
서론

만성치주염은 치아를 지지하는 조직의 염증 점진적인 부,

착소실 치아상실을일으키는염증성질환이다, .

치주병원균은면역반응과염증반응에영향을끼친다 세.

균과 세균성 대상산물로 인한 국소적인 염증반응은 다형핵

백혈구 대식세포 림프구 형질세포와 같은 염증성 세포가, , ,

치주 조직내로 침투하는 것이 특징적이다 이때 활성화된.

염증세포는 와 같은 사이토카인들을PGE2, IL-1, TNF-α

분비한다
1,2)
이러한 사이토카인들은. M-CSF(macrophage

또는colony-stimulating factor) RANKL(Receptor acti-

의 활성화를 통vator of nuclear factor kappa-B ligand)

해 치조골흡수에관여한다
3)
.

는 으로도 불리우며 치조골 흡수과정에서M-CSF CSF-1 ,

파골세포생성과정에필수적이다
4,5)
.
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ABSTRACT

Purpose: The purpose of this study was to quantify and compare the expressions of CRP and M-CSF in the gingival tis-

sues of the patients with chronic periodontitis associated to hypertension.

Methods: Gingival tissue samples were obtained during periodontal surgery or tooth extraction. Clinically healthy gingival

tissue samples from systemically healthy 12 patients were categorized as group 1 (n=12). Inflammatory gingival tissue sam-

ples from patients with chronic periodontitis were categorized as group 2 (n=12). Inflammatory gingival tissue samples from

patients with chronic periodontitis associated with hypertension were categorized as group 3 (n=12). Tissue samples were

prepared and analyzed by Western blotting. The quantification of CRP and M-CSF were performed using a densitometer

and statistically analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey test.

Results: There were significant differences between group 1 and group 2 and between group 1 and group 3 in both CRP

and M-CSF. The differences between group 2 and group 3 were not statistically significant in both proteins. However, the

expression levels of CRP and M-CSF in hypertensive inflammatory gingiva showed increased tendency compared to

non-hypertensive inflammatory gingiva.

Conclusions: It is suggested that CRP and M-CSF might be used as inflammatory and bone resorption markers in perio-

dontal diseased tissue. It is assumed that hypertension may be associated with the progression of periodontal inflammation

and alveolar bone resorption. (J Korean Acad Periodontol 2009;39:391-398)

KEY WORDS: chronic periodontitis; C-reactive protein; hypertension; macrophage colony-stimulating factor.
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파골세포로 분화하는 과정에서 의 필요성은 생체M-CSF

상과 실험상에서 잘 알려져 있다
6)

는 골 대사과정. M-CSF

동안 골아세포에서 생성되어지며 과 상호작용하여, RANKL

파골세포 전구체를 파골세포로 분화시키는 과정을 촉진한

다 이과정을통해치조골흡수가증가되는것이다.
7-9)
.

등Masato
10)
은 치아에 교정력을 가했을 때 치아가 이동

하는동안치주조직내에서 양이증가함을보고하였M-CSF

으며 가 과상호작용하여골흡수과정에관, M-CSF RANKL

여한다고하였다.

만성치주염에서국소적인염증반응에의해분비되어진

사이토카인들은 간세포를 활성화시켜 acute phase protein

들을 분비시키고
11)
전신적인 를 일, acute phase response

으킨다
12)
.

는 고열 혈관 투과성의 증가 대Acute phase response , ,

사과정의 전반적인 상승 등을 특징으로 한다 최근에 주목.

받고있는 들에는acute phase protein C-reactive protein

(CRP), serum amyloid P component, serum amyloid A

가 있다protein, 1-acid glycoproteins(AGP)α
11,13)
.

는 이며 염증의 전신적 표시CRP acute phase reactant ,

자이다 는 간세포에서 생성되어지고 분비되어 진다. CRP
14)
.

염증과정이없는개인은 1 μ 이하의 농도를보이g/mL CRP

며 세균 감염이나자가면역질환 암등의질환을가진개, ,

인은 100 μ 이상의 농도를보인다g/mL CRP
15)
.

최근여러연구에서치주질환을가진환자의 혈장농CRP

도가증가된다는보고가있다.

등Loss
16)
은치료하지않은치주염을가진 명과치주107

염을가지지않은대조군 명을대상으로연구한결과 치43 ,

주염의 정도와 혈장 농도 사이에 유의한 상관성이 있CRP

음을 보고하였다 등. Slade
17)
은 치주질환의 심도와 혈장

농도간에상관성을연구하였는데 이상의치주CRP , 4 mm

낭 깊이를 보이는 부위를 이상 가지고 있는 환자에서10%

건강한사람과비교하여더높은 농도를보고하였다CRP .

치주질환과 전신질환과의 상관성이 최근에 주목받고 있

다 많은 연구들이 치주질환과 심혈관계 질환 사이에 연관.

성이 있음을 보고하였으며 이러한 연구들 중 대부분이 만,

성 치주염이 심혈관계 질환의 위험요소가 될 수 있음을 보

고하는것이었다
18,19)
.

심혈관계질환의일반적인위험요소로는고지혈증 흡연, ,

당뇨가있다 어떤연구들에서는이러한요소들이치주질환.

의 위험요소로도 작용할 수 있다는 보고가 있다
20-23)

고혈.

압은 심혈관계 질환의 위험요소 중의 하나이지만 다른 위,

험요소와는 달리 치주질환과의 상관성에 대해서는 잘 알려

져있지않다.

고혈압은가장대표적인심혈관계질환이자 다른심혈관,

계 질환의 위험요소이다 고혈압은 가지로 분류된다 단. 2 . 1

계 고혈압은 수축기 혈압이 이완기 혈압140~159 mmHg,

이 로정의되며 단계고혈압은수축기혈압90~99 mmHg , 2

이 이상 이완기 혈압이 이상으로160 mmHg , 100 mmHg

정의된다.

이번 연구의 목적은 고혈압과 만성치주염을 가진 환자의

치은 조직에서 와 의 발현 정도를 정량화하고CRP M-CSF ,

이를 만성치주염환자와 정상인의 치은 조직과 비교하여

와 가치주조직과치조골파괴에미치는영향을CRP M-CSF

알아보고 나아가고혈압과만성치주염과의상관성에대해,

알아보기위함이다.

재료 및 방법

이번연구에참여한환자는만성치주염치료를위해경북

대학교 병원을 내원한 환자들 중 고혈압을 동반한 만성 치

주염환자 명 전신적으로건강한만성치주염환자 명12 , 12

그리고전신적으로건강한성인 명으로구성되었다 치주12 .

조직 표본은모든환자에서동의를얻은후치주수술치관(

연장술포함 또는발치시내사면절개에의해얻어졌다 본) .

연구는 경북대학교 병원 임상시험심사위원회의 심사 및 승

인승인번호 을 받아 진행되었으며 모든 환자( 74005-1118) ,

들에게본연구의목적및과정에대한설명과동의를구한

후진행하였다.

환자의 전신적 상태혈압 치은의 임상적 기준치은 열구( ), (

출혈지수 치주낭깊이 그리고골흡수의방사선학적증거, )

에따라 각치은조직표본은 가지군으로나누어졌다 첫, 3 .

번째 군대조군은 전신적으로 건강한 명의 성인으로부터( ) 12

얻어진 출혈이없고골흡수또는치주낭이없는임상적으,

로건강한치은조직으로하였고 두번째군은만성치주염,

환자로부터 얻어진 염증성 치은 조직으로 하였다 만성 치.

주염은 임상적 그리고 방사선학적골 흡수 기준을 기초로( )

치주 질환과상태에대한분류에따라진단되었다 두번째.

군의 모든 환자는 전신적으로 건강하고 치주낭 깊이가, 5

이상인부위를한부위이상가지며 이상의부mm , 4 mm
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착소실을보이는치아를적어도한개이상가지고있었다.

모든치은조직표본은 이상의치주낭깊이 변연치5 mm ,

은의 부종그리고 M hlman & Son
24)
에따른치은열구출

혈지수 을보이는치아로부터얻어졌다 세번째군은고3 .

혈압을동반한만성치주염환자로부터얻어진염증성치은

조직으로 하였다 세 번째 군은 적어도 개월 이전에 고혈. 6

압 진단을 받고 투약하지 않았을 때 수축기 혈압이, 140

이상 이완기혈압이 이상인환자를대상mmHg , 90 mmHg

으로하였다 두번째군과세번째군의환자는유사한치.

주 상태를보이지만 두번째군은전신적으로건강한환자,

를대상으로하였고 세번째군은약물치료중인고혈압환,

자를 대상으로 하였다 수술 시 채득된 조직 표본은 즉시. ,

액화질소에급속동결되었다(-70 ).℃

은 이전에 등Western blotting Kim
25)
의 연구에서 시행된

방법과 동일하게 동결된 조직은 등, Cho
26)
의 방법을 따라

으로 희석된1:30 protease inhibitor cocktail tablet

(Roche
®
, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

을 함유한용해완충액(RIPA
®
, ELPIS Biotech. co, Taejon,

에서균질화되었다 용해물은 초동안세번초음Korea) . 10

파 분쇄가 시행되고 에서 분 동안 원심분, 4 , 12,000 g 15℃

리하였다 상층액의단백질농도는. Bovine Serum Albumin

을(Quick Start , BIO-RAD, CA, USA)™ 표준용액으로 하

여 를통해결정되었다Braford protein assay .

용해물을 SDS samples buffer(1M Tris-HCl, 40%

glycerol, 8% SDS, 2% mercapto-ethanol, 0.002%

에Bromophenol blue) 25 μ이 함유되도록 계산되어진g

부피만큼 넣은 후 에서 분간 끓인다 준비된 표본, 100 3 .℃

은 15% sodium dodecyl sulfate(SDS)-polyacrylamide

gels(15% SDS polyacrylamide gel
®
, ELPISBiotechco,

에서전기영동하여분리되어지고Taejon, Korea) , Nitrocellulos

Transfer membrane(PROTAN
®
, whatmanGmbH, Dassel, Germany)

으로 전이된다.

막은 5% powdered milk(Difco , Becton, Dickinson™

와and Company, MD, USA) Tris-buffered saline-

Tween20(Tween20
®
, ICI AmericasInc, OHIO, USA)

에서 시간동안비특이적인반응을제거하기위한(TBS-T) 1

처리를 하고 실온에서, polyclonal anti-CRP(sc-51847
®
,

Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA), anti-M-CSF

(sc-1324
®

항, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA)

체를 에 으로희석하여실온에서 시간동TBS-T 1: 1,000 1.5

안 반응시켰다 막이 로 분씩 회 세척되고. TBS-T 10 3 , an-

에대하여ti-CRP horseradish peroxidase(HRP)-conjugated

이차항체goat anti-mouse (sc-2005
®
, Santa Cruz

를 에 대하여Biotechnology Inc, CA, USA) , anti-M-CSF

horseradish peroxidase(HRP)-conjugated donkey an-

이차 항체ti-goat (sc-02020
®
, Santa Cruz Biotechnology

를 에 으로 희석하여 실온에Inc, CA, USA) TBS-T 1:2,000

서 시간 동안 반응시켰다 부가적으로 로 분씩1 . TBS-T 10 3

회 세척 후 ECL Plus development kit(ECL+Plus
®
,

로밴드를확인하였다Amsterdam, Beckinghamshire, UK) .

와 발현에 대한 정량 분석은CRP M-CSF densitometer

(Image Gauge V 3.46
®
, Koshin Graphic System, Tokyo,

을 이용하여 시행하였다 각 표본에서Japan) . -actinβ

(sc-130300
®
, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA)

에 대한 표준화를 시행하고 와 발현은, CRP M-CSF CRP or

의 비율로나타내었으며 세군사이의차M-CSF / -actin ,β

이가 결정되었다 모든 자료는 평균 표준편차로 표현되었. ±

으며 결과는 통계학적으로 분석되었다, . 와 는CRP M-CSF

로 비교되었고 로사후검증one-way ANOVA , Turkey test

되었다(P<0.05).

결과

고혈압 유무에 상관없이 만성 치주염 환자 조직 그룹과

정상 치주 조직의 모든 샘플에서 와 의 발현이CRP M-CSF

나타났다.

가 발현된 대표적인 자료가 에CRP western Blot Fig. 1

제시되었다. β 의 발현양상 또한 아래에 제시되었다-actin .

각 그룹의 발현 정도를 정량화 하기 위해 각 샘플의CRP

와CRP β 의 발현 정도를 로 측정한-actin densitometer

뒤, CRP/β 의수치를 에정리하였다-actin Table 2 .

발현 정량화의 평균 값은 그룹 에서CRP 1 0.618±0.188,

그룹 에서 그룹 에서 였다 그2 0.802±0.112, 3 0.935±0.061 .

룹 과 그룹 과 사이에통계적으로유의한차이점을보1 2, 1 3

였으며 그룹 와 사이에는유의한차이점을보이지않았다, 2 3 .

가 발현된대표적인 자료가M-CSF western Blot Fig. 3

에 제시되었다 의 발현양상 또한 아래에 제시되. -actinβ

었다 각 그룹의 발현 정도를 정량화 하기 위해 각. M-CSF

샘플의 와 의 발현 정도를M-CSF -actin densitometerβ
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로측정한뒤, M-CSF/β- 의 수치를 에정리actin Table 3

하였다.

발현정량화의평균값은그룹 에서M-CSF 1 0.360±0.040,

그룹 에서2 0.473± 그룹 에서0.079, 3 0.563± 였다0.150 .

그룹 과 그룹 과 사이에통계적으로유의한차이점을1 2, 1 3

보였으며 그룹 와 사이에는 유의한 차이점을 보이지 않, 2 3

았다.

고찰

이번연구에서는건강한치은조직의 수준이고혈압CRP

유무와 관계없이 염증성 조직의 수준보다 통계적으로CRP

유의성있게낮음을알수있었다(P<0.05).

이러한 결과들은 만성치주염의 심화 정도와 측정치CRP

사이에 양의 상관관계가 있음을 보여주며 유사한 결과가,

기존의다른연구들에서도보고되어졌다.

예를 들어 등, Frederiksson
27)
과 등Ebersole

28)
은 대조

군과 비교하여 치주질환을 가지고 있는 군에서 더 높은 혈

장 농도를 보고하였다 등CRP . Beck
29)
은 명 성인의12,949

사분악중 분악을무작위로선택하여조사한결과 치주질2 ,

환 상태와 사이의 상관관계가 있음을 보고하였다CRP .

이상치주낭깊이를보이는부위가 이상인환자4 mm 10%

의평균 농도가 로정상인의 보다CRP 4.1 mg/L 2.9 mg/L

높게나타났다 등. Noack
30)
도혈장 와치주질환의심도CRP

사이에유의할만한상관성이있음을보고하였다.

어떤연구들은 농도와치주치료의효과에대해보고CRP

하였다 등. Matilla
31)
은만성치주염을가진 명환자의치30

주치료 후 농도의 감소를 보고하였는데 치주 치료후CRP ,

평균 에서 로 감소하였다 이러한 결과1.05 mg/l 0.7 mg/l .

는 등Ide
32)
의연구와유사하다.

기존의연구들은 농도를혈장수준에서측정한데반CRP

해 이번 연구에서는 직접적으로 치은조직의 발현 형, CRP

태를살펴보았다 따라서 이번연구결과 가 만성치주. , CRP

염에서생성되는국소적염증의표시자로적용될수있음을

알수있다.

이번연구에서 의발현정도는고혈압에관계없, M-CSF

이 염증성조직에서정상조직보다높은수준을나타내었다

(P<0.05).

이러한 결과들은 만성치주염으로 인한 치조골 흡수와

수준 사이에 양의 상관관계가 존재함을 제시한다M-CSF .

등Tussanee
33)
은 TNF-α가 실험상 치주인대 세포로부터

의발현을촉진시킬수있다고보고하였는데M-CSF , TNF-

는 만성치주염에서 골 흡수 매개체로 기존에 잘 알려져α

있는인자이므로
34,35)

만성치주염에서 TNF-α가증가함으로

인해 가 증가함을 예상할 수 있을 것이다 따라서M-CSF . ,

역시만성치주염에서국소적인골흡수의표시자로M-CSF

적용될수있을것이다.

이번 연구에서 그룹과 그룹 사이의 와 의2 3 CRP M-CSF

발현차이는통계적으로유의하지않았지만 고혈압을동반,

한 염증성 치은 조직에서 고혈압을 동반하지 않은 염증성

치은 조직보다 더 높은 발현 경향을 보임을 알 수 있었다.

따라서 고혈압이만성치주염에서염증과치조골파괴를증,

가시키는요인으로작용할 수도있음을생각해볼 수있다.

하지만 그 병리학적 기전에 대해서는 알려진 바가 현재까,

지는 없다.

등Castelli
36)
은동물실험을통해높은수축기혈압이혈

관의내막과탄성층의두께를증가시켜혈관벽의유리질화

를진행시키며이로인해치주인대와치주조직으로가는혈

관이좁아진다고하였다.

등Perlstein
37)
은 동물 실험을 통해 비만과 고혈압이 치

주조직혈관의비대와과형성의원인이되어치주염을악화

시킨다고보고하였다.

등Fabio
38)
은 고혈압이 치주조직 미세혈관 희박화의 원

인이될수도있으며 이로인해치주조직의허혈화가일어,

날수도있음을제시하였다.

다른연구들
39,40)
에서는정상인보다고혈압환자에서혈장

농도가 높음은 보고하였고 고혈압이 혈관 염증의 강CRP ,

력한 자극인자가 되어 수치를 증가시킨다는 병리생리CRP

학적 기전을제시하였다.

따라서 고혈압으로인한치주조직내에서이러한혈관의,

변화가치주조직수준에서염증과치조골흡수의증가에기

여한다고예상해볼수있을것이다.

각군의환자들의특징은 에정리되어있다 대부Table 1 .

분의 대상이 비흡연자였고 흡연자의 수는 그룹 에서 명, 1 2 ,

그룹 에서 명이었다 비록 흡연이치주질환의주요한위2 2 . ,

험인자로 여겨지지만 이번 연구에서는 각 그룹의 흡연자들

이 비흡연자들보다 더 높은 와 의 발현을 보이CRP M-CSF

지는 않았다 성별과나이는각그룹에서 와 의. CRP M-CSF

발현 정도와연관성이없었다.
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Table 1. Patient Characteristics

Group 1 (n=12) Group 2 (n=12) Group 3 (n=12)

Gender 4 males, 8 females 5 males, 7 females 3 males, 9 females

Age
mean 41.3 yrs

(from 20 yrs to 58 yrs)

mean 48.4 yrs

(from 42 yrs to 62 yrs)

mean 49.2 yrs

(from 40 yrs to 598 yrs)

Pocket depth mean 2.0 mm mean 8.6 mm mean 8.4 mm

Smokers n=2 n=2 n=0

Systolic bolld pressure mean 111 mmHg mean 109 mmHg mean 171 mmHg

Diastolic blood pressure mean 81 mmHg mean 82 mmHg mean 106 mmHg

Table 2. Normalized CRP expressions by CRP/ -actinβ

Sample Group 1 Group 2 Group 3

1 0.761 0.861 0.971

2 0.752 0.779 1.028

3 0.702 0.753 0.938

4 0.738 0.812 0.991

5 0.771 0.792 0.885

6 0.764 0.781 0.879

7 0.751 0.910 0.942

8 0.689 0.902 0.951

9 0.481 0.493 0.893

10 0.404 0.865 0.802

11 0.302 0.779 0.971

12 0.304 0.902 0.974

Mean ± SD 0.612 ± 0.188 0.802 ± 0.112
+

0.935 ± 0.061
*

Group 1 : healthy gingiva from systemically healthy person

Group 2 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis

Group 3 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis and hypertension
+

significant difference between group 1 and group 2 (P<0.05),
*

significant difference between group 1 and group 3 (P<0.05)

Table 3. Normalized M-CSF expressions by M-CSF/ -actinβ

Sample Group 1 Group 2 Group 3

1 0.310 0.457 0.473

2 0.349 0.332 0.395

3 0.306 0.461 0.379

4 0.359 0.448 0.383

5 0.381 0.420 0.602

6 0.359 0.453 0.775

7 0.306 0.436 0.821

8 0.344 0.457 0.608

9 0.427 0.608 0.434

10 0.401 0.602 0.640

11 0.383 0.567 0.616

12 0.404 0.444 0.636

Mean ± SD 0.360 ± 0.040 0.473 ± 0.079
+

0.563 ± 0.150
*

Group 1 : healthy gingiva from systemically healthy person

Group 2 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis

Group 3 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis and hypertesion
+

significant difference between group 1 and group 2 (P<0.05),
*

significant difference between group 1 and group 3 (P<0.05)
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Group 1 Group 2 Group 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

CRP

β -actin

Figure 1. CRP Western analysis showing 4 representative samples in each group. CRP levels were quantified on the basis

of -actin levels. CRP corresponding to molecular weight 27 kDa was shown to be expressed in all samples includingβ

healthy gingiva, and the expression levels of CRP were increased in order of group 1, group 2 and group 3.

Group 1 : healthy gingiva from systemically healthy person, Group 2 : inflamed gingiva from patient with chronic perio-

dontitis, Group 3 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis and hypertension.

Average amount of CRP

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Group 1 Group 2 Group 3

Figure 2. Graphics showing the average amounts (ratio of

CRP/ -actin) and standard deviation of CRP level in groupsβ

1, 2 and 3. In the inflamed gingiva (group 2 and 3), the levels

of CRP were significantly increased as compared to group 1

(P<0.05). Group 1 : healthy gingiva from systemically healthy

person. Group 2 : inflamed gingiva from patient with chronic

periodontitis. Group 3 : inflamed gingiva from patient with

chronic periodontitis and hypertension.
+

significant difference between group 1 and group 2 (P<0.05).

* significant difference between group 1 and group 3 (P<0.05).

Group 1 Group 2 Group 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

M-CSF

β -actin

Figure 3. M-CSF Western analysis showing 4 representative samples in each group. M-CSF levels were quantified on the

basis of -actin levels. M-CSF corresponding to molecular weight 18.5 kDa was shown to be expressed in all samples inβ -

cluding healthy gingiva, and the expression levels of M-CSF were increased in order of group 1, group 2 and group 3.

Group 1 : healthy gingiva from systemically healthy person. Group 2 : inflamed gingiva from patient with chronic

periodontitis. Group 3 : inflamed gingiva from patient with chronic periodontitis and hypertension.

Average amount of M-CSF

0.8

0.6

0.4

0.2

0
Group 1 Group 2 Group 3

Figure 4. Graphics showing the average amounts (ratio of

M-CSF/ -actin) and standard deviation of M-CSF level inβ

groups 1, 2 and 3. In the inflamed gingiva (group 2 and 3),

the levels of M-CSF were significantly increased as com-

pared to group 1 (P<0.05). Group 1 : healthy gingiva from

systemically healthy person. Group 2 : inflamed gingiva from

patient with chronic periodontitis. Group 3 : inflamed gingiva

from patient with chronic periodontitis and hypertension.
+

significant difference between group 1 and group 2 (P<0.05).

* significant difference between group 1 and group 3 (P<0.05).
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결론적으로 이번 실험을 통해 건강한 치은조직에 비해,

고혈압 유무와 상관 없이 염증성 치은조직에서 와CRP

의 발현 정도가 통계적으로 유의하게 증가함을 알M-CSF

수 있었으며 고혈압을 동반한 염증조직의 와, CRP M-CSF

의 발현정도가고혈압을동반하지않은염증조직의것보다

증가하는경향을보이는것을알수있었다 이러한결과로.

미루어 와 가치주염증조직에서염증과골흡CRP M-CSF

수의표시자가될수있으며 고혈압이치주조직염증과치,

조골흡수와연관될수있음을생각해볼수있다.
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