수 있다.

앞서 이야기 했듯이 GSEA는 큰 세트에서 과발현 유전자의 기능적 프로파일을 식

별하고 세트의 유전자 간의 연관성을 확인하기 위해 수행되었다. 여러 개의 유전자

중에 이 Key pathway와 연관된 유전자를 하나씩 살펴볼 수 있었다. HGF 세포 실

험에서 pullulan + NaF-PVAtape 그룹은 총 15개의 유전자가 key pathway에 관여

하였다(Fig. 9). 이 유전자들 중 LDLR 유전자의 결핍은 혈장 콜레스테롤을 증가시

키고 동맥경화증 가능성을 높인다. LDLR이 높아지면 혈관 염증에 영향을 미친다

[59]. CXCL3는 종양 유전자, 대식세포 염증성 단백질-2-β라고 불리는 염증과 연관

된 유전자이다[60]. 이러한 15개의 유전자들의 발현의 변화에 의해서 TNF-α의 기

능이 증진되었다고 유추할 수 있다.

이와 대조적으로 HGF 세포의 전통적인 불소함유 접착필름과 대조군 그룹간의

GSEA에서는 어떠한 Hall mark key pathway도 나타나지 않았다. 즉 유전자 검사

를 통한 GSEA 분석에서도 MTT assay 결과를 뒷받침할 수 있는 값이 도출되었

다.

PDL 세포의 GSEA에서는 pullulan + NaF-PVA tape 그룹과 NaF-PVA tape 그

룹 뿐 아니라 두 그룹 모두에서 발현의 변이가 나타난 유전자들에서도 5개 이상의

key pathway가 도출되었다. 이 모든 GSEA의 key pathway는

TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB였다. NaF-PVA tape도 이 key pathway와 유의
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성이 아주 높았지만 pullulan + NaF-PVA tape에서 더 높은 유의성을 보여주었다.

이 연구에서 기존의 불소함유 접착필름의 접착력을 개선하기 위해 서로 다른 용

해 특성을 갖는 pullulan과 PVA를 접착시켜 개발된 이중(double layers) 접착필름

은 전통적인 불소함유 접착필름보다 더 낮은 항균효과와 높은 세포 독성을 보여주

었다. 앞으로 불소함유 접착필름의 효과와 안정성의 개선을 위해서 풀루란의 적용

방법을 개선하거나 풀루란을 대체하는 물질에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된

다. 또한 DEGs 분석을 통해 HGF 세포들보다 PDL 세포들이 모든 불소함유 접착

필름에 있어서 생체 안정성이 더 취약하다고 유추해 볼 수 있었다. 어린아이들에게

불소함유 접착필름을 사용했을 때 치주인대가 직접적으로 불소함유 접착필름에 접

촉될 경우는 아주 적을 것으로 생각되지만 비정상적인 저작력에 의해 치근이 노출

되거나 교정치료에 의해 치은퇴축이 발생한 경우, 외상으로 인하여 치주인대가 노

출된 경우, 또는 전신질환으로 인하여 치조골의 많은 흡수가 있는 아이들에서 불소

함유 접착필름을 적용할 때 이러한 점을 고려해야 할 것이다[61,62]. 더하여 치은과

의 접촉을 최소화 하기 위해 불소함유 접착필름의 크기에 대한 고려가 필요하며

사용자 개개인에 맞는 커스터마이즈화 한 불소함유 접착필름의 제작은 제품의 안

정성을 보완해줄 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 결 론

물리적인 특성을 증진시키고 점착성을 높이기 위해 풀루란을 첨가하여 생산한

이중(double layers) 불소함유 접착필름은 기존의 불소함유 접착필름에 비하여

Agar diffusion test와 FE-SEM, CLSM 실험에서 S. mutan에 더 낮은 항균효과를

보여주었다. 또한 풀루란을 첨가한 불소함유 접착필름은 상대적으로 MTT assay와

DEGs 분석에서 높은 세포독성을 보여주었다.

유전자 분석을 통해 불소함유 접착필름이 PDL, HGF 세포들에게 가장 큰 영향을

미치는 것은 NF-κB를 경로로 따르는 TNF-α의 조절 과정을 통한 염증 반응이었

다.
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