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서론

무치악 부위의 보철적 수복을 위해 임플란트 치료가 
도입된 이후로 임플란트 주위 조직의 단기적 및 장기적 
예후를 개선하기 위한 많은 시도들이 이루어져 왔다. 이
러한 목표를 달성하기 위한 방법에는 비가동성 각화치

은을 보존하거나 증대하는 수술적 방법과 임플란트 주
위 연조직의 생물학적 폭경을 유지하고 과풍융되지 않
은 임플란트 치관을 제작하여 예후 개선에 기여하는 보
철적 방법 등이 있다.1 또다른 방법으로 임플란트-연조직

계면의 안정성을 개선하여 임플란트의 단기적 및 장기적 
예후를 개선하는 방법이 보고되고 있다.1 예시로 기존의 
절삭형 티타늄 지대주를 지르코니아 지대주 등으로 교체

하여 지대주 자체의 재료를 변화시키는 방법, 폴리싱이

나 샌드블라스팅 등을 통해 지대주 표면 성상을 변화시

키는 방법 그리고 복합레진 코팅, 콜라겐 코팅, 비타민E 
코팅 등의 다양한 코팅을 통한 표면처리를 시행하는 방
법 등이 있다.2 이 중 마이크로그루브(microgroove) 티타

늄표면에 산처리를 시행한 후 파이브로넥틴(Fibronectin, 
FN) 처리를 시행하여 임플란트 주위 연조직반응을 개선
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Purpose: To determine the effects of the microgroove-fibronectin complex surface on the expression of various genes related to cel-
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fibronectin complex titanium were activated through four types of signaling pathway. Integrin α5, Integrin β1, Integrin β3, Talin-2, 
which belong to the focal adhesion pathway, AKT1, AKT2, NF-κB, which belong to the PI3K-AKT signaling pathway, MEK2, ERK1, 
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시키는 방법이 주목받고 있다.
기존 연구에서 티타늄표면상의 마이크로그루브는 인

간 치은섬유아세포의 contact guidance activity를 증진시

키는 것으로 보고되고 있으며, 구체적으로는 작은 크기

의 마이크로그루브들보다 폭	60	μm,	깊이	10	μm의 마이

크로그루브에서 contact guidance activity가 보다 더 증
진되었다고 보고하였다.3 또한, 마이크로그루브 티타늄 
표면은 인간 치은섬유아세포의 형태를 변화시키고, 파이

브로넥틴 mRNA수준 및 파이브로넥틴 분비량을 증가

시키는 것으로 알려졌다.4 마이크로그루브 티타늄표면

에 부가적인 산처리를 실시한 연구에서는 마이크로그루

브 티티늄표면 및 산처리가 인간 치은섬유아세포의 증식

과 유전자 및 단백질발현의 유의미한 증진을 이끌어내는 
것으로 보고되었다.5 이후에는, 마이크로그루브 티타늄 
표면에 산처리를 시행한 후 파이브로넥틴 코팅을 실시한 
표면이 인간 치은섬유아세포의 반응을 더욱 증진시킬 수 
있는가에 대한 의문이 제기되었고 이에 대한 검증의 필요

성이 대두되었다. 이에 대해 다른 연구에서는 파이브로

넥틴이 다른 세포외기질 단백질의 assembly를 조직하고 
세포부착, 세포이주, 세포신호전달을 촉진시킨다고 하였

다.6 이는 인간 섬유아세포의 이주에 파이브로넥틴이 필
요하기 때문에 세포성 파이브로넥틴(cellular FN)의 부재

시 세포 운동성이 감소한다고 설명한 다른 논문의 내용

과 일치한다.7 이러한 현상은 파이브로넥틴이 세포외기질 
중 핵심 구성요소로서 세포표면의 Integrin 수용체와 상
호작용을 하면서 다양한 세포활동을 조절하는 세포외 기
질 단백질이기 때문에 나타나는 것으로 규명되었다.8

선행 연구에서 마이크로그루브-파이브로넥틴 복합 티
타늄표면에서 세포증식 측정, 역전사 중합효소연쇄반응 
및 단백질발현분석을 통해 마이크로그루브-파이브로넥

틴 복합 티타늄표면이 인간 섬유아세포의 증식을 크게 
증가시킨다는 사실을 밝히고 인간 치은섬유아세포의 부
착과 증식에 관여하는 76개의 유전자 중 가장 중요한 10
개의 유전자를 선정함으로써 파이브로넥틴이 인간 치은

섬유아세포에 미치는 영향에 대해 평가한 바 있으나,9 실
험대상이 되는 유전자들에 대한 정량적 실시간 중합효소

연쇄반응 실험의 부재 때문에 파이브로넥틴에 의해 발현

되는 유전자들에 대한 정량적 분석 및 유전자 발현량에 
대한 비교분석은 이루어지지 않은 바 있다. 본 연구의 목
적은 마이크로그루브-파이브로넥틴 복합 티타늄표면이 
인간 치은섬유아세포의 세포-기질접착(focal adhesion), 
세포증식, 세포주기진행 등과 연관된 44개 유전자발현에 

미치는 영향을 실시간 정량적 중합효소연쇄반응을 통해 
분석하고, 그 이유에 대해 선행연구보다 더 깊이 있고 폭 
넓게 고찰하는데 있다. 이를 위해 티타늄시편을 제작하

고 파이브로넥틴을 최적 고정 농도로 고정 후 인간 치은

섬유아세포 배양을 진행하였다. 이후 실시간 정량적 중
합효소연쇄반응 실험을 통해 세포부착, 세포-기질접착과 
세포증식에 관련된 다양한 유전자발현을 평가하였다.

연구 재료 및 방법

티타늄시편 제작과 마이크로그루브, 산처리, 파이브

로넥틴처리는 선행연구에서 사용한 방법과 동일한 방법

으로 시행하였다.9 파이브로넥틴을 고정시킨 평활한 티
타늄시편(NE0FN), 산처리 및 파이브로넥틴을 고정시

킨 티타늄시편(E0FN), 마이크로그루브 및 산처리 후 파
이브로넥틴을 고정시킨 티타늄시편(E60/10FN)이 완성

되었고, 평활한 티타늄시편(NE0), 산처리만 시행한 티
타늄시편(E0), 마이크로그루브 및 산처리된 티타늄시편

(E60/10) 등 총 6개의 실험군을 제작하였다.
실험을 위해 ATCC (ATCC® PCS-201-018™, Manas-

sas, USA)에서 인간 치은섬유아세포를 구입하였다. 치은

섬유아세포는 37°C에서 95% 공기와 5% CO2로 채워진 
T-75	flask	(Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	USA)내에서 계대

배양하였다. 본 연구에서는 계대배양 후 3 - 5세대에 해
당되는 세포를 이용하였다. 세포부착과 세포증식에 관
여하는 44개 유전자를 선정하여 mRNA의 상대적 발현

량을 반정량적 실시간 중합효소연쇄반응(semi quantita-
tive real-time RT-PCR)을 통해 분석하였다. cDNA 증폭

은 PCR thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, USA)를 이
용하여 94°C에서 30초, 58°C에서 45초, 72°C에서 30초

간 실시하였다. Table 1에 모든 유전자의 primer와 pre-
designed probe가 제시되어 있다. 세포밀도가 well당 1 
× 104개가 되도록 24-well tissue culture plate (Sigma Al-
drich)의 NE0, E0, E60/10, NE0FN, E0FN, E60/10FN
에 인간 치은섬유아세포를 접종하여 37°C, 5% CO2 하

에서 48, 72시간 동안 배양하였다. Total RNA는 Trizol 
(Invitrogen, San Jose, USA)로 추출하였고 RNA의 농도

는 NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies, Wilm-
ington, USA)을 이용하여 결정하였다. Total RNA의	1	μ
g을 iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad)를 이용하여 
cDNA를 합성하였다. 내부 대조군인 GAPDH (Glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase)의 발현량을 기준
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으로 하여 differential display PCR을 통해 인간치은섬

유아세포의 mRNA을 최종선정하였고 이의 유전자발현

은 TaqMan® Gene Expression Assay Kit (Applied Bio-
systems, Waltham, USA)을 이용하여 결정하였다. Table 
1에는 본 연구의 Semi quantitative real-time RT-PCR
에 사용한 유전자의 이름이 알파벳 순으로 나와있다. 
IQ Supermix (Bio-Rad)을 이용하여 Chromo-4 Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reactions (Bio-Rad 
Laboratories, Hemel Hempstead, UK)를 시행 후 MJ 
Opticon Monitor Analysis Software (Bio-Rad)를 이용

하여 유전자발현을 정량화하였다. 측정값들은 GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 발현량으

로 보정하여 E0, E60/10, NE0FN, E0FN, E60/10FN
의 발현량을 대조군인 NE0에 상대적인 배수로 표시하였

다. ELISA를 이용한 실시간 중합효소연쇄반응을 동시에 
그리고 독립적으로 5번씩 시행하였으며, 평균값과 표준

편차를 계산하였다. NE0, E0, E60/10, NE0FN, E0FN, 
E60/10FN간의 평균값을 비교하기 위해 일요인 분산분

석(one-way ANOVA)을 사용하였다. 실험결과 간 상관

관계를 분석하기 위하여 피어슨상관관계분석을 시행하

였다. 모든 통계분석에는 SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, 
USA)을 사용하였다.

결과

본 연구에서는 인간 치은섬유아세포 부착 및 증식에 관
련된 44개 유전자가 선택되었고, mRNA 발현은 반정량

적 실시간 역전사 중합효소연쇄반응을 통해 분석하였다

(Table 1). 실험 48, 72시간 후 실시간 중합효소연쇄반응

을 통해 유전자발현량을 확인하였다. 실험대상이 되는 44
개 유전자들은 각 유전자가 속한 신호전달 졍로에 따라 
focal adhesion, PI3K-AKT, MAPK, 및 cell cycle 신호전

달 경로의 4개 군으로 분류한 뒤 반정량적 실시간 역전사 
중합효소 연쇄반응 실험결과를 도출하였다. 각 군간 중
복되는 유전자들은 보다 더 핵심적인 역할을 하는 신호전

달 경로군에 포함시켜 결과로 제시하였다.
먼저 focal adhesion 신호전달 경로군의 결과는 다음

과 같다. FN은 실험 48, 72시간 후 E60/10, E60/10FN
군이 다른 모든 군들과 비교 시 유의미한 상향조절이 관
찰되었다(P < 0.001). ON은 실험 48시간 후 E60/10FN, 
실험 72시간 후 E0FN, E60/10FN이 다른 모든 군들

과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). TIMP1은 실

험 48, 72시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비
교 시 상향조절되었다(P < 0.001). ILK는 실험 48시간 
후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되

었고(P < 0.001), 실험 72시간 후 NE0FN이 NE0, E0, 
E0FN과 비교시 상향조절되었다(P <	0.01).	Integrin	α
2는 실험 48시간 후 유의미한 상향조절이 관찰되지 않
았고, 실험 72시간 후에는 E0, E60/10가 E0FN과 비교

시 상향조절되었다(P <	0.001).	 Integrin	α5는 실험 48, 
72시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상
향조절되었다(P <	0.001).	 Integrin	αν는 실험 48시간 
후 E60/10, E0FN, E60/10FN이 다른 모든 군들과 비
교 시 하향조절되었고(P < 0.001), 실험 72시간 후에는 
NE0, E0에서 상향조절되었다(P <	0.001).	Integrin	β1
은 실험 48시간 후 E60/10FN을 NE0, E0, E60/10와 비
교시 상향조절이 이루어졌고(P < 0.01), 실험 72시간 후
에는 E60/10FN을 NE0와 비교시 상향조절되었다(P < 
0.05).	Integrin	β3는 실험 48시간 후 E60/10FN이 NE0, 
E0, E60/10, NE0FN와 비교 시 상향조절되었고(P < 
0.001), 실험 72시간 후 NE0FN, E0FN, E60/10FN이 
다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001), 
Syndecan-4는 실험 48시간 후 E60/10FN(P < 0.001), 
실험 72시간 후 E60/10, E60/10FN이 다른 모든 군
들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). Talin-2는 실
험 48, 72시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비
교 시 상향조절이 관찰되었다(P < 0.001). Paxillin은 실
험 48시간 후 E60/10FN (P < 0.001), 실험 72시간 후 
E0FN, E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향

조절이 관찰되었다(P < 0.001). p130CAS는 실험 48시

간 후 E60/10FN이 NE0, E0, E60/10, NE0FN과 비교 
시 상향조절이 이루어졌고(P < 0.001), 실험 72시간 후 
E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다

(P < 0.001). c-Src는 실험 48, 72시간 모두 E60/10FN이 
다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). 
c-Crk는 실험 48, 72시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군
들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). c-Jun은 실험 
48시간 후 E60/10, E0FN, E60/10FN (P < 0.001), 실
험 72시간 후 E60/10, NE0FN, E0FN, E60/10FN이 
다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.01). 
RAC1은 실험 48시간 후 E60/10FN이 E0와 비교시 상
향조절되었고(P < 0.05), 실험 72시간 후에는 E60/10, 
E60/10FN이 NE0, E0, E0FN과 비교시 상향조절되었

다(P < 0.01)(Fig. 1).
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Table 1.	Gene-specific	primers	(Taqman® gene expression assay) used in quantitative real-time PCR

Gene AB assay ID NCBI Reference
AKT1, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, protein kinase B 1 (PKB1) Hs00178289_m1 NM_001014431
AKT1, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2, protein kinase B 2 (PKB2) Hs01086102_m1 NM_001243027
c-Crk, v-crk avian sarcoma virus CT10 oncogene homolog Hs00180418_m1 NM_005206
CDK2, cyclin dependent kinase 2 Hs01548894_m1 NM_052827
CDK4, cyclin dependent kinase 4 Hs01565683_m1 NM_000075 
CDK6, cyclin dependent kinase 6 Hs01026371_m1 NM_001145306
c-Fos, FBJ osteosarcoma oncogene Hs00170630_m1 NM_005252
c-Jun, oncogene c-Jun, activator protein 1 (AP-1) Hs01103582_s1 NM_002228
c-Myc, v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog Hs00153408_m1 NM_002467
CREB1, cAMP responsive element binding protein 1 Hs00231713_m1 NM_004379
CREB2, cAMP responsive element binding protein 2, cAMP-dependent activating 
transcription factor 4 (ATF4) Hs00153179_m1 NM_001880

c-Src, v-src avian sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog Hs01082246_m1 NM_005417
CTGFR, connective tissue growth factor receptor Hs01026927_m1 NM_001901
Cycli	D1,	G1/S-specific	cyclin-D1 Hs00765553_m1 NM_053056 
Cyclin	E,	G1/S-specific	cyclin-E1 Hs01026536_m1 NM_001238
EGFR, epidermal growth factor receptor Hs01076078_m1 NM_201282
ERK1, extracellular signal-regulated kinase 1, mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK3) Hs00385075_m1 NM_001040056
ERK2, extracellular signal-regulated kinase 2, mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1) Hs01056457_m1 NM_002745
FN,	fibronectin Hs00365052_m1 NM_002026
ILK, integrin-linked kinase Hs00177914_m1 NM_001014794
Integrin	α2 Hs00158127_m1 NM_002203
Integrin	α5 Hs01547673_m1 NM_002205
Integrin	αv Hs00233808_m1 NM_001144999
Integrin ß1 Hs00559595_m1 NM_002211
Integrin	β3 Hs01001469_m1 NM_000212
JNK1, JUN N-terminal kinase 1, MAPK8 Hs00177083_m1 NM_002750
JNK2, JUN N-terminal kinase 1, MAPK9 Hs00177102_m1 NM_001135044
MEK2, mitogen-activated protein kinase kinase 2 Hs00360961_m1 NM_030662
NFκB,	nuclear	factor	κB Hs00765730_m1 NM_001165412
ON, osteonectin, secreted protein, acidic, cysteine-rich (SPARC) Hs00234160_m1 NM_003118.2
p130CAS, P130 Crk-activated substrate Hs01547079_m1 NM_001170715
p21CIP1, cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Hs00355782_m1 NM_000389
p27KIP1, cyclin-dependent kinase inhibitor 1B Hs01597588_m1 NM_004064
PAK1, p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1 Hs00945621_m1 NM_002576
Paxillin Hs01104424_m1 NM_025157
PEBP1, phosphatidylethanolamine binding protein 1 Hs00831506_g1 NM_002567.2
PIK3CG, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit gamma Hs00277090_m1 NM_002649
PRKAR1A, protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha Hs00267597_m1 NM_002734
RAC1, ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, rho family small GTP binding 
protein Rac1 Hs01902432_s1 NM_006908

Syndecan-4, Hs00161617_m1 NM_002999
Talin-2, Hs00322257_m1 NM_015059
TGFBR1, transforming growth factor, beta receptor 1 Hs00610320_m1 NM_001130916
TGFBR2, transforming growth factor, beta receptor 2 Hs00234253_m1 NM_003242
TIMP1, TIMP metallopeptidase inhibitor 1, ssue inhibitor of  metalloproteinase 1 Hs00171558_m1 NM_003254.2
GAPDH Hs99999905_m1 NM_002046.3

A study on the effect of microgroove-fibronectin complex titanium plate on the expression of various cell behavior-related genes in human gingival fibroblasts
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Fig. 1. Expression of FN, ON, TIMP1, ILK, Integrin a2, Integrin a5, Integrin av, Integrin b1, Integrin b3, Talin-2, Paxillin, Syn-
decan-4, p130CAS, c-Src, c-Crk, c-Jun, RAC1 gene of human gingival fibroblasts cultured on smooth (NE0), acid-etched 
(E0), microgrooved (E60/10), and fibronectin-immobilized (NE0FN, E0FN, and E60/10FN) titanium substrata after 48 and 
72 h of culture using semi quantitative real-time RT-PCR. The relative expression levels were analyzed by normalizing 
with GAPDH, and are presented as fold changes relative to the control, NE0 at 48 h of culture. One-way ANOVA (n = 5). 
***: significant difference (P < 0.001). **: significant difference (P < 0.01). *: significant difference (P < 0.05). Note that 
only significant differences between the highest gene expression levels and other gene expression levels are presented.
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PI3K-AKT 신호전달 경로군의 결과는 다음과 같
다. AKT1은 실험 48시간 후 E60/10 (P < 0.001), 
E60/10FN이 NE0, E0, NE0FN, E0FN과 비교 시 상향

조절되었다(P < 0.001). AKT2는 E60/10FN이 다른 모
든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). PI3KCG
는 실험 48시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비
교 시 상향조절되었고(P < 0.001), 실험 72시간 후에

는 E60/10FN이 NE0, E0, E60/10, NE0FN과 비교

시 상향조절되었다(P < 0.01). PRKAR1A는 실험 48시

간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절

되었다(P < 0.01). NF-kB는 실험 48, 72시간 모두에서 
E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다

(P < 0.001). CREB1은 실험 48, 72시간 후 E60/10FN이 
다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). 
CREB2는 실험 48시간 후 NE0FN, E0FN, E60/10FN

이 NE0, E0, E60/10과 비교 시 상향조절되었고(P < 
0.001), 실험 72시간 후에는 E60/10FN이 다른 모든 군
들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001)(Fig. 2).

MAPK 신호전달  경로군의  결과는  다음과  같다 . 
EGFR은 실험 48시간 후 E60/10FN(P < 0.001), 실험 
72시간 후 E60/10, NE0FN, E0FN, E60/10FN이 다
른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.001). 
CTGFR은 실험 48시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들

과 비교 시 상향조절이 관찰되었고(P < 0.001), 실험 72
시간 후에는 E60/10, NE0FN, E60/10FN이 다른 모든 
군들과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.05). TGFBR1은 
실험 48시간 후 E60/10FN (P < 0.001), 실험 72시간 후 
E60/10, E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조

절되었다(P < 0.001). TGFBR2는 유의미한 상향조절이 
관찰되지 않았다. MEK2는 실험 48시간 후 E60/10FN

Fig. 2. Expression of AKT1, AKT2, PIK3CG, PRKAR1A, NF-κB, CREB1, and CREB2 gene of human gingival fibroblasts cul-
tured on smooth (NE0), acid-etched (E0), microgrooved (E60/10), and fibronectin-immobilized (NE0FN, E0FN, and 
E60/10FN) titanium substrata after 48 and 72 h of culture using semi quantitative real-time RT-PCR. The relative expres-
sion levels were analyzed by normalizing with GAPDH, and are presented as fold changes relative to the control, NE0 at 
48 h of culture. One-way ANOVA (n = 5). ***: significant difference (P < 0.001). **: significant difference (P < 0.01). Note 
that only significant differences between the highest gene expression levels and other gene expression levels are pre-
sented.
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을 E0와 비교시 상향조절되었고(P < 0.05), 실험 72시

간 후에는 E60/10, E0FN, E60/10FN을 NE0, E0와 비
교시 상향조절되었다(P < 0.001). ERK1은 실험 48시

간 후 E60/10FN (P < 0.001), 실험 72시간 후 E0FN, 
E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다

(P < 0.001). ERK2는 실험 48시간 후 E60/10FN (P < 
0.001), 실험 72시간 후 E60/10이 다른 모든 군들과 비
교 시 상향조절되었다(P < 0.001). c-Fos는 실험 48시간 
후 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되

었고(P < 0.001), 실험 72시간 후 E60/10FN을 NE0과 
비교 시 상향조절되었다(P < 0.05). JNK1은 실험 48시간 
후 E0FN, E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향

조절이 이루어졌고(P < 0.001), 실험 72시간 후 E60/10
이 NE0, NE0FN과 비교 시 상향조절되었다(P < 0.01). 
JNK2는 실험 48시간 후 E60/10FN이 다른 모든 군들

과 비교 시 상향조절되었고(P < 0.001), 실험 72시간 후 
E60/10을 NE0와 비교 시 상향조절되었다(P < 0.05). 
PAK1은 실험 48시간 후 E60을 NE0, E0, NE0FN과 
비교 시 상향조절되었고(P < 0.01), 실험 72시간 후에

는 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되

었다(P < 0.001). PEBP1은 실험 48시간 후 E60/10FN
을 NE0, E0, E60/10, NE0FN과 비교 시 하향조절되었

고(P < 0.001), 실험 72시간 후 E60/10FN을 NE0, E0, 
NE0FN, E0FN과 비교 시 하향조절되었다(P < 0.001)
(Fig. 3).

Cell cycle 신호전달 경로군의 결과는 다음과 같다. 
CDK2는 실험 48시간 후 E0FN (P < 0.001), E60/10FN
이  다른  모든  군들과  비교  시  상향조절되었고(P < 
0.001), 실험 72시간 후 E60/10이 다른 모든 군들과 비교 
시 상향조절되었다(P < 0.001). CDK4는 실험 48시간 후 
E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었고

(P < 0.001), 실험 72시간 후 E60/10을 NE0, NE0FN과 
비교 시 상향조절되었다(P < 0.01). CDK6는 실험 48, 72
시간 모두 E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향

조절되었다(P < 0.001). Cyclin D1은 실험 48, 72시간 후 
E60/10FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다

(P < 0.001). Cyclin E는 실험 48시간 후 E60/10FN, 실
험 72시간 후 E60/10이 다른 모든 군들과 비교 시 상향

조절되었다(P < 0.001). p21CIP1은 실험 48, 72시간 모
두 E60/10이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다

(P < 0.001). p27KIP1은 실험 48시간 후 E60/10FN을 
NE0와 비교 시 유의미한 상향조절이 관찰되었고(P < 

0.01), 실험 72시간 후 E60/10, E60/10FN이 E0와 비교

시 상향조절되었다(P < 0.05). c-Myc는 실험 48시간 후 
E60/10FN (P < 0.001), 실험 72시간 후 E60/10, E0FN, 
NE0FN이 다른 모든 군들과 비교 시 상향조절되었다(P 
< 0.001)(Fig. 4).

고찰

파이브로넥틴은 세포부착, 세포성장, 세포이주, 세포

분화에 있어서 중요한 역할을 하며, Integrin과 같은 수
용체에 결합하는 세포외기질의 고분자 당단백질로서 콜
라겐, 피브린, Syndecan과 같은 다른 세포외기질 단백질

과 결합한다.10 파이브로넥틴은 인테그린 수용체와 상호

작용을 하면서 focal adhesion, AKT-PI3K, MAPK, 및 
cell cycle 신호전달 경로를 활성화시켜 세포행동에 관여

한다.
Focal adhesion 신호전달 경로에 속하는	Integrin	α5,	

Integrin	β1,	Integrin	β3는 파이브로넥틴 처리에 대해 상
향조절되는 경향을 보였다(Fig. 1). 이는 막관통수용체로

서 세포-세포 및 세포-기질 간 부착을 촉진시키는 역할을 
하는 Integrin 본연의 기능과 일치하는 것으로,11 세포증

식이 발생하는 상황에서 그 활성이 더욱 강하게 발현된 
것으로 풀이된다. Talin-2와 Paxillin은 E60/10FN이 상
향조절되었는데, 이는 Talin-2와 Paxillin이 세포-기질간

접촉 부위에서 세포골격단백질 역할로 세포부착 및 세포

증식에 관여함에 따라 나타난 결과로 유추된다.12,13 Syn-
decan-4는 파이브로넥틴 처리시 발현량이 증가하는 경
향을 보였는데(Fig. 1), 이는 Syndecan-4가 세포표면에서 
co-receptor로서 파이브로넥틴 처리시 primary signaling 
receptor의 ligand-dependent activation을 조절하거나 액
틴기반 세포골격과 상호작용하는 등 다양한 기능을 수
행하여 세포증식 등에 관여하기 때문으로 추측된다.14

AKT1, AKT2는 PI3K-AKT 신호전달 경로의 핵심 유
전자로서 세포생존과 세포대사에 중요한 역할을 한다.15 

세포생존에 AKT가 관여하는 것은 AKT의 가장 중요한 
역할 중에 하나인데, 세포자멸사(apoptosis) 및 세포생

존에 관여하는 다양한 요소를 활성화시킴으로써 성장인

자와 관련된 세포생존을 촉진하고 세포자멸사를 억제한

다.15 본 연구에서 AKT1, AKT2에서 파이브로넥틴 처리

시 전반적으로 AKT1, AKT2 발현량이 증가한 것은 세
포생존에 관련된 활성이 증가와 연관된 것으로 사료된

다. 또한	NF-κB는 AKT에 의해 활성화되면서 DNA전

Hwang YJ, Lee WJ, Leesungbok R, Lee SW



157J Dent Rehabil Appl Sci 2022;38(3):150-61

Fig. 3. Expression of EGFR, CTGFR, TGFBR1, TGFBR2, MEK2, ERK1, ERK2, c-Fos, JNK1, JNK2, PAK1, and PEBP1 gene of 
human gingival fibroblasts cultured on smooth (NE0), acid-etched (E0), microgrooved (E60/10), and fibronectin-immobi-
lized (NE0FN, E0FN, and E60/10FN) titanium substrata after 48 and 72 h of culture using semi quantitative real-time RT-
PCR. The relative expression levels were analyzed by normalizing with GAPDH, and are presented as fold changes rela-
tive to the control, NE0 at 48 h of culture. One-way ANOVA (n = 5). ***: significant difference (P < 0.001). **: significant 
difference (P < 0.01). *: significant difference (P < 0.05). Note that only significant differences between the highest gene 
expression levels and other gene expression levels are presented.
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사, 세포생존, 사이토카인 생산 등을 조절하는 핵심적인 
역할을 하는 유전자이다.16	NF-κB는 실시간 중합효소연

쇄반응 실험에서 전반적으로 다른 유전자들과 비슷한 발
현양상을 보이면서 72시간 후 E60/10FN에서 매우 상승

된 발현량을 보였는데, 이는	NF-κB가 PI3K-AKT path-
way의 다양한 상위 신호를 전달받는 AKT의 영향을 크
게 받았을 것으로 사료된다(Fig. 2).

MAPK 신호전달 경로에 속하는 EGFR, CTGFR, 
TGFBR1와 같은 수용체는 E60/10FN에서 활성이 크
게 증가하는 양상을 보였다. 이는 마이크로그루브, 산
처리, 파이브로넥틴 등 다양한 요인에 의해 세포증식

이 촉진된 상태에서 성장인자와 같은 세포외리간드 발
현이 증가되고 수용체활성이 증가됨에 따라 MAPK 신
호전달 경로가 활성화된 결과로 발생되었을 것이다.17  
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EGFR,CTGFR,TGFBR1와 같은 수용체에 의해 Ras가 
활성화된 이후에는 일련의 kinase cascade를 거쳐18 MEK
와 ERK가 인산화된다. 이러한 연속적인 과정을 통해 
E60/10FN에서 유전자 발현이 크게 나타난 MEK2, 
ERK1, ERK2 실험결과를 EGFR, CTGFR, TGFBR1 
실험결과와 연관지어 설명할 수 있다(Fig. 3). 또한 ERK
는 c-Fos의 carboxylterminal transactivation domain 
(TAD)안의 multiple residues를 인산화하여 전사활성을 
증가시키는 역할을 한다. 따라서 c-Fos의 발현양상 역시 
ERK1, ERK2의 발현양상을 따랐다고 추측할 수 있다.19

Cyclin D1은 CDK4와 CDK6와 결합하여 세포주기 
중 G1기의 진행과 G1/S 이행에 관여하는 E2F 전사인

자발현을 자극한다. CDK6는 G1 중기에 활발히 활성

화되어 Cyclin D1과 더불어 CDK억제제인 p21CIP1 및 

p27KIP1을 강력하게 통제한다.9 세포주기 과정에서 Cy-
clin E는 CDK2와 함께, Cyclin D는 CDK4/6와 함께 복
합체를 형성하게 된다. 이와 같은 복합체 형성과정을 통
해 Cyclin E-CDK2간, Cyclin D-CDK4/6간의 실험 결
과의 유사성을 설명할 수 있다(Fig. 4). 반대로 p21CIP1
은 모든 종류의 Cyclin/CDK 복합체를 억제하는 역할

을 함으로서 세포주기를 조절한다.20 p27KIP1역시 암
호화된 단백질이 Cyclin E-CDK2 복합체 및 Cyclin D-
CDK4복합체의 활성을 방해하는 역할을 한다. p21CIP1
는 E60/10에서 더 강한 유전자발현이 나타났다(Fig. 4, 
E60/10). 이는 마이크로그루브 티타늄표면에서 p21
의 강한 발현이 나타났다고 보고한 다른 선행연구 결과

와 일치한다.21,22 p27KIP1은 E60/10, E60/10FN에서 
상향조절되었는데(Fig. 4), 이는 p27KIP1이 마이크로

Fig. 4. Expression of CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin D1, Cyclin E, p21CIP1, p27KIP1, and c-Myc gene of human gingival fibro-
blasts cultured on smooth (NE0), acid-etched (E0), microgrooved (E60/10), and fibronectin-immobilized (NE0FN, E0FN, 
and E60/10FN) titanium substrata after 48 and 72 h of culture using semi quantitative real-time RT-PCR. The relative 
expression levels were analyzed by normalizing with GAPDH, and are presented as fold changes relative to the control, 
NE0 at 48 h of culture. One-way ANOVA (n = 5). ***: significant difference (P < 0.001). **: significant difference (P < 0.01). 
*: significant difference (P < 0.05). Note that only significant differences between the highest gene expression levels and 
other gene expression levels are presented.
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그루브와 같은 미세환경을 감지하는 역할을 하기 때문

에 나타난 결과이다(Fig. 4).21 c-Myc은 p21 전사억제 및 
p27분해에 관련된 S-Phase Kinase Associated Protein 
2 (Skp2)를 활성화하여 세포주기진행을 차단하는 기능

을 가진 p21이나 p27과 같은 유전자발현을 억제한다.23 
즉, c-Myc은 p27KIP1이 보인 발현 양상과 유사하게 
E60/10FN이 상향조절됨으로써 활성화된 p27KIP1을 
억제하려는 경향을 보였다고 할 수 있다.

본 연구에서 다룬 44개의 유전자들은 모두 세포증

식, 세포부착, 세포이주 등에 직간접적으로 연관된 focal 
adhesion, AKT-PI3K, MAPK, 및 cell cycle 신호전달 
경로에 속하는 유전자들이다. 일부 유전자들을 제외하

고 대부분의 유전자들은 E60/10FN, E0FN, NE0FN, 
E60/10, E0, NE0 순으로 상향조절되는 경향을 보였다. 
이는 마이크로그루브, 산처리에 의해 표면적이 증가하

여 파이브로넥틴이 표면에 고정되는 양이 증가하기 때문

에 세포증식이 더욱 활성화되었기 때문이다. 파이브로넥

틴 처리를 하지 않았더라도 마이크로그루브 존재 유무

나 산처리 여부에 따라서 활성화 양상이 달라졌는데, 이
는 마이크로그루브의 존재가 contact guidance activity
를 증가시켜 세포 증식에 안정된 환경을 제공하기 때문

으로 추측된다. 다만, 일부 유전자들에서 실험 48, 72시

간 후 실험결과가 일관되게 나타나지 않거나, 유전자 기
능에 상반되는 발현결과가 나타난 경우가 있었기 때문에 
이에 대한 추가적인 연구가 필요하다.

결론

본 연구결과를 통해 산처리된 마이크로그루브 티타늄

시편에 최적농도의 파이브로넥틴을 고정시킨 복합 표면

이 인간 치은섬유아세포의 부착 및 증식 등에 관여하는 
신호전달 경로들을 활성화시키고 다양한 유전자들의 발
현을 상향조절시킴을 확인하였다. 
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인간치은섬유아세포의 다양한 세포행동 관련 유전자발현에 마이크로그루브-파이

브로넥틴 복합 티타늄표면이 미치는 영향에 대한 연구

황유정 전공의, 이원중 전공의, 이성복 교수, 이석원* 교수

경희대학교 치과대학 치과보철학교실 강동경희대학교치과병원 치과보철과

목적:인간 치은섬유아세포의 세포활동에 관련된 다양한 유전자들의 발현에 마이크로그루브-파이브로넥틴 복합 표면이 
미치는 영향을 확인하고자 하였다. 
연구 재료 및 방법: 평활한 티타늄시편(NE0), 산처리만 시행한 티타늄시편(E0), 마이크로그루브 및 산처리된 티타늄시

편(E60/10), 파이브로넥틴을 고정시킨 평활한 티타늄시편(NE0FN), 산처리 및 파이브로넥틴을 고정시킨 티타늄시편

(E0FN), 그리고 마이크로그루브 및 산처리 후 파이브로넥틴을 고정시킨 티타늄시편(E60/10FN) 실험군 제작 후 인간 
치은섬유아세포의 세포행동 관련 44개 유전자에 대한 실시간 중합효소연쇄반응 실험을 진행하였다. 
결과: 인간치은섬유아세포 부착과 증식 등에 관여하는 4종류 신호전달 경로가 활성화되었다. Focal adhesion 경로에 속
하는	Integrin	α5,	Integrin	β1,	Integrin	β3,	Talin-2	유전자들, PI3K-AKT 신호 전달 경로에 속하는	AKT1,	AKT2,	NF-κ
B 유전자들, MAPK 신호전달 경로에 속하는 MEK2, ERK1, ERK2 유전자들, 세포주기 신호 전달 경로에 속하는 cyclin 
D1, CDK4, CDK6 유전자들이 마이크로그루브-파이브로넥틴 복합 티타늄표면(E60/10FN)에서 상향조절되었다. 
결론: 마이크로그루브-파이브로넥틴 복합 티타늄표면이 세포행동에 관여하는 다양한 유전자들을 상향조절할 수 있다. 

(구강회복응용과학지 2022;38(3):150-61)

주요어: 티타늄; 파이브로넥틴; 치은섬유아세포; 세포행동; 유전자발현


