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ABSTRACT

Effectoftetracycline-HClonmatrixmetalloproteinase(MMP-1,MMP-8,MMP-13)
andtissueinhibitorsofmatrixmetalloproteinase(TIMP-1)expressionbyhuman

periodontalligamentfibroblastsinculture

Myung-Jun,Kim,D.D.S.,M.S.D.
Advisor:Prof.Byung-Ock,Kim,D.D.S.,Ph.D.
DepartmentofDentistry,
GraduateSchoolofChosunUniversity

ThepurposeofthisstudywastoevaluatethelevelofMMPssuchasMMP-1,
MMP-8,and MMP-13 and TIMP-1 expressed by human periodontalligament
fibroblasts(hPDLs)viawesternblottingmethod.
hPDLs were obtained from a healthy periodontium and cultured in Dulbecco's
modified Eagles's medium plus 10% fetalbone serum.The concentration of
tertacycline-HCl(TC-HCl)applicationinhPDLswas 250㎎/5㎖, 250㎎/100㎖, 250

㎎/1,000㎖, 25㎎/3,000㎖, 250㎎/5,000㎖, 250㎎/7,000㎖, 250㎎/9,000㎖, and 250

㎎/10,000㎖. TC-HClwasapplied with hPDLs for1-min.a day over5 days,
respectively.Thegeneexpressionontheproenzymeformsand/orenzymeformsof
MMP-1-,MMP-8-,MMP-13-,and TIMP-1-mRNA in hPDLswas analysed at
6-day afterTC-HClapplication viawestern blotting method.Within thelimited
experiments,thepresentdatashowedthatboth the protein expression of MMPs 

(especially MMP-13) and TIMP-1 was increased after 250㎎/5㎖ of TC-HCl
applicationinhPDLs.Infuture,moreresearchwillbeneededtoevaluatetheeffect
ofincreasedMMPsandTIMP-1onperiodontalcells



ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론

치주조직의 결합조직을 구성하고 있는 세포외기질은 교원질,fibronectin,laminin,
proteoglycancoreprotein등의 단백질로 되어 있는데,이 기질은 생리적 또는 병리적인
상황에서 효소와 이의 활성제 및 억제제,cytokine그리고 성장인자 등이 세포와 세포,
그리고 세포와 기질 사이의 복잡한 상호작용에 관여하여 재구성되고 있다.조직 재구성
에 관련된 효소로는 matrix metalloproteinases (MMP)와 tissue inhibitor of
metalloproteinase(TIMP)등이 있는데,활성화된 MMP와 TIMP사이의 균형에 의해
세포외기질의 개조범위가 조절된다1,2)

.

MMP는 matrixin family에 속하며 주로 비활성형 효소로 분비되는 metal-binding
proteinase로,MMP의 구조적 및 기능적 특성에 따라 interstitialcollagenases(MMPs
-1,-8,-13),gelatinases(MMPs-2,-9,typeIV collagenase),stromelysin(MMPs-
3,-10,-11,-19),membrane-typecollagenases(MMPs-14,-15,-16,-17,-24,-25),
그리고 matrilysins(MMP-7)등 적어도 5개의 아종으로 분류되며,중성에 가까운 pH에
서 세포외기질을 파괴시킬 수 있다3).이러한 MMP의 단백분해 활성은 내인성의 특이
억제제인 TIMP와 순환중인 억제제인 α2-macroglobulin에 의해 조절되고 있다4,5).
치주질환의 진행에 있어서 vanderZee등5)은 파열이론을 통해서 MMP가 악화기 동
안에 염증세포 (단핵구,대식구,그리고 중성구 등)와 조직내 고유의 거주세포 (섬유아
세포,상피세포,그리고 내피세포 등)에 의해 발현되는 MMP에 의해 치은조직의 파괴
(주로 교원질)가 발생된다고 하였다.
치주영역에서 MMP와 TIMP유전자 발현에 관련된 임상적 연구를 살펴보면,Alpagot

등7)은 치은열구액내에서 MMP-3과 TIMP-1level을 치주염의 예측요소로서 평가하였으
며,Pozo등8)은 치주염에 이환된 환자의 치은열구액내에서 치석제거술과 치면활택술을
시행한 후에 MMP와 TIMP유전자 발현 변화를,그리고 Tΰter등9)은 치주치료 후에 치
은열구액내에서 MMP-3와 TIMP-1의 유전자 발현 변화를 보고하였는데,일반적으로
염증이 존재하였을 때는 MMP유전자 발현이 증가되었으며 치료가 끝난 뒤에는 TIMP
유전자 발현이 증가되었다.배양된 세포를 이용한 연구를 살펴보면,Kut-Lasserre등10)

은 배양된 치은섬유모세포를 이용하여 아보카도와 콩의 추출물들이 MMP와 TIMP의
발현을 변화시킬 수 있다고 하였고,Nishikawa등11)은 hPDLs에서 TNF-α가 MMP-1,
MMP-3,MMP-13mRNA 수준을 증가시킨다고 하였으며,그리고 Chang등12)은 PDLs
에서 여러 cytokines와 치주병인균에 의해 MMP유전자 발현이 조절될 수 있음을 보고
하였다.
치주질환은 구강내에 존재하는 생체피막과 숙주의 상호작용의 결과로서 치주부착기구
의 소실과 치조골 소실이 나타나는 것이 특징인데,이러한 질환을 예방 또는 치료하기
위해서 치주조직에 대한 자극원으로서 치근면에 부착된 세균과 이의 부산물을 철저하게



제거 또는 감소시키는 것이 성공적인 치료의 필수적인 요인이라고 알려져 있다.이에
대한 방법으로서 치근면활택술과 TC-HCl을 비롯한 여러 약제를 이용한 치근면 처치가
임상에서 흔하게 사용되고 있다.경구투여된 다른 항생제와 TC-HCl을 치은열구액내에
서 그 양을 비교하였을 때 TC-HCl이 치은열구액에서 비교적 높은 농도로 검출되며 여
러 치주병인균을 포함하여 수많은 그람 양성 및 음성 세균에 대한 항균작용,항염증작
용,골형성 작용,치근면에 대한 섬유모세포의 부착증진 효과 그리고 항교원질분해 효과
가 있다고 보고되었다13,14,15).
이 연구의 목적은 hPDLs에 임상에서 사용되고 있는 염산 테트라싸이클린 (TC-HCl)
을 투여한 후 조직의 재구성과 관련된 효소인 MMP-1 (collagenase-1),MMP-8
(collagenase-2, neutrophil type), 그리고 MMP-13 (collagenase-3, bone cell
collagenase),그리고 TIMP-1의 단백질 발현양상을 westernblotting방법에 의해 규명
하는 것이다.



ⅡⅡⅡ...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...사사사람람람의의의 치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포(((hhhuuummmaaannnpppeeerrriiiooodddooonnntttaaalllllliiigggaaammmeeennntttfffiiibbbrrrooobbblllaaassstttsss,,,hhhPPPDDDLLLFFFsss)))
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 세척하고,해부 현미경
하에서 1～2㎜3의 크기로 절단하고 절단된 조직편들을 60㎜ 세포 배양접시에 위치시
킨 후 조직의 이동을 방지하기 위하여 슬라이드 글라스를 조직위에 올려놓고 항온 세포
배양기에서 2주 동안 일차 배양하였다.배지는 2일 간격으로 교체하고 세포가 증식함에
따라 증식한 세포를 10% DMEM (GibcoBRL,GrandIsland,NY)을 이용하여 5% CO2,
37℃,100% 습도 조건에서 배양하여 각각 실험에 이용하였다.

222...세세세포포포 생생생존존존율율율 측측측정정정

5회 계대 배양된 치주인대섬유모세포를 0.25% trypsin/EDTA로 떼어낸 후,혈구계수
기로 세포수를 세어 96wellplate의 각 well당 2x104개의 세포가 들어가도록 분주하였
다.세포들이 부착할 수 있도록 5% CO2,37℃,100% 습도의 배양기에 배양한 다음 부
착되지 않은 세포를 제거하기 위하여 1일 후에 배지를 교환하였다.실험계획에 따른
TC-HCL의 농도(250mg/1ml, 250mg/5ml, 250mg/10ml, 250mg/100ml, 250mg/250ml,
250mg/500ml,250mg/1000ml,250mg/1500ml,250mg/2000ml,250mg/3000ml,250mg/4000ml
250mg/5000ml, 250mg/6000ml, 250mg/7000ml, 250mg/8000ml, 250mg/9000ml,
250mg/10000m)로 각각 1분씩 2일간 처리한 후 각 well당 20ulMTT labelingreagent
(RocheMolecularBiochemicals,Mannheim,Germany)을 첨가하여 5% CO2,37℃ 배양
기 내에서 3시간 배양한 후,배지를 제거하고 solubilizationsolution120ul를 첨가하여
formazan 결정을 용해시킨 후 ELISA 분석기(Bio-Tek instruments Inc.USA)로
595nm에서 흡광도를 측정하였다.대조군으로는 10% FBS가 함유된 DMEM과 식염수를
이용하였다.각각의 실험은 3회 반복하여 TC-HCl의 실험농도에 따른 생존율을 분석하
였고 이에 따라 westernblot을 시행할 농도를 결정하였다.

333...hhhPPPDDDLLLFFFsss에에에 TTTCCC---HHHCCClll를를를 적적적용용용한한한 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 250mg/5ml, 250mg/100ml, 250mg/1000ml, 250mg/3000ml, 250mg/5000ml,
250mg/7000ml,250mg/9000ml그리고 250mg/10000m의 농도로 1분씩 5일간 처리하였다.
적용한 후에는 PBS로 세척하고 10% FBS가 함유된 DMEM (Gibco BRL,Grand
Island,NY)을 넣어 항온항습배양기에 배양하였고 24시간 간격으로 동일한 처리를 5일
간 반복 시행하였다.6일째 배양된 세포로부터 단백질 lysisbuffer(NP-40,leupeptin,
aprotinin,AEBSF)를 이용하여 단백질을 추출하여 실험에 사용하였다.

444...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg방방방법법법에에에 의의의한한한 MMMMMMPPP---111,,,MMMMMMPPP---888,,,MMMMMMPPP---111333및및및 TTTIIIMMMPPP---111분분분석석석

추출한 단백질을 정량하여 각 30㎍/㎕를 12% SDS-polyacrylamidegel을 이용하여
전기영동한 후 nitrocellulose membranes에 transfer하였다. 그리고, nitrocellulose
membranes을 5% blocking reagent(non-fat milk)로 1시간 정도 처리하고 0.05%
Tween20/PBS(PBS-T)로 세척한 다음,primaryantibody(CEDARLANE,CANADA)
를 1:1000농도로 nitrocellulosemembranes에 2시간 동안 결합시킨 후에 PBS-T로 3회
10분씩 세척하였다.그 후 secondaryantibody(SIGMA,USA)를 1:2000농도로 1시간
동안 결합시켜 PBS-T로 세척하였다.세척한 transfer membrane은 ECL reagent
(Amersham Pharmacia)를 이용하여 단백질 band를 확인하였다. 얻어진 band는
densitometry를 이용하여 정량화하였다.



ⅢⅢⅢ...연연연구구구결결결과과과

이이이 연구에 사용된 다양한 TC-HCl의 농도에서 hPDLFs에 대한 세포증식효과를 평가
한 결과 대조군에 비하여 TC-HCl을 2일 처리한 결과 250mg/3000ml에서 대조군에 비
해 세포성장률이 약간 증가하였을 뿐 전 농도에서 세포증식을 억제하는 결과를 보였다
(Fig.1).
배양된 hPDLFs에 TC-HCl을 각 농도별로 적용한 후 MMP-1,MMP-8,MMP-13,그

리고 TIMP-1발현을 평가하였는데,MMPs단백질 발현은 250mg/5mlTC-HCl적용군
에서 대조군에 비해 높은 발현양상을 보였는데,특히 비활성형의 MMP-13(63kD)의 경
우는 약 37배 정도 발현이 증가됨을 나타냈다.적용된 다른 TC-HCl농도에서는 약간의
증감을 보였을 뿐 변화를 나타내지 않았다.또한,TIMP-1 단백질 발현은 역시
250mg/5ml의 농도에서 5배정도 증가되어 발현되었다(Fig.2,3,4,5).

111...농농농도도도별별별 TTTCCC---HHHCCClll처처처리리리군군군에에에서서서의의의 hhhPPPDDDLLLFFFsss에에에 대대대한한한 세세세포포포증증증식식식 효효효과과과 (((생생생존존존율율율)))

MTT assay
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Fig.1 MTT assay ofhuman periodontalligamentfibroblasts treated with various
concentrationTC-HCL.



Fig.2PhasecontrastmicrographsofhPDLFs. Con:Negativecontrol,1:TC-HCl250㎎
/5㎖ treatedgroup,2:TC-HCl250mg/100mltreatedgroup,3:TC-HCl250mg/1000ml
treatedgroup,4:TC-HCl250mg/3000ml,treatedgroup,5:TC-HCl250mg/5000mltreated
group,6:TC-HCl250mg/7000mltreated group,7:TC-HCl250mg/9000mltreated group
8:TC-HCl 250mg/10000m treatedgroup.

222...MMMMMMPPP---111

음성대조군에 비해 MMP-1의 비활성형 (53kD)과 활성형 (47kD)모두 250㎎/5㎖
TC-HCl을 처리한 실험군의 경우 높게 발현되었고 나머지 처리군에서는 음성대조군과
비교하여 비슷한 발현양상을 보였다.



A
                    Con.  1    2    3   4   5   6   7   8  
      ββββ-actin  ─ ─42kDa 
    pro-MMP-1 ─   ─53kDa
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Fig.3WesternblottingassayoftheexpressionofMMP-1proteininthehPDLFs.(A)
RepresentativeexpressionofMMP-1protein,asdeterminedbyWesternblotanalysis.
(B)Quantitativeanalysisoftheexpression oftheprotein forMMP-1,analyzed by
scanning densitometry.Values are means MMP-1/β-actin.Con:Negative control,1:
TC-HCl250㎎/5㎖ treatedgroup,2:TC-HCl250mg/100mltreatedgroup,3:TC-HCl
250mg/1000ml treated group,4: TC-HCl 250mg/3000ml, treated group,5:TC-HCl
250mg/5000ml treated group, 6:TC-HCl 250mg/7000ml treated group, 7:TC-HCl
250mg/9000mltreatedgroup8:TC-HCl 250mg/10000m treatedgroup.



222...MMMMMMPPP---888

MMP-8의 비활성형 (85KD)은 250mg/5mlTC-HCl을 처리한 실험군의 경우 음성대
조군과 다른 농도의 TC-HCl처리군에 비해 약 2배정도 높은 발현양상을 보였고,활성
형 (64,58,22KD)은 음성대조군에 비해 TC-HCl을 처리한 모든 실험군에서는 높게 발
현 발현되었다.
  A            
                 Con.  1    2    3   4   5   6   7   8  
   ββββ-actin  ─ ─42kDa   
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Fig.4.WesternblottingassayoftheexpressionofMMP-8proteininthehPDLFs.(A)
RepresentativeexpressionofMMP-8protein,asdeterminedbyWesternblotanalysis.
(B)Quantitativeanalysisoftheexpression oftheprotein forMMP-8,analyzed by
scanning densitometry.Values are means MMP-8/β-actin.Con:Negative control,1:



TC-HCl250㎎/5㎖ treatedgroup,2:TC-HCl250mg/100mltreatedgroup,3:TC-HCl
250mg/1000ml treated group,4: TC-HCl 250mg/3000ml, treated group,5:TC-HCl
250mg/5000ml treated group, 6:TC-HCl 250mg/7000ml treated group, 7:TC-HCl
250mg/9000mltreatedgroup8:TC-HCl250mg/10000m treatedgroup.

333...MMMMMMPPP---111333

MMP-13은 250㎎/5㎖ 농도로 TC-HCl을 처리한 실험군에서 음성대조군에 비해 약
37배 정도 높게 발현되었고 250mg/100ml농도의 TC-HCl을 처리한 실험군에서도 음성
대조군에 비해 약 10배정도의 높게 발현되었으며,다른 농도의 TC-HCl처리군에서는
음성대조군과 그 발현양상이 유사하였다.

    A                 Con.  1    2    3   4   5    6   7   8  
      ββββ-actin  ─ ─ 42kDa
    
    pro-MMP-13  ─ ─63kD

    Active form  ─   ─48kD
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Fig.5.WesternblottingassayoftheexpressionofMMP-13proteininthehPDLFs.(A)
RepresentativeexpressionofMMP-13protein,asdeterminedbyWesternblotanalysis.



(B)Quantitativeanalysisoftheexpression oftheprotein forMMP-13,analyzedby
scanning densitometry.Values are means MMP-13/β-actin.Con:Negative control,1:
TC-HCl250㎎/5㎖ treatedgroup,2:TC-HCl250mg/100mltreatedgroup,3:TC-HCl
250mg/1000ml treated group,4: TC-HCl 250mg/3000ml, treated group,5:TC-HCl
250mg/5000ml treated group, 6:TC-HCl 250mg/7000ml treated group, 7:TC-HCl
250mg/9000mltreatedgroup8:TC-HCl 250mg/10000m treatedgroup.

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

TIMP-1은 음성대조군에 비해 250㎎/5㎖ 농도로 TC-HCl을 처리한 실험군에서 5배
정도 높게 발현되었고 다른 농도 처리군에서는 음성대조군에 비해 농도 의존적으로 감
소하는 경향을 보였다.

    A              Con.  1    2    3   4    5   6   7   8    
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Fig.6.WesternblottingassayoftheexpressionofTIMP-1proteininthehPDLFs.(A)
RepresentativeexpressionofTIMP-1protein,asdeterminedbyWesternblotanalysis.
(B)Quantitativeanalysisoftheexpression oftheprotein forTIMP-1,analyzed by
scanning densitometry.Values are means TIMP-1/β-actin.Con:Negative control,1:



TC-HCl250㎎/5㎖ treatedgroup,2:TC-HCl250mg/100mltreatedgroup,3:TC-HCl
250mg/1000ml treated group,4: TC-HCl 250mg/3000ml, treated group,5:TC-HCl
250mg/5000ml treated group, 6:TC-HCl 250mg/7000ml treated group, 7:TC-HCl
250mg/9000mltreatedgroup8:TC-HCl 250mg/10000m treatedgroup.

ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고찰찰찰

세포외기질은 결합조직의 생리적인 성질에 관여하는 복잡하며 통합된 체계로 되어 있
는데,치아맹출과 같은 생리적인 과정과 치주염이 진행되는 동안 세포외기질의 병리적
인 파괴는 Domeij등16)과 Seguier등17)이 보고한 것처럼 활성화된 MMP유전자와 이를
억제하는 TIMP유전자의 생성과 파괴의 불균형에 의해 야기될 수 있다.
일반적으로,질환이 있는 치은열구액에서나 치은조직에서 MMP유전자 발현이 증가되
면서 TIMP유전자 발현은 감소되어 나타나는데18,19),치주질환에 따른 MMP유전자 발
현이 다르다고 보고되었다.즉 성인형 치주염에서는 중성구에서 유래된 MMP-8유전자
가 주로 관련되어 MMP-8이 높게 나타난 반면20,21,22),국소유년형치주염에서는 섬유아세
포,대식세포,상피세포에서 유래된 MMP-1유전자가 주로 관련되어 MMP-1이 높게
나타난다고 보고되고 있다19,23).최근,Ejeil등24)도 건강한 치은조직과 질환에 이환된 치
은조직에서 MMP와 TIMP유전자 발현에 대해 연구하였는데 MMP-1,MMP-2,
MMP-9,그리고 MMP-13이 치은세포외기질 변성에 관련되어 있다고 보고하면서 이런
효소들과 교원질 소실사이에 상관관계가 있음을 보고하였다.또한,Borsani등25)은
임상적으로 건강한 치주조직과 정상적인 임플란트 주위 점막 그리고 임상적으로 명백한
임플란트주위염을 가진 사람에게서 MMP-1,-3,-8,-13그리고 TIMP-1의 분포를 면역조
직화학적으로 연구하였다.이 연구에서 4가지 효소 모두 기질내에서 희미하게 국소화되
어 염색되었는데,건강한 임플란트 주위조직에서는 MMP-13이 결합조직내에서 그리고
임플란트 주위염에서는 상피조직에서 발현되었다고 보고하면서,대체로 임플란트주위염
을가진 조직의 세포외기질에서 collagenV,tenascin,그리고 MMP-13의 패턴에 변화가
있다고 제시하였다.
TC-HCl계통의 약물들은 MMP활성을 억제하는 것으로 알려져 있는데,Ashley26)와
Golub 등27)은 치주질환 환자들에게 저용량의 doxycycline을 복용하게 하였을 때
MMP-8과 MMP-13활성이 억제되었음을 보고한 바 있는데,이 연구에서는 배양된
hPDLs에 치주질환 치료시에 사용되는 TC-HCl를 여러 농도로 투여한 후 MMP-1,
MMP-8,MMP-13,및 TIMP-1단백질 발현을 평가하였다.
세포의 생존율을 검사한 결과,임상에서 사용되고 있는 250㎎/5㎖ TC-HCl농도에서는



다른 농도의 TC-HCl에 비해 생존율이 현저하게 감소되는 양상이 나타난 바 좀 더 세
심한 연구가 필요하리라 생각되었다.
MMP-1에 관련된 연구를 살펴보면,성인형 치주염을 가진 환자의 치은조직내에서
MMP-1은 상피조직의 어떤 부위에서도 관찰되지 않았다28).MMP-1단백질 발현에 있
어서,음성대조군과 비교하였을 때 250㎎/5㎖ TC-HCl농도에서만 약 8-10배 정도 높게
발현되었으며 그 이하의 농도에서는 음성대조군과 비슷한 수준의 발현을 나타냈다.
MMP-8에 관련된 연구를 살펴보면,Romanelli등29)은 임상적으로 정상인 사람,그리고
치은염 또는 치주염을 가진 환자의 치은열구액내에서 MMP-8수준을 분석하였는데,임
상적으로 정상인 사람에서는 활성이 나타나지 않았으며 치은염을 가진 환자의 MMP수
준에 비해서 치주염을 가진 환자의 MMP활성은 6배나 높은 활성을 나타냈다고 보고하
였다.또한,Kiili등30)은 성인형 치주염을 가진 환자의 치은열구액과 치은조직내에서
MMP-8과 MMP-13수준을 관찰하였는데,MMP-8PMN-type의 효소와 비활성형의
MMP-13은 치은 및 출혈지수와 상관관계가 있다고 하였다.또한,MMP-8은 염증성 치
은 결합조직내의 혈장세포,그리고 중성구,열구상피내에서 나타났으며,MMP-13은 대
식구 유사세포내에서 그리고 열구상피내에서 면역학적 반응성이 나타났는데,MMP-8과
MMP-13은 치료되지 않은 치주염의 치은열구액에서 증가되었으며 활성형이 교원질파
괴활성에 관여한다고 하였다.
MMP-8단백질 발현에 있어서,음성대조군과 비교하였을 때,연구된 다른 MMP에 비
해서 그 증가 폭이 크기 않았는데,이것은 MMP-8이 주로 중성구에서 유래되기 때문에
배양된 hPDLs에서는 변화가 크지 않았다고 생각된다.
MMP-13에 관한 연구를 살펴보면,Ilgenli등31)은 만성치주염에 이환된 환자의 치은열
구액내의 MMP-13수준이 높은 것이 만성치주염의 병인발생에 있어서 중요한 역할을
할 것이라고 하였다.Uitto등28)은 MMP-13은 성인형 치주염을 가진 환자의 치은조직내
에서 기저세포내에서 뚜렷하게 관찰되었으며 이주하고 있는 세포들에서 나타나는
laminin-5가 강하게 발현되었으며,종종 치은낭에 접하고 있는 기저세포 상부층에서도
관찰되었으며 염증성의 상피하결합조직의 섬유모세포유사세포에서 발현되었다고 하였
다.
MMP-13단백질 발현에 있어서,음성대조군과 비교하였을 때,250㎎/5㎖ TC-HCl농
도에서 활성형 (63kD)MMP-13이 약 37배 정도 높게 발현되었으며 그 이하의 농도에
서는 음성대조군과 비슷하게 발현되었다.MMP-13은 골세포와 관련된 교원질분해효소
이므로 골세포로 분화될 수 있는 hPDLs가 이 농도에서 자극을 받은 것으로 생각된다.
그러나,MMP는 주로 비활성형 효소로 분비되며 세포외에서 또는 serineproteinases나
다른 MMPs에 의해 세포막에 인접하여 활성화 된다고 보고32)되었는데,비활성형의
MMP-13은 연구된 모든 농도에서 비슷한 양상을 나타내고 활성형만 증가된 것에 대한
이유를 설명할 수 있는 연구가 좀 더 진행되어야 할 것으로 생각된다.또한,Golub등



133)은 MMP-13은 골흡수를 포함한 병리적인 콜라젠파괴와 연관되어 있는데,항균효과
가 없는 낮은 농도의 MMP억제제를 투여하였을 때 MMP-8보다 MMP-13이 훨씬 더
실질적으로 감소된다고 하였는데 이 연구에서는 특정 농도에서 단백질 발현이 증가되어
나타난 바 이에 대한 원인을 규명해야 될 것이다.
TIMP-1단백질 발현에 있어서,음성대조군과 비교하였을 때,250㎎/5㎖ TC-HCl농도
에서 약 5배 증가되었으며,그 이하의 농도에서는 음성대조군과 유사한 수준을 나타냈
다.
이전에 발표된 연구결과들은 주로 치은열구액이나 치은조직을 이용하여 MMP와
TIMP의 활성 변화를 연구하였으나 이 연구에서는 배양된 세포를 이용하였기 때문에
비교할 수 없지만,이 연구에서 배양된 hPDLs에 TC-HCl을 적용하여 세포외기질의 단
백질 발현 양상을 보았을 때 특정농도에서 MMPs(특히 MMP-13)와 TIMP-1단백질
이 모두 증가된 양상을 관찰 할 수 있었다.
이 제한된 연구결과,특정 농도에서 MMP-1,MMP-8,MMP-13,그리고 TIMP-1단백
질 발현이 증가되어 나타났는데,향후에는 염증조건하에서 배양된 hPDLFs의 TC-HCl
에 의한 MMP와 TIMP단백질 발현기전에 관한 연구,그리고 TC-HCl에 의해 증가된
MMP가 치주조직을 구성하는 세포에 끼치는 영향에 관한 연구가 필요하리라 생각된다.



ⅤⅤⅤ...결결결론론론

이 연구는 치주질환에 이환된 치근면에 대한 처치방법으로서 임상에서 사용되고 있는
TC-HCl을 hPDLs에서 적용시킨 후 MMP-1,MMP-8,MMP-13,및 TIMP-1단백질
발현에 끼치는 효과를 평가하고자 시행되었다.
hPDLs는 00대학교 치과병원 치주과에 내원한 환자 중 교정치료를 위하여 발거된 제 1
소구치를 이용하였다.발거된 치아의 치근중앙 ⅓에서 얻은 조직들을 1～2㎜의 크기로
절단하고 10% DMEM (GibcoBRL,GrandIsland,NY)을 이용하여 5% CO2,37℃,
100% 습도 조건에서 배양하였다.배지는 2일 간격으로 교체하고 세포가 증식함에 따라
계대 배양한 세포를 각각 실험에 이용하였다.60㎜ 배양접시에서 계대 배양된 hPDLs
를 2x104cells/dish의 농도로 분주하여 80～90%로 밀생될 때까지 배양시킨 후 음성대조
군은 TC-HCl을 적용하지 않은 군으로 하였고,실험군으로서 TC-HCl적용군은 250㎎
/5㎖,250㎎/100㎖,250㎎/1,000㎖,25㎎/3,000㎖,250㎎/5,000㎖,250㎎/7,000㎖,250㎎
/9,000㎖ 그리고 250㎎/10,000㎖의 농도로 1분씩 5일간 처리하였다.적용한 후에는 PBS
로 세척하고 10% FBS가 함유된 DMEM을 넣어 배양하였고 24시간 간격으로 5일간 반
복 시행하였다.6일째 배양된 세포로부터 단백질 lysisbuffer를 이용하여 단백질을 추출
하였다.추출한 단백질을 정량하여 Westernblotting 방법에 의한 MMP-1,MMP-8,
MMP-13,및 TIMP-1단백질 발현을 분석하였다.
Westernblotting을 통한 실험 결과,배양된 hPDLs에 여러 농도의 TC-HCl을 적용하
여 세포외기질의 단백질 발현 양상을 보았을 때 250㎎/5㎖ 농도에서 MMPs(특히
MMP-13)와 TIMP-1단백질이 모두 증가된 양상을 관찰 할 수 있었다.향후에는 염증
조건하에서 배양된 hPDLFs의 TC-HCl에 의한 MMP와 TIMP단백질 발현기전에 관한
연구,그리고 TC-HCl에 의해 증가된 MMP가 치주조직을 구성하는 세포에 끼치는 영향
에 관한 연구가 필요하리라 생각된다.
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