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서론

세포골격은 섬유로 이루어진 그물형태의 세포 지지구조이다. 
세포골격은 굵기에 따라 미세섬유(액틴 섬유, microfilament), 미
세소관(microtubule) 및 중간섬유(intermediate filament)로 구성
되어 있다. 이 중 가장 얇은 미세섬유는 액틴(actin) 단백질로 구

성되어 있어 액틴 섬유라고도 불린다. 액틴 섬유는 세포형태를 
잡아주고, 세포간 혹은 세포외기질간의 결합을 형성하며, 신호
전달을 매개하고, 세포질 분열 시 함입구를 형성하는 등의 역할
을 한다.1 이러한 액틴 세포골격에 변화가 생기면, 세포의 운동이
나 세포질 분열을 위한 세포의 활성도 변하게 된다.2 외부 자극
에 의해서 액틴 세포골격의 변화를 일으키는 기전은 광범위하게 
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연구되어져 왔고, 이 기전의 중요한 매개체는 Rho 단백질군으로 
밝혀졌다.3 Rho 단백질군은 Ras 단백질군에 속하는 하위 단백질
군으로 GTP가수분해효소(guanosine triphosphatase, GTPase) 
기능을 가진다. 포유류 세포에서 가장 잘 알려진 Rho 단백질군
의 구성원은 RhoA, Rac1, CDC42이다.3 

Rho 단백질군이 GTP (guanosine triphosphate)와 결합하여 활
성화 상태가 되면, 하위 인자들(downstream effectors)이 활성화
되고, 활성화되는 인자들에 따라 세포형태가 변하게 된다.4 예를 
들어, RhoA가 활성화되면 액틴과 미오신 다발이 형성되고, 이 
섬유다발은 세포의 국소접착(focal adhesion)에 관여한다. Rac1
이 활성화되면 피막돌기(lamellipodia)같은, 액틴으로 이루어진 
주름 모양의 돌출부가 형성된다. CDC42가 활성화되면 사상위
족(filopodia)같은, 뾰족한 세포 돌출부가 형성된다.4 이외에도 
Rho 단백질군은 세포내 함입, 유전자의 전사조절, 세포증식과 
형질전환에 연관되어 있다.5 Rho 단백질군의 활성화는 세포주
기의 G1단계에서 S단계로의 이행을 유도함으로써 유전자합성
을 야기하고 세포증식을 촉진한다는 것이 밝혀졌다.6 본 연구는 
Rho 단백질군 중 대표적인 RhoA, Rac1, CDC42에 관여하는 22
개의 유전자들과 액틴 단백질과 관련된 4개의 유전자들을 대상
으로 진행되었다. 
피부과에서 흔히 사용되는 피부재생치료 중 하나인 chemical 

regeneration of skin scars (CROSS)는 넓어진 모공 혹은 흉터에 
고농도 trichloroacetic acid (TCA)를 단독으로 도포하거나 다른 
물질과 혼합하여 도포하는 치료방법이다.7 피부과학에서와 달
리, 치의학에서는 강산인 TCA의 구내 적용이 제한적일 수밖에 
없다. 이에 따라, 적정 농도의 TCA를 구내환경에서 안전하게 적
용한 후 임상적 조직 재생효과를 확인하기 위한 연구가 진행되
고 있고, 이는 치은퇴축과 같은 경우에서 구강연조직 증대에 도
움을 줄 것으로 기대된다.8,9 구강내에 TCA를 단순도포함으로써 
생길 수 있는 위해성을 피하고, 방출양상을 조절하기 위해 본 연
구진은 hydrophobically modified glycol chitosan (HGC) 기반
의 나노방출제어시스템을 개발하여 TCA와 epidermal growth 
factor (EGF)가 순차적으로 조절방출될 수 있도록 하였다. HGC
기반 나노방출제어시스템을 이용하여 TCA와 EGF를 세포배양
배지나 성견(canis familiaris)의 경구개 부위 연조직에 적용하였
을 때, 세포골격형성과 관련된 여러 유전자들의 발현량변화가 선
행연구에서 확인되었다.10

본 연구의 목적은 TCA와 EGF를 HGC기반 나노방출제어시
스템을 이용하여 인간치은섬유아세포에 조절방출 하였을 때, 액
틴 세포골격과 관련된 유전자 발현의 변화양상을 규명하는데 있
다.

재료 및 방법

1. TCA와 EGF가 담지된 나노방출입자의 제작

(1) HGC변형 나노방출입자의 제작

TCA와 EGF가 담지된 나노방출제어시스템을 제작하기 위
하여, glycol chitosan (1.0 g, 0.4 × 10-5 mol), 5β-cholanic-acid 
(123.0 mg, 0.34 × 10-3 mol), N-hydroxy succinimide (NHS) 
(58.6 mg, 0.51 × 10-3 mol), N-(3-dimethylaminopropyl)-n’
-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC·HCl) (97.6 mg, 0.51 × 
10-3 mol), TCA (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 메탄
올(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), EGF (Peprotech, 
London, UK)가 시약으로 사용되었다. 10 mL 증류액과 메탄올
을 1:1로 배합한 용액에 glycol chitosan (1.0 g, 0.4 × 10-5 mol)과 
5β-cholanic-acid (123.0 mg, 0.34 × 10-3 mol)을 용해시킨 후 N-
hydroxy succinimide (NHS) (58.6 mg, 0.51 × 10-3 mol)과 N-(3-
dimethylaminopropyl)-n’-ethylcarbodiimide hydrochloride 
(EDC·HCl) (97.6 mg, 0.51 × 10-3 mol)을 24시간 동안 교차반응
시켜서 5ß-cholanic-acid와 결합된 glycol chitosan 나노입자를 
제작하였다. 교차반응 후에 나노입자의 정제를 위하여 투석막
(molecular weight cut-off (MWCO): 3,500 g/mol)을 사용한 투
석이 24시간 동안 시행되었다. 정제용액으로 증류수와 메탄올 
혼합용액(1:3; 6h, 1:1; 6h, 3:1; 6h, v/v)이 사용되었다. 

(2) TCA가 담지된 나노방출입자의 제작
10 mL 증류수에 HGC를 분산시키고, TCA (1.0 mg, 0.6 × 

10-5 mol)를 0.025 mL의 증류수에 용해시켜 준비한 후 TCA용
액과 HGC혼합물을 섞어 600 rpm으로 교차반응시켰다. 투석막
(MWCO: 3,500 g/mol)을 사용하여 24시간동안 투석하여 TCA 
입자를 정제하고, 감압 하 동결 건조하여 최종적으로 TCA가 담
지된 나노입자들을 얻었다. 이온 크로마토그래피를 이용한 C1 
정량분석을 통해 담지된 TCA의 양을 측정하였다. 0.5%의 TCA
가 담지된 나노입자들을 얻기 위해, 4 mL의 증류수와 2.8 mg의 
TCA가 담지된 나노입자들(0.00714 mg TCA / 1 mg TCA가 담
지된 나노입자들)을 혼합하였다.

 
(3) TCA와 EGF가 담지된 나노방출입자의 제작
10 mL 증류수에 HGC를 분산시키고, EGF (0.1 mg, 0.15 × 

10-7 mol)를 0.1 mL의 증류수에 용해시켜 준비한 후 EGF용액
과 HGC혼합물을 섞어 300 rpm으로 교차반응 시켰다. 투석막
(MWCO: 3,500 g/mol)을 사용한 24시간동안의 투석에 반응하
지 않은 EGF입자를 제거하고, 감압 하 동결 건조하여 최종적으
로 EGF가 담지된 나노입자들을 얻었다. ELISA (Human EGF 
standard ABTS ELISA Development Kit, Peprotech, London, 
UK)를 통해 담지된 EGF의 양을 측정하였다. 0.5 %의 TCA가 
담지된 나노입자들을 얻기 위해, 4 mL의 증류수와 2.8 mg의 
TCA가 담지된 나노입자들(0.00714 mg TCA / 1 mg TCA가 담
지된 나노입자들)을 혼합하였다. 2 mL 증류수 속 TCA가 담지
된 나노입자들(2.8 mg)과 2 mL의 수용액 속 EGF가 담지된 나
노입자들(8.9 mg)을 섞어서 0.5 %의 TCA가 담지된 나노입자들
과 80 μg의 EGF (8.98 μg EGF / 1 mg EGF가 담지된 나노입자
들)가 담지된 나노입자들의 혼합액을 얻었다 (Fig. 1).
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2. 유전자 발현 분석

(1) 인간치은섬유아세포 배양
ATCC (ATCC® PCS-201-018™, Manassas, VA, USA)에
서 구입한 인간치은섬유아세포를 이용하여 세포 배양하였다. 
10% fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 
MO, USA) 과 항생제를 포함하는 Dulbecco’s Modified Eagle’
s Medium (DMEM, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, 
USA) 에 세포들을 부유시켰다. 부유된 인간치은섬유아세포들
은 37℃, 95%의 O2, 5%의 CO2 조건의 습윤 배양기에서 배양
되었다. 2 - 3번의 세포주기 동안 배양된 인간치은섬유아세포
가 이 실험에 사용되었다. TCA가 담지된 나노방출제어시스템
군(EXP1), TCA와 EGF가 각각 담지된 나노방출제어시스템군
(EXP2), 대조군(CON)의 3그룹으로 나누고, 그룹당 5개의 well
을 만들어 총 15개의 well에 인간치은섬유아세포를 접종하였다. 
세포 밀도가 well당 1 × 104개가 유지되도록 하면서 37℃, 95%
의 O2, 5% CO2 조건에서 48시간 배양한 후 Trizol lysis solution 
(TRIZOL® REAGENT, GIBCO BRL, Carlsbad, CA, USA)을 
이용하여 총 RNA를 추출하였다.

(2) 유전자 발현 분석
이전 연구의 KEGG pathway 분석에서 액틴 세포골격의 조절

Fig. 1. Diagram of hydrophobically modified glycol chitosan (HGC)-based 
nano-controlled releasing system for emitting trichloroacetic acid (TCA) and 
epidermal growth factor (EGF) relatively. Each of TCA and EGF was loaded 
by ionic bonding onto the chitosan conjugated with hydrophobic cholanic 
acid.

에 관여하는 Rho 단백질인 RhoA, Rac1, CDC42에 연관된 유전
자 22개와 이로 인해 생성되는 액틴 단백질의 유전자 4개를 선
정하여 분석하였다.10 NanoDrop 1000 (NanoDrop Technolo-
gies, Wilmington, DE, USA)를 이용하여 RNA의 농도를 결정
하였다. Total RNA 1 μg을 iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad Laboratories, Berkeley, CA, USA)을 이용하여 cDNA로 역
전사하였다. 내부대조군인 GAPDH의 발현량을 기준으로 하여 
differential display PCR을 통해 인간치은섬유아세포의 mRNA
를 선택하였다. 유전자 발현은 TaqMan® Gene Expression Assay 
Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)을 이용하여 결
정하였다. Real-time PCR을 통해 분석한 유전자들은 Table 1에 
정리되어 있다. iQ Supermix (Bio-Rad)를 이용하여 Chromo4 

Table 1. Full name and NCBI references of Genes used in real-time PCR for 
this research

Gene NCBI Reference
LPAR1, lysophosphatidic acid receptor 1 NM_001351407.2
CXCR4, C-X-C motif chemokine receptor4 NM_003467.3
F2R, coagulation factor II thrombin receptor NM_001992.5
GNA12, G protein subunit alpha 12 NM_007353.3
GNA13, G protein subunit alpha 13 NM_006572.6
ARHGEF 1, Rho guanine nucleotide exchange factor 1 NM_004706.4
RHOA, ras homolog family member A NM_001664.4
ROCK1, Rho associated coiled-coil containing protein 
kinase 1 NM_005406.3

SOS1, SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange 
factor 1 NM_005633.3

SOS2, SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange 
factor 2 NM_006939.4

KRAS, KRAS proto-oncogene, GTPase NM_033360.4
PIK3CB, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
3-kinase catalytic subunit beta NM_001259.8

PTK2, protein tyrosine kinase 2 NM_001352701.2
BCAR1, BCAR1 scaffold protein, Cas family member NM_014567.5
CRK, CRK proto-oncogene, adaptor protein NM_016823.4
DOCK1, dedicator of cytokinesis 1 NM_001290223.2
RAC1, Rac family small GTPase 1 NM_006908.5
GNB1, G protein subunit beta 1 NM_002074.5
GNG2, G protein subunit gamma 2 NM_053064.5
FGD1, FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1 NM_004463.3
FGD3, FYVE, RhoGEF abd PH domain containing 3 NM_001083536.2
CDC42, cell division cycle 42 NM_001791.4
ACTB, actin beta NM_001101.5
ACTG1, actin gamma 1 NM_001614.5
ACTR2, actin related protein 2 NM_005722.3
ACTR3, actin related protein 3 NM_005721.5
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reverse transcription-polymerase chain reactions (Bio-Rad Lab-
oratories, Hemel Hempstead, UK)를 시행한 후, 그 유전자 발현
량을 MJ Opticon Monitor Analysis Software (Bio-Rad)를 이용
하여 정량화 하였다. 측정된 값들은 GAPDH 발현량으로 보정하
였고, EXP1과 EXP2의 발현수준은 CON의 상대적인 배수로 표
시하였다. 

3. 통계 분석

Real-time PCR을 독립적으로 5번씩 반복 시행하여 평균값과 
표준편차를 계산하였고, Kruskal-Wallis 검정으로 평균값을 비
교하였으며, 사후검정을 위해 본페로니 검정 (Bonferroni correc-
tion)을 시행하였다. 피어슨상관관계 분석으로 실험결과 간 상관
관계를 분석하였다. ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3에 통계학
적으로 유의한 영향을 미치는 세포골격유전자를 결정하기 위하
여 stepwise method를 사용한 다중회귀분석(stepwise multiple 
regression analysis)을 사용하였다. 모든 통계분석에는 SPSS 
18.0 소프트웨어 프로그램 (SPSS 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA)을 사용하였다.

결과

1. Real-time PCR

48시간동안 배양된 인간치은섬유아세포의 유전자들을 real-
time PCR로 분석하여, 상향 또는 하향 조절되는 유전자 발현양
상이 확인되었다. RhoA와 관련된 8개 유전자들의 유의한 결과
는 다음과 같다. LPAR1은 EXP1에서 하향조절 되었고, EXP2에
서는 대조군에 비하여 유의미한 차이를 보이지 않았다. CXCR4
는 EXP1과 EXP2에서 상향조절 되었고, EXP1에 비하여 EXP2
에서 유의미하게 증가된 발현량을 나타냈다. F2R은 EXP1에
서 대조군에 비하여 유의미한 차이를 보이지 않았고, EXP2에서
는 하향조절 되었다. GNA13은 EXP1에서 대조군에 비하여 유
의미한 차이를 보이지 않았고, EXP2에서는 상향조절 되었다. 
GNA12, ARHGEF1, RHOA, ROCK1은 EXP1과 EXP2에서 상
향조절 되었고, EXP1과 EXP2간의 유의미한 발현량 차이를 보
이지 않았다 (Fig. 2).

Rac1과 관련된 9개 유전자들의 유의한 결과는 다음과 같다. 
SOS1, PTK2, DOCK1은 EXP1과 EXP2에서 상향조절 되었

Fig. 2. mRNA expression results of the LPAR1, CXCR4, F2R, GNA12, GNA13, ARHGEF1, RHOA and ROCK1, which are related to RhoA regulating actin 
cytoskeleton. Genes are extracted from human gingival fibroblasts cultured for 48 hours and analyzed using real-time PCR in CON, EXP1, and EXP2. The rela-
tive expression levels were normalized with GAPDH mRNA expression, and presented as fold changes relative to the control (CON). Kruskal-Wallis test (n = 5). 
*: significant difference (P < .05).
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고, EXP1과 EXP2간의 유의미한 발현량 차이를 보이지 않았다. 
SOS2, KRAS, PIK3B, BCAR1, CRK, RAC1는 EXP1과 EXP2
에서 상향조절 되었고, EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 
증가된 발현량을 나타냈다 (Fig. 3).

CDC42와 관련된 5개 유전자들의 유의한 결과는 다음과 같다. 
GNB1, FGD3은 EXP1과 EXP2에서 상향조절 되었고, EXP1
과 EXP2간의 유의미한 발현량 차이를 보이지 않았다. GNG2, 
FGD1, CDC42는 EXP1과 EXP2에서 상향조절 되었고, EXP1에 
비하여 EXP2에서 유의미하게 증가된 발현량을 나타냈다 (Fig. 
4).
액틴 단백질과 관련된 4개 유전자들의 유의한 결과는 다음과 
같다. ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3는 EXP1과 EXP2에서 
상향조절 되었고, EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 증가된 
발현량을 나타냈다 (Fig. 5).

2. 상관관계 및 영향요인

선정된 액틴 세포골격 관련 유전자들의 발현결과 모두를 독
립변수로 사용하여 피어슨상관관계분석을 시행한 결과, 몇 가
지 비교에서 유전자들의 유의한 상관관계가 나타났다. 액틴 단
백질 유전자에 가장 중요한 영향을 미치는 유전자를 규명하기 
위해 ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3의 유전자 발현 결과들
을 각각 종속변수로 사용하고, LPAR1, CXCR4, F2R, GNA12, 
GNA13, ARHGEF1, RHOA, ROCK1, SOS1, SOS2, KRAS, 
PIK3CB, PTK2, BCAR1, CRK, DOCK1, RAC1, GNB1, 
GNG2, FGD1, FGD3, CDC42의 유전자 발현 결과들을 독립변
수로 사용하여 시행한 다중회귀분석에서는 GNA12, GNA13, 
ARHGEF1, RHOA, ROCK1, SOS1, SOS2, KRAS, PIK3CB, 
CRK, DOCK1, RAC1, CDC42, ACTR3가 영향요인으로 선정
되었다. 이 중 ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3의 유전자 발현
에 대해 RAC1, CDC42, SOS2, KRAS이 각각 가장 큰 영향요인
으로 확인되었다 (Table 2).

Fig. 3. mRNA expression results of the SOS1, SOS2, KRAS, PIK3CB, PTK2, BCAR1, CRK, DOCK1 and RAC1, which are related to Rac1 regulating actin 
cytoskeleton. Genes are extracted from human gingival fibroblasts cultured for 48 hours and analyzed using real-time PCR in CON, EXP1, and EXP2. The rela-
tive expression levels were normalized with GAPDH mRNA expression, and presented as fold changes relative to the control (CON). Kruskal-Wallis test (n = 5). 
*: significant difference (P < .05).
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고찰

피부과학에서 조직의 재생과 치유에 효과가 입증된 TCA는 강
한 산성물질로 구강내 직접 적용에는 위험이 따른다. TCA의 위
험성을 줄이고 효과적인 구강내 적용을 위해 본 연구진은 결합
조직층까지 침투되어 적절한 농도의 TCA를 방출한 후 순차적
으로 EGF를 방출하는 HGC기반의 나노방출제어시스템을 개발
하였다.11 선행연구에서 HGC기반 나노방출제어시스템을 이용
한 TCA의 적용 유무에 따라 유의한 발현량 변화를 보인 성견의 
유전자를 대상으로 KEGG pathway를 분석한 결과 세포성장, 재
생, 증식과 관련된 27개의 pathway가 보고되었고10, 본 연구에서
는 보고된 pathway 중 액틴 세포골격의 조절기전과 관련된 26개 
유전자들을 분석하였다.

액틴 세포골격은 세포의 형태와 이동, 극성, 세포분열에 관련
되어 있고,3 액틴 세포골격을 조절한다고 알려져 있는 Rho 단백
질군 중 RhoA, Rac1, CDC42에 대한 많은 연구가 이루어져 있
다. 외부에서 오는 여러 신호들에 의한 RhoA, Rac1, CDC42의 
활성화는 액틴의 발현량을 조절하여 세포형태를 변화시킨다.4 
액틴 세포골격을 조절하는 인자들은 세포분열주기의 G1단계에 
관여하여 다음 세포분열 단계로 진행되도록 유도하므로,6 액틴 
세포골격 조절과 연관된 유전자들이 상향조절 되었다는 것은 세
포이동과 세포증식이 증가하였다고 유추해 볼 수 있다.

RhoA의 활성화는 국소접착복합체의 조립으로 이어지고 세포
증식을 촉진한다.12,13 이와 관련된 CXCR4, GNA12, ARHGEF1, 
RHOA, ROCK1 유전자들의 상향조절이 EXP1과 EXP2에서 
확인되었다. CXCR4는 내재성 막단백질을 발현하고, 혈관신생 

Fig. 4. mRNA expression results of the GNB1, GNG2, FGD1, FGD3 and CDC42, which are related to CDC42 regulating actin cytoskeleton. Genes are ex-
tracted from human gingival fibroblasts cultured for 48 hours and analyzed using real-time PCR in CON, EXP1, and EXP2. The relative expression levels were 
normalized with GAPDH mRNA expression, and presented as fold changes relative to the control (CON). Kruskal-Wallis test (n = 5). *: significant difference (P 
< .05).
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Fig. 5. mRNA expression results of the ACTB, ACTG1, ACTR2 and ACTR3 regulating actin cytoskeleton. Genes are extracted from human gingival fibroblasts 
cultured for 48 hours and analyzed using real-time PCR in CON, EXP1, and EXP2. The relative expression levels were normalized with GAPDH mRNA ex-
pression, and presented as fold changes relative to the control (CON). Kruskal-Wallis test (n = 5). *: significant difference (P < .05).
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Table 2. The influential factors on the expression of ACTB, ACTG1, ACTR2 and ACTR3 after 48 hours of culture and administration of the nano-controlled 
releasing system to induce sequential release of TCA and EGF, as determined by multiple stepwise regression analysis
Dependent 

variable Model Regression Results R R2 Sig.1)

ACTB
1 ACTB = 0.041 + 0.963·[RAC1] 0.999 0.998 < 0.001
2 ACTB = 0.649 + 1.091·[RAC1] - 0.740·[GNA12] 1.000 0.999 < 0.001

ACTG1

1 ACTG1 = 0.042 + 0.959·[CDC42] 1.000 0.999 < 0.001
2 ACTG1 = 0.359 + 1.027·[CDC42] - 0.385·[GNA12] 1.000 1.000 < 0.001
3 ACTG1 = 0.321 + 1.019·[CDC42] - 0.246·[GNA12] - 0.093·[ROCK1] 1.000 1.000 < 0.001
4 ACTG1 = 0.284 + 0.947·[CDC42] - 0.205·[GNA12] - 0.100·[ROCK1] + 0.074·[PIK3CB] 1.000 1.000 < 0.001

ACTR2

1 ACTR2 = 0.243 + 0.760·[SOS2] 0.998 0.995 < 0.001
2 ACTR2 = 0.274 + 0.453·[SOS2] + 0.270·[CDC42] 0.999 0.998 < 0.001
3 ACTR2 = 0.262 + 0.392·[SOS2] + 0.489·[CDC42] - 0.143·[DOCK1] 0.999 0.999 < 0.001
4 ACTR2 = 0.258 + 0.376·[SOS2] + 0.342·[CDC42] - 0.214·[DOCK1] + 0.238·[RAC1] 1.000 1.000 < 0.001

5 ACTR2 = 0.163 + 0.394·[SOS2] + 0.302·[CDC42] - 0.274·[DOCK1] + 0.166·[RAC1] + 
0.249·[SOS1] 1.000 1.000 < 0.001

6 ACTR2 = 0.152 + 0.428·[SOS2] + 0.317·[CDC42] - 0.296·[DOCK1] + 0.133·[RAC1] + 
0.298·[SOS1] - 0.032·[ACTR3] 1.000 1.000 < 0.001

7 ACTR2 = 0.098 + 0.466·[SOS2] + 0.385·[CDC42] - 0.314·[DOCK1] + 0.062·[RAC1] + 
0.305·[SOS1] - 0.073·[ACTR3] + 0.072·[ARHGEF1] 1.000 1.000 < 0.001

8 ACTR2 = 0.125 + 0.472·[SOS2] + 0.414·[CDC42] - 0.321·[DOCK1] + 0.066·[RAC1] + 
0.264·[SOS1] - 0.075·[ACTR3] + 0.115·[ARHGEF1] - 0.060·[RHOA] 1.000 1.000 < 0.001

9 ACTR2 = 0.127 + 0.473·[SOS2] + 0.391·[CDC42] - 0.305·[DOCK1] + 0.053·[RAC1] + 
0.289·[SOS1] - 0.072·[ACTR3] + 0.086·[ARHGEF1] - 0.101·[RHOA] + 0.059·[GNA13] 1.000 1.000 < 0.001

10
ACTR2 = 0.128 + 0.471·[SOS2] + 0.386·[CDC42] - 0.301·[DOCK1] + 0.051·[RAC1] + 
0.291·[SOS1] - 0.073·[ACTR3] + 0.082·[ARHGEF1] - 0.104·[RHOA] + 0.065·[GNA13] + 
0.005·[CRK]

1.000 1.000 < 0.001

ACTR3 1 ACTR3 = -0.207 + 1.189·[KRAS] 0.979 0.958 < 0.001
1) Significances of each regression model were tested by analysis of variance (n = 15).
R: coefficient of multiple correlations, R2: coefficient of determination.

및 세포기능을 조절한다.14 GNA12는 G-단백질 알파 서브 유
닛 중 하나를 발현하며, 호르몬 및 신경전달물질에 의한 신호를 
세포 내 신호전달경로로 전달함으로써 세포기능을 조절한다.15 

ARHGEF1는 Rho 단백질을 활성화시켜 세포골격형성을 유도
하는 조절인자이다.16 RHOA는 세포골격 역학, 전사, 세포주기
의 진행 및 세포변형의 조절과 같은 기능의 주요 조절인자이다.17 
ROCK1은 수축력 생성을 촉진하는 액토미오신(actomyosin) 세
포골격의 조절인자이다.18 위의 EXP1과 EXP2에서 상향조절된 
유전자들 중 CXCR4는 EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 
증가된 유전자 발현량을 보였다. GNA13은 GNA12와 같이 세
포기능을 조절하는 세포 내 신호전달에 관여하는 단백질을 발현
하며15, EXP2에서만 상향조절되었다. CXCR4와 GNA13이 보
인 EXP2에서의 유의미한 증가는 TCA와 EGF가 함께 방출될 때 
액틴 세포골격 유전자들의 상향조절 효과가 더 커지는 것을 의
미한다. 반면, 다른 RhoA관련 유전자인 LPAR1은 EXP1에서 하
향조절되었고, EXP2에서는 대조군에 비하여 유의미한 발현량 
차이를 보이지 않았다. LPAR1은 내재성막단백질을 발현하는 

유전자로 혈소판 응집, 평활근 수축, 증식, 종양세포의 침습 등의 
생물학적 기능을 매개한다.19 또 다른 RhoA관련 유전자인 F2R
은 EXP1에서는 대조군에 비교하여 유의미한 발현량 차이를 보
이지 않았고, EXP2에서는 하향조절되었다. F2R은 응고인자의 
수용기를 암호화하고 있어 응고와 염증 사이의 상호작용을 매개
하는 데 중요한 역할을 하며, 억제 시 조혈분화를 촉진한다고20 
알려져 있다. 따라서 TCA와 EGF의 조절방출과 F2R의 하향조
절 및 조혈분화 촉진간의 관계에 대한 추가적인 연구가 필요할 
것으로 생각된다. 위의 유전자 발현양상의 변화는 HGC기반 나
노방출제어시스템을 이용한 TCA 및 EGF의 순차적 조절방출로 
인간치은섬유아세포의 운동성 증가, 세포활성 증가 및 세포분열 
증가를 유도할 수 있음을 시사한다. 

Rac1의 활성화는 세포 주변에서 액틴 필라멘트의 밀도를 높
이고, 역동적인 그물막구조를 유도하며, 세포증식을 촉진한
다.6 이와 관련된 유전자들인 SOS1, SOS2, KRAS, PIK3CB, 
PTK2, BCAR1, CRK, DOCK1, RAC1은 모두 EXP1과 EXP2
에서 상향조절되었다. SOS1과 SOS2는 RAS 단백질과 상호 
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작용하여 세포증식을 알리는 구아닌 뉴클레오티드 교환인자
(guanine nucleotide exchange factor, GEF)이다.21 KRAS는 세
포 성장 및 분화를 제어하는   신호에서 기능하는 막-결합 구아
닌 뉴클레오티드-결합 단백질을 발현하여, 세포내신호전달경로
의 초기에서 세포의 증식이나 분화에 기여한다.22,23 PIK3CB는 
PI3K (phosphoinositide3-kinases)의 소단위이고, 활성화되면 세
포 성장을 조절하는 신호 전달 경로에 참여한다.24 PTK2는 세
포부착과 세포확산과정에 관여하는 국소접착단백질을 발현하
고, 활성화되면 세포이동성을 증가시킨다.25 BCAR1는 외부 침
입 DNA (deoxyribonucleic acid)를 분해하는 Cas 단백질의 신호
전달에 관여하며, 세포부착, 세포이동, 세포자멸사등을 조절한
다.26 CRK는 여러 신호전달 단백질이 결합하는 어댑터 단백질을 
암호화하여 신호전달 경로에 관여하며, DOCK1과 상호작용한
다.27 CRK와 상호작용하는 DOCK1는 구아닌 뉴클레오티드 교
환인자의 DOCK계열에 속하며, 뉴클레오티드 교환을 촉진함으
로써 이동, 증식, 분화 등의 세포기능을 조절한다.28 Rac1은 세포
주기, 세포-세포부착, 액틴 세포골격 섬유를 통한 운동성 및 상
피 분화등에 영향을 미치는 조절인자이다.29 위의 EXP1과 EXP2
에서 상향조절 된 유전자들 중 SOS2, KRAS, PIK3CB, BCAR1, 
CRK, RAC1은 EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 증가된 
유전자 발현량을 보였다. 이는 TCA와 EGF가 함께 방출될 때 액
틴 세포골격 유전자들의 상향조절 효과가 더 커지는 것을 의미
한다. 위의 유전자 발현양상의 변화는 HGC기반 나노방출제어
시스템을 이용한 TCA 및 EGF의 순차적 조절방출로 인간치은섬
유아세포의 운동성 증가, 세포활성 증가 및 세포분열 증가를 유
도할 수 있음을 시사한다.

CDC42의 활성화는 사상위족을 확장시켜 세포를 활성화시
키고, 세포분열을 증가시킨다.6 이와 관련된 유전자들인 GNB1, 
GNG2, FGD1, FGD3, CDC42는 EXP1과 EXP2에서 모두 상향
조절되었다. GNB1와 GNG2는 수용체와 작동인자단백질 사이
에 신호를 통합하는 구아닌 뉴클레오티드-결합 단백질(G-단백
질) 알파와 감마의 조절인자이다.30 FGD1, FGD3는 CDC42를 
활성화시키고, 사상위족과 같은 돌출부을 형성하며, 세포가 이
동할 수 있도록 한다.31 CDC42는 세포형태, 세포이동, 세포내이
입 및 세포주기진행을 포함한 다양한 세포기능을 조절한다.32 위
의 EXP1과 EXP2에서 상향조절 된 유전자들 중 GNG2, FGD1, 
CDC42는 EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 증가된 유전
자 발현량을 보였다. 이는 TCA와 EGF가 함께 방출될 때 액틴 
세포골격 유전자들의 상향조절 효과가 더 커지는 것을 의미한
다. 위의 유전자 발현양상의 변화는 HGC기반 나노방출제어시
스템을 이용한 TCA 및 EGF의 순차적 조절방출로 인간치은섬유
아세포의 운동성 증가, 세포활성 증가 및 세포분열 증가를 유도
할 수 있음을 시사한다.
주요 Rho 단백질군인 RhoA, Rac1, CDC42에 의해 발현되는 

ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3는 인간에서 확인된 액틴의 
이소형으로, 세포운동성, 세포구조 및 세포증식에 관여한다.33 
ACTB, ACTG1, ACTR2, ACTR3는 모두 EXP1과 EXP2에서 

상향조절되었고, EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미하게 증가된 
유전자 발현량을 보였다. 이는 HGC기반 나노방출제어시스템을 
이용한 TCA 및 EGF의 순차적 조절방출로 인간치은섬유아세포
의 운동성 증가, 세포활성 증가 및 세포분열 증가를 유도할 수 
있음을 시사한다. 
액틴 유전자들의 가장 큰 영향요인을 분석하기 위한 피어슨상
관관계 분석에서 RAC1, CDC42, SOS2, KRAS이 각각 ACTB, 
ACTG1, ACTR2, ACTR3 발현증가의 가장 큰 영향요인으로 
확인되었다. 이 4개의 유전자들 중에서 RAC1, SOS2, KRAS는 
Rac1과 관련된 유전자들이므로, 위의 피어슨상관관계 분석결과
는 TCA와 EGF의 조절방출로 인해 Rac1과 관련된 유전자들이 
가장 상향조절되었음을 의미하며, 이에 대한 추가적인 연구가 
필요할 것으로 생각된다.

결론

본 연구를 바탕으로 아래와 같은 결론을 얻을 수 있었다.
액틴 세포골격 조절에 관련된 유전자들은 HGC기반 나노방출
제어시스템을 통하여 조절 방출된 TCA와 EGF에 의해 대부분 
상향조절 되었다.
액틴 단백질 유전자들은 HGC기반 나노방출제어시스템을 통
하여 조절 방출된 TCA와 EGF에 의해 유의하게 상향조절 되었
다.
본 연구에서는 HGC기반 나노방출제어시스템을 이용한 TCA
와 HGC의 조절방출이 인간치은섬유아세포의 액틴 세포골격의 
발현을 유도함을 세포수준에서 확인하였다. 이를 통해 인간의 
치은조직 재생효과에 대한 가능성이 확인되었다. 향후 동물모델
과 전 임상규명을 통한 생체 내 연구를 통해 TCA와 EGF의 구내 
적용 가능성을 확인할 수 있을 것으로 생각된다.
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ORIGINAL ARTICLE

나노방출제어시스템을 이용한 trichloroacetic acid와 epidermal growth 

factor 방출이 세포골격형성 유전자 발현에 미치는 영향 분석

박미정 � 이성복 � 이석원*

강동경희대학교치과병원 보철과 경희대학교 치과대학 치과보철학교실

목적: 본 연구에서는 나노방출제어시스템을 이용하여 trichloroacetic acid (TCA) 및 epidermal growth factor (EGF)를 인간치은섬유아세포에 적용하
였을 때, 나타나는 액틴 세포골격과 관련된 유전자 발현의 변화 양상을 확인하고자 하였다.
재료 및 방법: TCA와 EGF가 조절방출될 수 있도록 만들어진 나노방출제어시스템을 이용하였다. 인간치은섬유아세포에 TCA만 적용된 군(EXP1), 
TCA와 EGF가 적용된 군(EXP2), 대조군(CON)의 3가지 군으로 나누어 48시간 배양하였다. Real-time PCR을 이용하여 액틴 세포골격과 관련된 유전
자 26개의 발현 양상을 분석하였다. 피어슨상관관계분석을 통해 유전자들의 상관관계와 영향요인을 확인하였다. 
결과: 액틴 세포골격과 관련된 유전자 26개 중 23개가 EXP1과 EXP2에서 상향조절되었고, 이 중 14개는 EXP1에 비하여 EXP2에서 유의미한 발현량 
증가를 보였다. LPAR1은 EXP1에서만 하향조절되었고, GNA13은 EXP2에서만 상향조절되었고, F2R은 EXP2에서만 하향조절되었다. 액틴 단백질의 
유전자 발현에 대하여 Rac1관련 유전자 중 3개와 CDC42가 가장 큰 영향요인으로 확인되었다. 
결론: 인간치은섬유아세포의 액틴 세포골격 관련 유전자들은 나노방출제어시스템을 통하여 조절 방출된 TCA와 EGF에 의해 대부분 상향조절되었다. 
(대한치과보철학회지 2020;58:290-9)
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