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ABSTRACT

Effects of Tetracycline-HCl on    MMP-1, MMP-8, MMP-13, and TIMP-1 level

in human periodontal ligament fibroblasts

                         Jong-Sung, Baek, D.D.S., M.S.D.

                         Advisor: Prof. Hyun-Sun Jang, D.D.S., Ph.D.

                         Department of Dentistry,

                        Graduate School of Chosun University

 The integrity of gingival connective tissues surrounding tooth may be influenced 

by a balance between maxtrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitor of 

matrix metalloproteinse (TIMP). The aim of this study was to analyse the level of 

MMPs such as MMP-1, MMP-8, and MMP-13 and TIMP-1 expressed by human 

periodontal ligament fibroblasts (hPDLF) via western blotting method.

 hPDLFs were obtained from a healthy periodontium and cultured in Dulbecco's 

modified Eagles's medium plus 10% fetal bone serum. The concentration of 

tertacycline-HCl (TC-HCl) application in hPDLF was 250 ㎎/㎖, 250 ㎎/5㎖ 250 

㎎/10㎖ and 250 ㎎/100㎖. TC-HCl was applied with hPDLFs for 1-min. a day 

over 5 days, respectively. The gene expression on the proenzyme forms and/or 

enzyme forms of MMP-1-, MMP-8-, MMP-1-TIMP-13-, and TIMP-1-mRNA in 

hPDLFd was analysed at 6-day after TC-HCl application via western blotting 

method. Within the limited experiments, author confirmed that TC-HCl 

application decreased mRNA induction for MMPs tested, except enzyme form of 

64kD of MMP-8 and increased for TIMP, in hPDLF, In case of negative control, 

active forms of MMPs (42kD MMP-1, 22kd MMP-8, 48 kd MMP-13) increased 

were more expressed than inactive form of MMPs. In future, more research will 

be needed in order to evaluate the roles of different active enzyme forms of 

MMPs according to TC-HCl application in hPDLF from a experimental 

standpoint. 



ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론

신체의 경조직중에서 외부에 유일하게 노출되어 있는 치아를 둘러싸고 있는 치주조직
의 결합조직내 세포외기질은 교원질,fibronectin,laminin,protoeoglycancoreprotein
등의 단백질로 구성되어 있다.이러한 기질은 생리적인 상태에서나 병적인 상태에서 효
소와 이의 활성제 및 억제제,cytokine과 성장인자 등이 세포와 세포,세포와 기질 사이
의 복잡한 상호작용을 통하여 조직은 재구성되고 있다.조직 재구성에 관련된 중요한
효소로서 matrix metallproteinases (MMPs)와 tissue inhibitorofmetalloproteinase
(TIMP)등이 있는데,활성화된 MMPs와 TIMPs사이의 균형에 의해 세포외기질의 개
조범위가 조절된다7,28).
vanderZee등27)은 치주질환의 진행에 있어서 파열이론을 제기하면서 MMP와 치은의
교원질 파괴에 연관되어 있다고 보고하였는데,질환 악화기 동안에 단핵구,대식구,그
리고 중성구와 같은 염증세포와 섬유아세포,상피세포,그리고 내피세포와 같은 조직내
고유의 거주세포에 의해 발현되는 MMP에 의해 치은조직의 파괴 (주로 교원질)가 발생
된다3,8).
MMP는 matrixin family에 속하며 주로 비활성형 효소로 분비되는 metal-binding
proteinase로,MMP의 구조적 및 기능적 특성에 따라 interstitialcollagenases
(MMP-1,-8,-13),gelatinases(MMP-2,-9,typeIV collagenase),stromelysin(MMP-
3,-10,-11),membrane-typecollagenases,그리고 matrilysins(MMP-7)등 적어도 5개
의 아종으로 분류되며, 중성에 가까운 pH에서 세포외기질을 파괴시킬 수 있다.이러한
MMP의 단백분해 활성은 내인성의 특이 억제제인 TIMP와 순환중인 억제제인 α

2-macroglobulin에 의해 조절되고 있다16,26).
치주영역에서 MMP와 TIMP유전자 발현에 관련된 연구를 살펴보면,Alpagot등2)은
치주염의 예측요소로서 MMP-3과 TIMP-1level을 치은열구액내에서 장기간에 걸쳐 평
가하였으며,Ingman등10)은 치주염환자의 타액과 치은열구액내에서 그리고 Pozo등19)은
치주염에 이환된 환자의 치은열구액내에서 치석제거술과 치면활택술을 시행한 후에
MMP와 TIMP유전자 발현 변화를,그리고 Tΰter등25)은 1단계 치주치료 후에 치은열
구액내에서 MMP-3발현은 감소되었으며,TIMP-1발현은 증가되면서 임상적으로 개
선됨을 보고하였다.최근 Emingil등7)은 여러 종류의 치주질환자의 치은열구액내에서
각각 채취된 TIMP-1유전자는 건강한 치은을 가지고 있는 사람의 것에 비해서 유의성
있게 높게 발현되었다고 보고하였다.또한,배양된 세포를 이용한 연구를 살펴보면,
Kut-Lasserre 등12)은 배양된 치은섬유아세포를 이용하여 아보카도와 콩의 추출물들이
MMP와 TIMP의 발현을 변화시킬 수 있다고 하였으며,Chang등4)은 치주인대섬유아세포에
서 여러 cytokines와 치주병인균에 의해 MMP 유전자 발현이 조절될 수 있음을,
Pattamapun 등18)은 배양된 치주인대섬유아세포에서 에 의해서



MMP-2유전자가 활성화될 수 있다고 보고하였다.
반면,Golub등9)은 치은조직내 MMP유전자의 공급원과 억제농도에 대해 보고하였는
데,성인형 치주염에 이환된 환자의 치은조직내 MMP는 주로 중성구에서 유리되며 치
은조직내 교원분해효소를 50% 감소시킬 수 있는 doxyclycline농도는 16내지 18μM이
며 인간의 치은섬유아세포의 배양액내에서의 50% 억제농도는 280μM이라고 하였다.
치주질환의 특징은 구강내에 존재하는 많은 국소인자들에 의해 치주부착소실과 치조골
소실을 초래할 수 있는 염증이 나타나는 것인데 주로 치태세균에 의해 시작된다.이러
한 치주질환을 치료하기 위해서는 치주조직에 대한 자극원으로서 치근면에 부착된 치태
세균과 이의 부산물을 철저하게 제거하는 것이 치료의 성공을 위한 필수적인 요소가 되
어 이에 대한 방법으로서 치근면활택술과 Tetracycline-HCl(TC-HCl)을 이용한 치근면
처치가 임상에서 흔하게 사용되고 있다.TC-HCl은 여러 치주병인균을 포함하여 수많은
그람 양성 및 음성 세균에 대한 항균작용11,23),항염증작용,골형성 작용,치근면에 대한
섬유아세포의 부착증진 등의 효능 그리고 항교원질분해 효과22)가 있다고 보고되었다.
이와같이 세포외기질의 유전자 발현에 관련되어 보고된 연구의 대부분은 타액,치은열구내
에서 치주치료 전,후의 변화에 대한 것이었다.이 연구의 1차적인 목적은 배양된 사람의 치
주인대섬유아세포 (humanperiodontalligamentfibroblasts,hPDLs)를 이용하여 실제
임상에서 치주질환을 치료할 때 사용되는 TC-HCl농도에 따른 MMP-1,MMP-8,
MMP-13,및 TIMP-1유전자 발현을 평가하는 것이고,부가적으로 활성형과 비활성형
효소를 구분하여 분석하는 것이다.



ⅡⅡⅡ...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...사사사람람람의의의 치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유아아아세세세포포포(((hhhuuummmaaannnpppeeerrriiiooodddooonnntttaaalllllliiigggaaammmeeennntttfffiiibbbrrrooobbblllaaassstttsss,,,hhhPPPDDDLLLFFF)))
배배배양양양
00대학교 치과병원 치주과에 내원한 환자 중 교정치료를 위하여 발거된 제 1소구치의
치근중앙 ⅓에서 얻은 조직들을 무균 작업대에서 항생제가 함유된 Hank'sbalanced
saltsolution(HBSS,GibcoBRL,GrandIsland,NY)으로 수회 세척한 후 해부 현미경
하에서 1～2㎜의 크기로 절단하고 기존의 방법대로 배양하였다.간단히 기술하면,절단
된 조직단편들을 60㎜ 세포 배양기에 위치시킨 후 조직의 이동을 방지하기 위하여 슬
라이드 글라스를 조직위에 올려놓고 10% DMEM (GibcoBRL,GrandIsland,NY)을
이용하여 5% CO2,37℃,100% 습도 조건에서 배양하였다.배지는 2일 간격으로 교체하
고 세포가 증식함에 따라 계대 배양한 세포를 각각 실험에 이용하였다.

222...hhhPPPDDDLLLFFF에에에 TTTCCC---HHHCCClll과과과 레레레이이이저저저를를를 조조조사사사한한한 후후후 단단단백백백질질질 추추추출출출
60㎜ 배양접시에서 계대 배양된 hPDLF를 2x104cells/dish의 농도로 분주하여 80～
90%로 밀생될 때까지 배양시킨 후 TC-HCl를 다음과 같이 적용하였다.TC-HCl적용
군은 250㎎/㎖,250㎎/5㎖,250㎎/10㎖,그리고 250㎎/100㎖의 농도로 1분씩 5일간
처리하였다.적용한 후에는 PBS로 세척하고 10% FBS가 함유된 DMEM (GibcoBRL,
GrandIsland,NY)을 넣어 배양하였고 24시간 간격으로 5일간 반복 시행하였다.6일째
배양된 세포로부터 단백질 lysisbuffer(LP-40,leupeptin,aprotinin,AEBSF)를 이용하
여 단백질을 추출하였다.

333...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg방방방법법법에에에 의의의한한한 MMMMMMPPP---111,,,MMMMMMPPP---888,,,MMMMMMPPP---111333,,,TTTIIIMMMPPP---111의의의 분분분석석석
추출한 단백질을 정량하여 30㎍/㎕를 7.5% SDS-polyacrylamidegel을 이용하여 전기
영동한 후 nitrocellulosemembranes에 transfer한다.nitrocellulosemembranes을 5%
blockingreagent로 1시간 정도 처리한 후에 0.05% Tween20/PBS(PBS-T)로 세척한
다.Primaryantibody를 1:1000농도로 nitrocellulosemembranes에 결합시킨 다음 세척
한 후 secondaryantibody를 1:2000농도로 결합시켜 세척한다.세척한 ECL reagent
(Amersham Pharmacia)를 이용하여 단백질의 band를 확인한다. 얻어진 band는
densitometry를 이용하여 정량하였다.



ⅢⅢⅢⅢ. . . . 연구결과 연구결과 연구결과 연구결과 

 배양된 hPDLF에 TC-HCl을 적용한 후 MMP-1, MMP-8, MMP-13, 그리고 TIMP-1 

유전자 발현을 평가하였는데, MMPs 유전자는 TC-HCl 적용군에서 대조군에 비해 적

용된 농도에 무관하게 모두 감소되어 발현되었으며, TIMP-1 유전자는 증가되어 발현

되었다. 

1. 1. 1. 1. MMP-1 MMP-1 MMP-1 MMP-1 

  음성대조군에 비해 MMP-1 유전자의 비활성형 (53/51kD)과 활성형 (47/42kD) 모두 

TC-HCl을 처리한 실험군의 경우 낮게 발현되었다.

                    Con.       1        2        3        4    
 pro-MMP-1    ⊏⊏⊏⊏        ⊐⊐⊐⊐53/51kDa
 Active MMP-1 ⊏⊏⊏⊏        ⊐⊐⊐⊐47/42kDa

                  
Fig. 1. Western blots of the MMP-1 in hPDLF. Negative control, 1: TC-HCl 250 

㎎/㎖, 2: TC-HCl 250 ㎎/5㎖, 3: TC-HCl 250 ㎎/10㎖, 4: TC-HCl 250 ㎎/100㎖.
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2. 2. 2. 2. MMP-8MMP-8MMP-8MMP-8

  MMP-8 유전자의 비활성형 (85kD)과 활성형 (58, 22kD)은 음성대조군에 비해 

TC-HCl을 처리한 실험군에서는 낮게 발현 발현되었으나, 64kd의 활성형의 MMP-8 

유전자는 높게 발현되었다.

                   
                    Con.       1        2        3         4      
  pro-MMP-8  ─ ─ 85kDa
  Active form ⊏⊏⊏⊏    ⊐⊐⊐⊐    64/58kDa         
            
      

─ ─ 22kDa    

 
Fig. 2. Western blots of the MMP-8 in hPDLF. Negative control, 1: TC-HCl 250 ㎎/

㎖, 2: TC-HCl 250 ㎎/5㎖, 3: TC-HCl 250 ㎎/10㎖, 4: TC-HCl 250 ㎎/100㎖.
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3. 3. 3. 3. MMP-13MMP-13MMP-13MMP-13

 MMP-13 유전자는 TC-HCl을 처리한 모든 실험군에서 음성대조군에 비해 낮게 발현

발현되었다.

                        Con.     1        2       3       4     
      pro-MMP-13 ─ ─60kD
      Active form  ─   ─48kD

      

Fig. 3. Western blots of the MMP-8 in hPDLF. Con.:  Negative control, 1: TC-HCl 

250 ㎎/㎖, 2: TC-HCl 250 ㎎/5㎖, 3: TC-HCl 250 ㎎/10㎖, 4: TC-HCl 250 ㎎/100㎖.

4. 4. 4. 4. TIMP-1TIMP-1TIMP-1TIMP-1

  TIMP-1 유전자는 다른 단백질에 비해 다량으로 발현되었다. TIMP-1 유전자는 음성

대조군에 비해 TC-HCl을 처리한 실험군에서 높게 발현되었다.

                 Con.      1        2         3        4      
     TIMP-1 →→→→         29kDa

 Fig. 4. Western blots of the TIMP-1 in hPDLF. Negative control, 1: TC-HCl 250 

㎎/㎖, 2: TC-HCl 250 ㎎/5㎖, 3: TC-HCl 250 ㎎/10㎖, 4: TC-HCl 250 ㎎/100㎖.
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ⅣⅣⅣⅣ    총괄 총괄 총괄 총괄 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

 세포외기질은 결합조직의 생리적인 성질에 관여하는 복잡하며 통합된 체계로 되어 있

는데, 치아맹출과 같은 생리적인 과정과 치주염이 진행되는 동안 세포외기질의 병리적

인 파괴는 Domeij 등
5)
과 Seguier 등

21)
이 보고한 것처럼 활성화된 MMP 유전자와 이를 

억제하는 TIMP 유전자의 생성과 파괴의 불균형에 의해 야기될 수 있다. 최근, Ejeil 등

6)
도 건강한 치은조직과 질환에 이환된 치은조직에서 MMP와 TIMP 유전자 발현에 대

해 연구하였는데 MMP-1, MMP-2, MMP-9, 그리고 MMP-13이 치은세포외기질 변성

에 관련되어 있다고 보고하면서 이런 효소들과 교원질 소실사이에 상관관계가 있음을 

보고하였다. 또한, 여러 종류의 치주질환에 따른 MMP 유전자 발현이 다르다고 보고되

었다. 즉 성인형 치주염에서는 중성구에서 유래된 MMP-8 유전자가 주로 관련되고

14,20)
, 국소 유년형 치주염에서는 섬유아세포, 대식세포, 상피세포에서 유래된 MMP-1 

유전자가 주로 관련된다고 보고되었는데
1,15) 

성인형 치주염에서는 MMP-8이 높게 나타

난 반면, 국소유년형 치주염에서는 MMP-1이 높게 나타난다고 보고되었다13,20,24)
.  

 이 연구에서는 배양된 hPDLs를 이용하여 실제 임상에서 치주질환을 치료할 때 사용되

는 TC-HCl 농도에 따른 MMP-1, MMP-8, MMP-13, 및 TIMP-1 유전자 발현을 평

가하였고 활성형과 비활성형 효소를 구분하여 분석하였다. 

 이 연구에서 hPDLF에 TC-HCl을 적용했을 때 세포외기질의 유전자 발현은 기존의 

연구결과와 일치함을 알 수 있었다. 즉, Golub 등
9)
은 doxycycline을 성인형 치주염환

자에 투여하였을 때 MMPs에 의한 조직파괴활성이 억제될 수 있음을, 그리고 Sorsa 등

24)
은 치은, 치은열구액에서 MMP-8, MMP-9 유전자는 doxycycline과 chemically 

modified non-antimicrobial tetracyclines에 의해 억제될 수 있다고 보고하였는데, 이 

연구에서도 MMP 유전자는 64Kd의 활성형의 MMP-8 유전자를 제외하고는 모두 감소

되었다.  MMP-1 유전자 발현에 있어서 음성대조군의 경우, 42Kd의 활성형의 MMP-1 

유전자가 가장 많이 발현되었으며, TC-HCl를 적용했을 때의 유전자 발현은 적용된 농

도에 관계없이 모든 농도에서 감소되었는데, 특히 비활성형에 비해서 활성형의 MMP-1 

유전자가 더 많은 감소되었다. MMP-8 유전자 발현에 있어서 음성대조군의 경우, 

64Kd의 활성형의 MMP-8 유전자가 가장 적게 발현되었으며, TC-HCl를 적용했을 때

의 유전자 발현은 적용된 농도에 관계없이 모든 농도에서 감소되었는데, 특히 64Kd의 

활성형의 MMP-8 유전자는 2배 정도 증가 되었다. MMP-13 유전자 발현에 있어서 음

성대조군에 비해 TC-HCl를 적용했을 때의 유전자 발현은 적용된 농도에 관계없이 모

든 농도에서 감소되었다. TIMP-1 유전자 발현에 있어서 음성대조군에 비해 TC-HCl를 

적용했을 때의 유전자 발현은 증가되었는데, 특히 치주치료시 치근면 처치시에 이용되

는 농도 (250 ㎎/5㎖)를 적용했을 때는 유전자가 2배 그리고 저농도 (250 ㎎/10㎖)를 

적용했을 때는 2.5배 정도 높게 발현됨을 알 수 있었다. 



 이 연구에서 음성대조군의 경우, 비활성형의 MMPs에 비하여 활성형의 MMPs (42kD 

MMP-1, 22kd MMP-8, 48 kd MMP-13)가 더 많이 발현되었다. MMPs는 주로 비활

성형 효소로 분비되며 세포외에서 또는 serine proteinases나 다른 MMPs에 의해 세포

막에 인접하여 활성화된다는 보고
17)

와,  Domeij 등
5)
이 IL-1β와 Ca이 배양된 치은섬유

아세포에서 MMP-1과 TIMP-1 발현에 서로 다르게 영향을 준다고 보고한 것을 토대로 

이 연구결과와 차이점에 대한 연구로서 향후에는 염증조건하에서 배양된 hPDLFs의 

MMPs와 TIMP 유전자 발현기전에 관한 연구가 필요하리라 생각된다. 

 이 제한된 연구결과, TC-HCl은  MMPs 유전자 발현을 감소시키고 TIMP 유전자 발

현을 증가시킨다는 기존의 연구결과를 확인할 수 있었는데, 향후에는 배양된 치주인대

섬유아세포에 있어서 TC-HCl에 의한 MMPs의 활성형과 비활성형의 역할에 대한 연구

가 필요하리라 생각된다.



ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론

 이 연구는 치주질환에 이환된 치근면에 대한 처치방법으로서 임상에서 사용되고 있는 

TC-HCl을 배양된 치주인대섬유아세포에서 적용시킨 후 MMP-1, MMP-8, MMP-13, 

및 TIMP-1 유전자 발현에 끼치는 효과를 평가하고자 시행되었다.

 치주인대섬유아세포는 00대학교 치과병원 치주과에 내원한 환자 중 교정치료를 위하

여 발거된 제 1소구치를 이용하였다. 발거된 치아의 치근중앙 ⅓에서 얻은 조직들을 

1～2 ㎜의 크기로 절단하고  10% DMEM (Gibco BRL, Grand Island, NY)을 이용하

여 5% CO2, 37℃, 100% 습도 조건에서 배양하였다. 배지는 2일 간격으로 교체하고 

세포가 증식함에 따라 계대 배양한 세포를 각각 실험에 이용하였다. 60 ㎜ 배양접시에

서 계대 배양된 치주인대섬유아세포를 2x10
4
cells/dish의 농도로 분주하여 80～90%로 

밀생될 때까지 배양시킨 후 음성대조군은 TC-HCl을 적용하지 않은 군으로 하였고, 실

험군으로서  TC-HCl 적용군은 250 ㎎/㎖, 250 ㎎/5㎖, 250 ㎎/10㎖, 및 250 ㎎/100

㎖의 농도로 1분씩 5일간 처리하였다. 적용한 후에는 PBS로 세척하고 10% FBS가 함

유된 DMEM을 넣어 배양하였고 24시간 간격으로 5일간 반복 시행하였다. 6일째 배양

된 세포로부터 단백질 lysis buffer를 이용하여 단백질을 추출하였다. 추출한 단백질을 

정량하여 Western blotting 방법에 의한 MMP-1, MMP-8, MMP-13, 및 TIMP-1 유

전자발현을 분석하였다. 

Western blotting을 통한 실험 결과, 음성대조군에 비해 TC-HCl을 처리한 실험군에

서  64Kd의 활성형의 MMP-8 유전자를 제외하고 모든 군에서 유전자 발현이 감소되

는 결과를, 그리고 TIMP-1유전자 발현은 증가되는 양상을 관찰하였다. 그리고, 음성대

조군의 경우 비활성형의 MMPs에 비하여 활성형의 MMPs (42kD MMP-1, 22kd 

MMP-8, 48 kd MMP-13)가  더 많이 발현되었다. 이 제한된 연구결과, TC-HCl은  

배양된 치주인대섬유아세포에 있어서, MMPs 유전자발현을 감소시키고 TIMP 유전자 

발현을 증가시킨다는 기존의 연구결과를 확인할 수 있었으나, 향후에는 TC-HCl 농도

에 따른 활성형의 MMPs의 역할에 대한 연구가 필요하리라 생각된다.
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6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 의한 권리 침

해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음.

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 저작물의 전송․출력

을 허락함.

200 년  12 월   일

저작자： 백 종 성 (서명 또는 인)

조선대학교 총장 귀하
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