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ABSTRACT

Inhibitory Effect of Pomegranate extract powder

on periodontitis in rats

Kim Joong-Hwa

Advisor: Prof. Yu Sang-Joun, D.D.S., Ph.D.

Department of Dentistry

Graduate School of Chosun University

Periodontal disease is a common infectious disease that causes the loss of

supporting tissue surrounding the tooth. This destruction process is caused by

bacterial plaque products and the inflammatory and immune functions of the

patient. Scaling and root planing are insufficient to completely remove periodontal

pathogens. Therefore, various drugs are additionally applied to promote the

complete eradication of bacteria.

Pomegranate extract is a compound that has a significant clinical value,

indicating antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory, anti-proliferative, and DNA

therapeutic activities. Pressed pomegranate seed oil inhibits cyclooxygenase (COX) ,

which are important enzymes involved in the production of various inflammatory

mediators. Pomegranate extract also has broad inhibitory effects on matrix

metalloproteinase (MMP) expression and IL-1β-induced tissue destruction.

The purpose of this study was to evaluate the effect of pomegranate extract

(Pomegranate Extract Powder, GNC, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) on the

progression of periodontal disease in an experimental rat model of periodontitis.

Forty Sprague-Dawley rats were used in this study. They were grouped as

follows: (1) group 1: no ligation + Distilled water(DW); (2) group 2: silk ligation

+ pgLPS + DW; (3) group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate

extract solution; and (4) group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml
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pomegranate extract solution. Periodontitis was induced by placing a 5-0 black

silk ligature around the maxillary second molar and injecting 1 μg/ml pgLPS

into the gingiva every week. Pomegranate extract solution or DW was orally

administered daily. The animals were sacrificed at 3 weeks, and tissue

specimens around the maxillary second molar were harvested from these

animals. The specimens were analyzed using enzyme-linked immunosorbent

assay(ELISA), micro-CT imaging and histometric measurements.

Among the inflammation-related cytokines, COX-1 showed a significantly

lower expression in the group 3, 4 than in the group 2. COX-2 expression

was significantly lower in the group 3, 4 than in the group 1, 2. No significant

difference was observed in MMP-2 expression. Micro-CT revealed significant

alveolar bone resorption inhibition in the group 3, 4 than in the group 2.

Histometric evaluation showed little gingival recession and alveolar bone loss;

moreover, the length of the junctional epithelium increased and the amount of

connective tissue attachment decreased in the group 4.

In rats administered the pomegranate extract, the expression of COX-1 and

COX-2, which mediate the inflammatory response in periodontal tissues, was

significantly reduced, and alveolar bone loss due to inflammation was statistically

significantly inhibited. In other words, pomegranate extract has an effect of

inhibiting the progression of alveolar bone loss due to periodontal inflammation by

reducing the expression of COX-1 and COX-2 in the process of periodontal

disease.

Keywords: periodontitis, Pomegranate, rat, cyclooxygenase, enzyme-linked

immunosorbent assay, Micro-CT
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I. 서 론

치주질환은 치아를 둘러싸고 있는 지지조직의 소실을 일으키는 흔한 감염성 질환이

다. 치아 지지조직의 소실은 치아의 상실로 이어지고, 이러한 파괴과정은 세균성 치태

산물과 환자의 염증 및 면역 작용에 의해 일어난다. 스케일링과 치근 활택술은 치주

병원균을 완전히 제거하는데 충분하지 않다. 이러한 이유로, 다양한 약물들(소독제, 비

스테로이드성 항염증제 그리고 항생제)이 세균들의 완전한 제거를 촉진하기 위해서 추

가적으로 적용된다. 하지만, 이러한 약물들이 전신적으로 고용량 사용되었을 경우에는

항생제 저항균과 약물 상호간의 부작용 발생과 같은 합병증이 나타날 수 있다. 이런

단점을 보완하기 위해 국소적 약물 송달법이 발달하였고, 전신적 약물 사용의 위험성

과 합병증을 예방하기 위해 자연물에 얻을 수 있는 천연약물의 개발이 필요하다.

석류 추출물(Pomegranate extract)은 상당한 의학적 가치를 가진 허브추출물 중 하

나이다 [1]. 석류에서 추출된 폴리페놀들은 항세균 작용 [2], 항산화작용 [3], 항염작용

[4], 항증식작용 [5] 그리고 DNA 치료작용을 나타내며, 이러한 다양한 작용들은 석류 추

출물이 기존의 전신적 약물의 대체약물로써 사용될 수 있는 가능성을 높여준다. 또한

심혈관 질환, 당뇨병, 설사, 이질, 천식, 기관지염, 기침, 출혈 질환, 발열, 염증, 후천성

면역 결핍 증후군, 소화 불량, 궤양, 타박상, 염증, 구강 병변, 피부 병변, 남성의 불임,

질염, 발기 부전, 알츠하이머 병, 비만, 신생아 저산소성 허혈성 뇌 손상 등의 치료에도

널리 사용되었다 [6-9].

구강 내 발생할 수 있는 염증 과정과 관련하여, 석류산의 주요 성분인 punic acid는

프로스타글란딘 생산을 억제하는 우수한 항염증 화합물이다. 눌러서 짜내는 석류 씨

오일은 체외에서 cyclooxygenase나 lipoxygenase 효소들을 억제한다 [10]. 이 두 가지

의 효소들은 다양한 염증 매개체 생산에 관여하는 중요한 효소들이다 [7]. 석류 열매 추

출물은 matrix metalloproteinaises (MMPs) 발현과 IL-1β 유도 조직 파괴에 대한 광범

위한 억제 효과를 가지고 있다 [7]. 또한 이러한 항염증 효과는 석류의 대식세포와 T

및 B 림프구에 대한 면역 조절 작용 때문일 수 있다 [11].

Pereira 등 [2] 은 석류가 클로르헥시딘 구강 세정제와 비교할 때 S. sanguis,

Streptococcus sobrinus 및 Lactobacillus casei에 대해 더 많은 억제 효과를 나타냈

다고 보고하였다. Kote 등 (2011) [12] 은 석류 구강 세정제가 클로르헥시딘 구강 세정
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제 (79 %)와 비교하여 치태 형성 박테리아를 84%까지 억제한다고 보고했다.

  Abdollahzadeh 등 (2011) [6] 은 석류의 항균 효과가 가당성 탄닌과 punicalagin과

gallic acid 같은 폴리페놀 때문이라고 보고하였다. 이러한 특정 구성 요소는 박테리아

세포막에 작용하여 박테리아 세포벽 파괴를 증가시키고, 치아 표면에 박테리아의 부착을

방지하고, 단백질을 침전시키고, 여러 박테리아 효소를 억제한다. Bhadbhade 등 (2011)

[13] 은 Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,

Porphyromonas gingivalis와 같은 혐기성 치주병균의 성장이 석류 구강 세정제에 의해

억제되는 것을 보고하였다. 또한 이 연구는 석류 추출물이 구강 세정제로서 클로르헥시

딘 구강 세정제와 비교할 때 치은 및 출혈 점수의 감소를 가져온다는 사실도 입증했다.

최근에 활용되고 있는 프로바이오틱 박테리아(probiotic bacteria)는 구강 생물막(oral

biofilm) 내의 치주 병균의 수를 감소시킬 뿐만 아니라 상피 방어기능을 강화시킴으로써

감염에 대한 저항성을 증가시켜서 치주염 치료에 도움을 줄 수 있다. 석류의

Punicalagin은 프로바이오틱 박테리아, 특히 Bifidobacterium 종과 Lactobacillus 종

을 증가시키는 것으로 보고되었다 [14].

이 연구는 구강세정제처럼 구강내를 세정함으로써 얻어지는 항세균작용이 아닌, 구강내

복용을 통해 체내 흡수과정의 결과로써 석류 추출물분말이 치주질환의 진행에 어떠한 영

향을 주는지를 평가하는 것이 목적이다. 이를 위해 쥐의 치주질환 발생 모델에서 석류

추출물분말(Pomegranate Extract Powder, GNC, Pittsburgh, Pennsylvania, USA )

이 치주질환의 진행에 어떠한 영향을 나타내는지에 대해 enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA)법, 방사선학적 평가법 그리고 조직학적 평가법을 통해

평가하고자 한다.
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II. 실험 재료 및 방법

A. 세균 배양 및 LPS 추출

본 연구에서 사용한 P. gingivalis KCOM 2804 균주는 한국구강미생물자원(Korean

Collection for Oral Microbiology, Gwangju, Korea)에서 분양받아 사용하였다.

P. gingivalis KCOM 2804 균주는 Tryptic Soy broth에 0.5% yeast extract, 0.0

5% cysteine HCl-H2O, 0.5 mg/ml hemin및 2 ug/ml vitamin K가 포함된 배지에 접

종하여, 37℃ anaerobic chamber (Bactron I, Sheldon Manufacturing Inc., Cornel

ius, OR, USA)와 혐기성 조건(10% H2, 5% CO2, 85% N2)에서 배양하였다. 그리고 LPS

(Lipopolysaccharide) 추출은 인트론 회사의 LPS extraction kit(Intron Biotechnolog

y, Sungnam, Korea)을 사용하여 동봉된 프로토콜대로 시행한 후 동결 건조하여 무게

를 측정한 후에 농도를 구하여 사용하였다(이 때 추출한 P. gingivalis KCOM 2804 균

주 LPS는 pgLPS라고 하였다.).

B. 백서 치아에서 결찰사(silk-ligature)를 이용한 치주질환 유도

모델

치은조직의 염증 및 파괴 그리고 치조골의 흡수를 일으키는 치주질환에 석류 추출물의

효과를 결찰사를 쥐의 상악 제2대구치 주위로 둘러싸는 형태의 치주질환 유발 모델에서

평가하였다. 모든 쥐들에 대한 실험은 조선대학교 동물실험윤리심의위원회의 심의를 거

쳐 진행하였다(CIACUC2018-A0007). 실험은 총 4개 그룹으로 진행되었고, 각 그룹 당

10마리의 수컷 쥐들(6주, 180-230 g)을 무작위로 배당하여 사용하였다(Fig. 1).

1) Group 1 (Non-periodontitis Group): 매일 분말의 용매인 Distilled water(DW, 증

류수) 1 ml를 사료와 함께 먹인 음성 대조군.

2) Group 2 (Periodontitis Group): 5-0의 결찰사(직경 0.5-0.6 mm)를 상악 제2대구
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치의 cervical part에 고정시키고(Fig. 2), 협설측 치은 내에 PBS(phosphate buffer sa

line)로 희석된 1 μg/mL pgLPS를 syringe를 이용하여 매주 1회씩 주입하였으며 매일

DW 1 ml을 경구용 존대(sonde)를 이용하여 복용한 실험군.

3) Group 3 (Periodontitis Group): Group 2처럼 ligation하고 pgLPS을 치은에 주입

한 후 매일 22 μg (석류 추출물)의 분말을 1 ml의 DW에 타서 경구용 존대를 이용하여

복용한 실험군.

4) Group 4 (Periodontitis Group): Group 2처럼 ligation하고 pgLPS을 치은에 주입

한 후 매일 44 μg (석류 추출물)의 분말을 1 ml의 DW에 타서 경구용 존대를 이용하여

복용한 실험군.

동물실험에서 모든 쥐를 xylazine hydrochloride (1 mg/Kg)으로 전신마취 시킨 후

실험을 시행하였으며, 실험은 3주 동안 시행하였다. 실험 마지막 주인 3주째에는 마취를

하여 carbon dioxide inhalation을 통해 동물들을 희생시켰다. 우측 상악 제2 대구치의

주위에서 치은조직을 채득한 후에 특정 염증 cytokine 및 MMPs의 발현 분석을 위해 -

80℃에서 보관하였다. 우측 상악 제2 대구치와 좌측 상악 제2 대구치의 주위에서 채득한

치아를 포함한 조직편(Fig. 1)을 10% formaldehyde 로 고정하고 micro computerized

tomography (micro-CT)와 조직 검사를 위해 준비하였다.

A B

Figure. 1. The silk-ligature induced periodontitis in rat model. (A) Periodontiti

s was induced by placing a 5-0 black silk ligature around the maxillary secon

d molar. (B) Gross image of tissue specimens around the maxillary second mo

lar were harvested from rat for Micro-CT and histological examination.
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Figure 2. Protocol diagram for Pomegranate extract treatment and periodontiti

s induction in rats

C. 항염증 평가 (enzyme-linked immunosorbent assay)

모든 대조군과 실험군 백서에서 채취한 치은조직에서 염증성 싸이토카인들인 MMP-8,

COX-1 및 COX-2 발현 변화를 측정하기 위하여 ELISA kit (MyBiosource, San Dieg

o, CA, USA)을 이용하였다. ELISA kit 실험 진행을 위해 보관 된 치은조직은 PBS와

함께 균질화 시킨 후 원심분리를 이용하여 상층액을 분리하였다. 이 실험에서는 상층액

을 사용하였으며 제조사의 지시에 따라 분석을 시행하였다. 결과는 제조사의 공식에 따

라 혈액 내에 존재하는 각각 단백질들의 질량 (nanogram per mililiter ; ng/ml)으로

나타냈다.

D. 미세단층촬영(Micro-CT Imaging)

Micro-CT는 Korea Basic Science Institute (Gwangju, South Korea)에 위치한 Quantum G
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X μCT imaging system (PerkinElmer, Hopkinton, MA, USA)를 이용하여 촬영하였다. 각 

그룹당 10개의 상악 조직편을 90 kVp의 acceleration potential과 88 μA의 beam cu

rrent에서 2분 동안 high-resolution micro-CT scanner로 스캔을 하였다. 이때 imag

e pixel size는 20 μm이었다. micro-CT data는 software programs (OnDemand3D,

Cybermed, Seoul, Korea)을 통해 재건하고 형태화한 후 분석을 하였다. 이런 과정을

통해 모든 방향과 모든 폭경에서 치아주위와 치조골 주위의 3차원적인 구조물들을 평가

하였다. 평가항목은 백악법랑경계(CEJ), 치근표면(root surface), 그리고 치조골정(alveol

ar bone crest, ABC)이었고, 이 구조물들 사이의 관계를 선으로 그려서 평가하였다. 치

조골흡수량은 CEJ와 ABCs의 coronal plane 사이의 거리로 정하였고, 한 치아당 총 6

군데에서 측정하였다. 즉, 상악 좌,우측 제2대구치의 mesio-buccal, disto-buccal, mi

d-buccal, mesio-palatal, disto-palatal 그리고 mid-palatal sites에서 측정하였다.

E. 조직학적 평가

상악 조직편들을 조직검사를 위해 준비를 해 놓는다. 조직 검사를 위해 500 mM EDT

A(Ethylenediaminetetraacetic acid)(pH 8.0)로 탈회한 후 탈수, 파라핀 포매 후에 상악

조직편을 bucco-palatal로 4 μm 두께로 절단하였다. 그 후 hematoxylin and eosin

(H&E) staining을 시행하였다. 각각의 쥐의 제 2대구치의 mesial surface에 다음과 같

은 조직계측학적 기준을 설정하였다(Fig. 3). 1) 접합상피의 치관측 경계에서 백악법랑경

계선까지의 거리, 2) 치조골의 골상단경계에서부터 백악법랑경계선까지의 거리, 3) 접합

상피의 치근측 경계에서부터 치조골의 골상단경계까지의 거리
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Fig. 3. Histometric measurements of periodontitis in rats after treatment of Po

megranate extract. CEJ: Cemento-Enamel Junction.,  Coronal line of JE: Corona

l line of Junctional Epithelium,  Apical line of JE : Apical line of Junctional Epit

helium, Alveolar bone crest.

F. 통계분석

대조군과 실험군의 실험수치는 평균 ± 표준편차로 표시하였고, 집단 간의 통계적 유

의 수준의 차이가 있는지를 검증하기 위해 SPSS 통계프로그램(version 12, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)을 이용한 비모수검정법인 Mann-Whitney U test를 실시하였다. 분

석 결과 95% 신뢰수준에서 유의 확률이 0.05(유의수준 5%) 미만(p<0.05)일 때 두 집

단 간의 유의미한 차이가 있다고 해석 하였다.
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III. 연구 결과

A. 석류 추출물의 치은조직 내 염증관련 싸이토카인에 대한

반응 결과

MMP-8 발현은 Group 3과 Group 4에서 Group 2보다 더 낮았으나, 통계적으로 유

의한 차이는 없었다(p=0.297, p=0.059). 또한 Group 4에서의 MMP-8 발현이 가장 낮게

나타났다. 하지만 다른 군과 서로 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다(Fig. 4,

Table 1). COX-1의 발현은 Group 4에서 Group 1보다 통계적으로 유의하게 더 낮은

발현을 보였고(p=0.029), Group 3과 Group 4에서 Group 2보다 통계적으로 유의하게

낮았다(p=0.031, p=0.001). 이중에 Group 4에서 Group 3보다 통계적으로 유의하게 낮

은 COX-1이 발현을 나타내었다(p=0.036)(Fig. 5, Table 2). COX-2의 발현은 Group 3

과 Group 4에서 Group 1과 Group 2보다 통계적으로 유의하게 낮았다(p=0.000,

p=0.026, p=0.000, p=0.008)(Fig. 6, Table 3).
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Fig. 4. MMP-8 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Pomegranate

extract on periodontitis in rat s in ELISA. Group 1: no ligation + Distilled

water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS + DW; Group 3: silk ligation + pgLPS

+ 22 μg/ml pomegranate extract solution; Group 4: silk ligation + pgLPS + 44

μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Table 1. MMP-8 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Pomegranate extra

ct on periodontitis in rat s in ELISA

Group

(n=10)

Concentration of MMP-8 in the gingiva tissue (ng/ml)

Average ±
SD

p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 4.838±1.315 - - - -

Group 2 5.760±1.527 0.272 - - -

Group 3 4.922±1.499 0.776 0.297 - -

Group 4 4.207±1.363 0.228 0.059 0.321 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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Fig. 5. COX-1 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Promegranate

extract on periodontitis in rat s in ELISA. Group 1: no ligation + Distilled

water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS + DW; Group 3: silk ligation + pgLPS

+ 22 μg/ml pomegranate extract solution; Group 4: silk ligation + pgLPS + 44

μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Table 2. COX-1 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Promegranate

extract on periodontitis in rat s in ELISA

Group

(n=10)

Concentration of COX-1 in the gingiva tissue (ng/ml)

Average ±
SD

p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 3.366±0.860 - - - -

Group 2 4.309±1.084 0.456 - - -

Group 3 3.278±0.513 0.529 0.031
*

- -

Group 4 2.500±0.673 0.029* 0.001* 0.036*

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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Fig. 6. COX-2 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Promegranate extract

on periodontitis in rat s in ELISA. Group 1: no ligation + Distilled water(DW);

Group 2: silk ligation + pgLPS + DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml

pomegranate extract solution; Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml

pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Table 3. COX-2 expression in the gingiva tissue (ng/ml) following Promegranate

extract on periodontitis in rat s in ELISA

Group

(n=10)

Concentration of COX-2 in the gingiva tissue (ng/ml)

Average ± SD
p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 0.180±0.086 - - - -

Group 2 0.239±0.105 0.234 - - -

Group 3 0.057±0.027 0.000* 0.000* - -

Group 4 0.093±0.059 0.026
*

0.008
*

0.109 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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B. Micro-CT를 이용한 치조골 소실 억제능 평가 결과

백악법랑경계(CEJ)에서 치조정까지의 거리가 석류 복합물을 복용하는 것과 상관없이

Group 1의 289.6μm에 비해 Group 2, 3, 4에서 각각 597.3μm, 549.7 μm, 558.2μm로 통

계적으로 유의하게 더 컸다(p=0.000, p=0.000, p=0.001). Group 2에 비해 Group 3과

Group 4에서 통계적으로 유의하게 백악법랑경계(CEJ)에서 치조정까지의 거리가 더 작았

다(p=0.000, p=0.004). 이는 더 적은 치조골 흡수를 의미한다. 즉 석류 추출물 복합체는

치주질환에서 치조골 소실을 방지하는 역할을 할 수 있는 가능성을 보여주었다. 그러나

Group 3과 Group 4 사이의 백악법랑경계(CEJ)에서 치조정까지의 거리의 차이는 통계적

으로 유의하지 않았다(p=0.502)(Fig. 7,8, Table 4).

A B C

Fig. 7. Alveolar bone loss following Pomegranate extract in Micro-CT imaging.

A: Group 1; B: Group2; C: Group 3,4.

Fig. 8. Distance between Cemento-enamel junction(CEJ) and alveolar bone

crest in rats. Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation
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+ pgLPS + DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract

solution; Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract

solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Table 4. Distance between Cemento-enamel junction(CEJ) and alveolar bone

crest in rats

Group

(n=10)

CEJ~Bone crest (μm)

Average ±
SD

p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 289.6 ± 80.2 - - - -

Group 2 597.3 ± 109.9 0.000* - - -

Group 3 559.7 ± 96.9 0.000* 0.000* - -

Group 4 558.2 ± 97.3 0.001* 0.004* 0.502 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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C. 조직학적 분석 결과

1. 조직학적 평가

Group 1에서는 정상적인 치은열구상피와 접합상피가 관찰되며, 그 하방으로 결합조직

부착이 치조골 상방으로 관찰된다. Group 2에서는 파열된 치은열구상피가 관찰되며, 접

합상피에 염증세포의 침윤이 관찰된다. 또한 더 깊어진 치주낭과 함께 부착소실이 관찰

된다. 그 하방으로 결합조직부착이 일부 보이나 염증세포의 침윤도 함께 관찰된다. 치조

골 표면에는 골소실이 불규칙적으로 일어났다. Group 3과 Group 4에서는 Group 2

처럼 더 깊어진 치주낭이 관찰되고 부착소실이 관찰되나, 치은열구상피는 연속성을 이루

고 있으며, 치은열구상피와 접합상피에 염증세포의 침윤은 거의 관찰되지 않았다. 또한

그 하방으로 결합조직부착이 관찰되며, 치조골표면의 골흡수 진행양상은 관찰되지 않았

다.(Fig. 9 and 10)
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Fig. 9. Histological change of the gingiva tissue following Pomegranate extract

on periodontitis in rats (H&E stain)(x100). A: Group 1(no ligation + Distilled

water(DW)) ; B: Group 2(silk ligation + pgLPS + DW); C: Group 3(silk ligation +

pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution); D: Group 4(silk ligation +

pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution). De: dentin, SE; sulcular

epithelium, OE: oral epithelium, JE: junctional epithelium, CA: connective

tissue attachment, AB: alveolar bone.

Fig. 10. Histological change of the gingiva tissue following Pomegranate extract

on periodontitis in rats (H&E stain)(x200). A: Group 1(no ligation + Distilled

water(DW)) ; B: Group 2(silk ligation + pgLPS + DW); C: Group 3(silk ligation +

pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution); D: Group 4(silk ligation +
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pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution). De: dentin, SE; sulcular

epithelium, OE: oral epithelium, JE: junctional epithelium, CA: connective

tissue attachment, AB: alveolar bone.

2. 조직계측학적 평가

a. 치조골정 경계에서 백악법랑경계까지의 거리

치조골정 경계에서 백악법랑경계까지의 거리는 실험적을 발생되는 치주염증에 의한

치조골 파괴량을 나타내었다. 그 결과, Group 2에서 평균 675.3μm로 Group 1인 평균

410μm보다 통계적으로 유의하게 많은 골 소실을 나타내며(p=0.003), Group 4에서는

평균 365.1 μm로 Group 2인 평균 675.3μm보다 통계적으로 유의하게 더 적은 골

소실을 나타냈으며(p=0.006), 이 수치는 정상군인 Group 1과는 통계적으로 유의한

차이가 없었다(p=0.279)(Table 5). 즉, 조직학적 소견으로는 Group 4에서의 골소실량은

정상군과 유사하여, 골 소실이 거의 나타나지 않음을 보여주었다.

Table 5. Distance between alveolar bone crest and CEJ (μm) in histological

evaluation

Group

(n=10)

Distance between alveolar bone crest and CEJ (μm)

Average ± SD
p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 410.0 ± 106.3 - - - -

Group 2 675.3 ± 181.6 0.003* - - -

Group 3 463.4 ± 252.1 0.955 0.070 - -

Group 4 365.1 ± 187.5 0.279 0.006* 0.536 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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b. 접합상피 치관측 경계에서 백악법랑경계까지의 거리

접합상피 치관측 경계에서 백악법랑경계까지의 거리는 실험적을 발생되는 ligature에

의한 치은퇴축량을 나타내었다. 그 결과, Group 2에서는 평균 138.0μm로 Group 1인

평균 57.8 μm보다 통계적으로 유의하게 많은 치은퇴축량을 나타내며(p=0.000), Group

1, Group 3, Group 4에서는 각각 평균 57.8μm, 83.2μm, 49.0 μm으로 그룹간의

통계적으로 유의한 차이는 없었다(p=1.000, p=0.105)(Table 6). 즉, 치은 퇴축량은

치주질환 발생군에서 더 많았음을 보여주었다.

Table 6. Distance between junctional epithelium coronal line and CEJ (μm) in

histological evaluation

Group

(n=10)

Distance between junctional epithelium coronal line and CEJ (μm)

Average ± SD
p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 57.8 ± 16.3 - - - -

Group 2 138.0 ± 54.2 0.000* - - -

Group 3 83.2 ± 56.9 1.000 0.133 - -

Group 4 49.0 ± 34.8 0.105 0.001* 0.281 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

c. 접합상피의 길이

접합상피의 길이는 치근과 상피접촉부위에서의 세포층의 두께를 의미한다. 접합상피의

길이 측정 결과, Group 2, Group 3에서는 각각 평균 142.1μm, 153.4 μm로 Group

1인 42.8μm보다 통계적으로 유의하게 긴 접합상피 부착량을 나타내며(p=0.000,
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p=0.021), Group 2와 Group 3, 그리고 Group 4간의 통계적으로 유의한 차이는

없었고(p=0.740, p=0.694, p=0.696), Group 1과 Group 4간에도 통계적으로 유의한

차이는 없었다(p=0.382)(Table 7.). 즉, 접합상피길이는 Group 2, Group 3에서 더

길었고, Group 1에서는 더 적었음을 보여주었다.

Table 7. Length of junctional epithelium (μm) in histological evaluation

Group

(n=10)

Length of junctional epithelium (μm)

Average ± SD
p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 42.8 ± 18.4 - - - -

Group 2 142.1 ± 65.67 0.000* - - -

Group 3 153.4 ± 96.0 0.021* 0.740 - -

Group 4 134.3 ± 129.6 0.382 0.696 0.694 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

d. 접합상피 치근측 경계에서 치조정경계까지의 거리

접합상피 치근측 경계에서 치조정경계까지의 거리는 실험에 의해 발생되는 염증에 의

한 결합조직부착량을 나타내었다. 그 결과, Group 3과 Group 4에서 각각 평균 226.8 μ

m, 181.8μm로 Group 2인 395.2μm에 비해 통계적으로 유의하게 감소된 결합조직부착

량을 나타내었다(p=0.025, p=0.002)(Table 8). 더욱이, Group 4에서는 평균 181.8μm로

정상군인 Group 1의 평균 309.5μm보다 더 적은 결합조직부착량을 보였다(p=0.038).
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Table 7. Distance between junctional epithelium apical line and alveolar bone

crest (μm) in histological evaluation

Group

(n=10)

Distance between junctional epithelium apical line and alveolar
bone crest (μm)

Average ± SD
p value

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Group 1 309.5 ± 95.8 - - - -

Group 2 395.2 ± 127.9 0.101 - - -

Group 3 226.8 ± 119.4 0.152 0.025* - -

Group 4 181.8 ± 71.7 0.038* 0.002* 0.536 -

Group 1: no ligation + Distilled water(DW); Group 2: silk ligation + pgLPS +

DW; Group 3: silk ligation + pgLPS + 22 μg/ml pomegranate extract solution;

Group 4: silk ligation + pgLPS + 44 μg/ml pomegranate extract solution.

*Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)
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IV. 토의 및 고찰

이 연구는 쥐의 상악 구치부에 봉합사의 결찰을 통해 발생되는 실험적 치주질환 모델

을 이용하였다. de Molon 등 [15] 은 ligature 결찰을 통해 발생시키는 치주질환 모델

에서 발생하는 치주염증 단계를 2주 이내에 발생하는 초기 급성 염증 단계와 2주~3주

이내 발생하는 만성 염증단계로 나누었다. 초기 급성 염증단계에서는 치조골의 소실 및

증가되는 염증과정이 관찰되었고, 전염증성 싸이토카인들인 interleukin-1β (IL-1β),

interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α), receptor activator of

nuclear factor-k B ligand (RANKL) 그리고 osteoprotegerin (OPG)이 1주 내에서 증

가되었다고 하였다. 반면에 만성 염증단계에서는 치조골의 소실이나, 염증과정의 증가,

전염증성 싸이토카인의 증가가 관찰되지 않았다고 하였다. 이 연구에서도 black silk 결

찰은 3주간 이루어 졌으며, Group 2에서 치조골의 유의한 골소실과 염증성 싸이토카인

인 COX-1, COX-2의 증가가 관찰된다.

프로스타글란딘은 arachidonic acid에 대한 cyclo-oxygenases (COX)의 활성에 의해

생산된다. 기존 연구에 의하면, COX의 중요한 2가지 isoform인 COX-1과 COX-2가

존재한다 [16]. COX-1은 정상 생리학적 기능들을 위해 필요한 프로스타글란딘의 생산

과 관련이 되어 있고, COX-2는 염증반응 동안에 급격히 발현되고, 국소 혈류, 혈관투

과성, 세포 이동 그리고 염증과정의 통증 발현을 증가시키는 것과 관련된 프로스타글

란딘의 다양한 형태의 생산과 관련이 있다 [17-19]. Pouliot 등 [20] 은 치주질환자의

치은 열구액에서 증가된 PGE2 그리고 증가된 COX-2의 발현을 관찰했다. 또한

Queiroz-Junior 등 [21] 은 COX-1과 COX-2가 쥐의 치주질환의 초기 단계에 관여한

다고 하였다. 이 연구에서 MMP-8, COX-1, COX-2등 3종의 염증성 싸이토카인들의

치주조직에서의 발현을 평가하였다. Group 2와 Group 1 사이에서 염증성 싸이토카인

의 통계적으로 유의한 증가는 관찰되지 않았지만, 석류추출물 복합물질 복용 후 치주조

직내의 COX-1의 발현은 Group 3과 Group 4에서 Group 2에 비해 통계적으로 유의하

게 감소되었고, COX-2의 발현은 Group 3과 Group 4에서 Group 1과 Group 2에 비

해 통계적으로 유의한 감소가 관찰된다. 이 결과는 석류 추출물이 치은조직 내에

COX-1, COX-2의 발현을 억제한다는 것을 의미한다.
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MMP-8은 MMP family중에 collagenase 계열에 속한다. MMP-8은 치주질환에서

외세포성 기질를 분해하는 세포간의 주된 collagenase로 보고되고 있다 [22]. MMP-8

은 주로 만성치주염에서의 주로 관찰되는 collagenase이며, 치은열구액과 타액의

MMP-8의 양은 치주질환이 진행되는 동안 증가되고, 치주치료 후에 감소된다 [22-24].

이 연구에서는 MMP-8 발현이 Group 2에서 통계적으로 유의하게 증가되지 않았지만,

Group 3과 Group 4에서 Group 2보다 더 낮았다. 또한 Group 4의 MMP-8의 발현이

가장 낮게 나타났지만 다른 군과 서로 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 이러

한 결과는 초기 염증단계가 2주간에 진행되고, 2주후에 만성 염증단계로 진행됨에 따

라 3주간의 관찰기간이 MMP-8가 발현하기에 짧은 기간이 이었기 때문으로 사료된다.

치주염은 치조골의 소실이 특징적이며, 다양한 방법들이 치주염의 치조골 소실량을

측정하는데 사용되었다. 예를 들면, 형태측정학적 방법, 방사선학적 방법 그리고 조직

학적 방법들이 있다 [25-28]. 하지만, 이런 방법들은 단지 선형 그리고 2차원적인 정보

만을 제공하기 때문에 치주감염동안 발생할 수 있는 골내병소의 변화를 3차원적으로

측정할 수 없다. 이 연구에서는 Micro-CT를 사용하여 기존의 방법보다 더 세밀한 측

정이 가능하도록 하였다 [29-33]. 고화질 micro-CT 분석법은 3차원적인 치조골 모델

을 만들 수 있도록 하고 상당히 세밀하고 비침습적으로 정보를 분석할 수 있게 해준다

[34]. 이 연구에서 치조골 소실은 Group 2에서 Group 1에 비해 통계적으로 유의한 골

소실을 보였으나, Group 3과 Group 4에서는 Group 2에 비해 통계적으로 유의하게 적

은 골소실이 관찰된다. 이는 석류추출물 복합물질의 복용이 초기 급성 염증시기에 치

조골 소실을 억제함으로써 나타나는 결과이다.

조직학적 검사 및 조직 계측학적 검사 결과에서 결찰사 및 P. gingivalis LPS 적용을

한 치주질환 유도 모델에서 치은퇴축, 접합상피의 증식 및 치조골 흡수가 관찰된다. 하

지만, 치주질환 유도 모델의 쥐에 석류추출물 22 ㎍ 혼합물을 복용한 후에는 치조골 흡

수가 감소되었다. Fernamdes 등[35]에 의하면, 백서를 이용한 실결찰 치주질환모델에서

의 치조골 소실량은 30일후에 조직계측학적으로 협측에서 평균 0.92mm, 설측에서 0.95

였으며, 정상군에서는 치조골 소실량이 협측에서 0.23mm, 설측에서 0.44mm였다 . 이

연구에서는 조직계측학적으로 치주질환군에서 협설측 평균으로 0.67mm, 정상군에서는

0.41mm로 측정되었다. 치주질환군에서 이전의 연구와 차이가 나는 것은 실-결찰 모델

의 결찰 기간의 차이와 쥐의 종에 의한 것으로 사료된다. 이전의 연구는 30일간의 결찰
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을 하였고, 이 연구에서는 21일간의 결찰을 하였다. 조직학적 및 조직계측학적으로 실-

결찰(Silk-Ligature)을 통한 외상적 치은퇴축 및 P. gingivalis LPS에 의한 염증과정을

통해 접합상피의 증식이 관찰되지만, 석류추출물 복합물질이 염증성 싸이토카인들을 억

제함으로써, 치조골 파괴의 진행을 억제하였다. 이는 치주염 발생 후 치조골 파괴가 나

타나고, 이미 파괴된 치조골을 재생하기 위해 시행하는 치주질환 치료 및 재생수술의 필

요성을 고려할 때, 의미 있는 결과로 사료된다. 재생수술 후 임상적으로 치조골 재생가

능성을 고려해 볼 때에도 치주질환모델에서의 치조골 파괴의 초기 억제는 치조골파괴의

예방 측면에서 중요한 의미를 갖는다.

조직계측학적 평가에서 접합상피 치근측 경계에서 치조정경계까지의 거리는 실험에

의해 발생되는 염증에 의한 결합조직 부착량을 나타낸다. 실험 결과, Group 3과 Group

4에서 Group 2에 비해 통계적으로 유의하게 감소된 결합조직 부착량을 나타내었다. 이

결과는 실-결찰에 의한 치은퇴축에도 불구하고 Group 3과 Group 4에서는 치은퇴축에

의한 치조골 흡수가 일어나지 않고, 치조골의 높이가 유지됨으로써, 상대적으로 결합조

직 부착량이 감소된 결과를 나타낸다고 사료된다.
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V. 결론

백서 치아 실-결찰(silk-ligature) 및 P. gingivalis LPS를 이용한 치주질환 유도 모

델을 이용하여 석류추출물의 항염증 및 치조골 흡수 억제 효과를 시험한 결과, 석류 추

출 혼합물을 복용한 쥐에서 치주조직 내에 염증성 싸이토카인들 (COX-1, COX-2)의 발

현이 상당히 감소되었으며, 치주 조직 염증에 의해 진행되는 치조골의 흡수도 통계학적

으로 유의성 있게 억제되었다. 즉, 석류추출물은 치주질환 진행과정에 염증성 싸이토카

인들의 발현을 감소시킴으로써, 치주조직 염증에 의한 치조골 파괴의 진행을 억제하는

기능이 있는 것으로 사료된다.
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