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Fig.1.Scanning electron micrography(SEM)A.The untreated rootsurface has an
amorphousappearance(×3000).B.Thetreated(24% EDTA,2min)rootsurfacehas a
"mat-like"flatappearance(×3000).

Fig.2. Scanningelectronmicrography(SEM)ofhumanperiodontalligamentfibroblast
ofcontrolgroupculturedonnon-treatedrootsurfacefor4weeks.
A.Thediscoidcellhasroughsurfacewithruffles(×5000).B.Thecellsurfacehasa
few peforation(arrow)(×5000).

Fig.3.Scanningelectronmicrography(SEM)ofhumanperiodontalligamentfibroblastof
experimentalgroupculturedonEDTA-treatedrootsurfacefor4weeks.
A.The round-shaped cellhas smooth surface with few ruffles(×5000).B.Roughly
stellate-shaped cell has smooth surface with few ruffles and is attached with
lamellopodia(×5000). C.Thestellate-shapedcellwascoveredwithrufflesandattached
withlamellopodia(×5000).D.Theroundcellhassmoothsurfacewithfew ruffles(×5000).



ABSTRACT
The3-dimensionalattachmentofhumanperiodontalligamentfibroblasts
onperiodontallyinvolvedrootsurfacefollowingtreatmentwithEDTA

:A SEM study

ChoAh-Young,D.D.S.
Advisor:Prof.JangHyun-Sun,D.D.S.Ph.D.
DepartmentofDentistry
GraduateSchoolofChosunUniversity

Thepurposeofthisstudyistoevaluatepossibilitytothe3-dimensionalattachmentof
humanperiodontalligamentfibroblastsonperiodontallyinvolvedrootsurfacefollowing
treatmentwith EDTA .Thehuman PDL fibroblastswasisolated from the
middlethirdoftherootofperiodontallyhealthyteethextractedfororthodonticreasons.
Thecellswerecultured in amedium containing Dulbecco'smodified Eaglemedium
supplementedwith10% fetalbovineserum at37℃ inhumidifiedairwith5% CO2.Eight
single-rootedteethwereobtainedfrom patientsdiagnosedwithperiodontitis.Following
scaling androotplaning,fourteethwereetchedwiththefollowing concentrationsof
24% etylediaminetetraaceticacid(EDTA)fortwominute(Experimentalgroup).Theother
fourteeth wereuntreatedcontrolgroup.ThehumanPDL fibroblastswereplacedin
totalrootsurface and were cultured for4 weeks.The teeth were fixed in 2.5%
glutaraldehydeinPBS beforepreparationforscanning electronmicroscope(SEM).The
humanPDL fibroblasts showedahealthymorphologyonrootsurfacestreatedwith
EDTA(Experimentalgroup) and relatively unhealthy appearance on untreated root
surfaces(Controlgroup).TheresultssuggesttheuseofEDTA favorably affectsthe
3-dimensionalattachmentofhuman PDL fibrobalstsculturedon rootsurfaces,which
mayplayasignificantroleinperiodontalhealingandregeneration.

Key words : human periodontalligament fibrobalsts,periodontally diseased root
surfaces,etylediaminetetraaceticacid,scanningelectronmicroscope



ⅠⅠⅠ...서서서 론론론
치주질환 처치의 궁극적인 목표는 치주질환으로 인해 파괴,소실된 조직의 원상회복을 이
루는 것이다.Melcher1)는 형태-특이세포 재거주설에서 치근면에 이주하는 세포가 새로이
형성될 부착의 성질을 결정한다고 보고함으로서,치주조직의 재생을 위해서는 다양한 분화
능력이 있는 치주인대세포들의 증식을 촉진시키고,그 이외의 결합조직과 상피조직 세포의
증식은 제한시킴으로서 조직재생을 이룰 수 있음을 보고하였다.Karring등2)은 치주인대에
서 유래하는 세포만이 새로운 결합조직을 형성할 잠재력을 가지고 있다고 보고하였으며,
Buser등3,4)은 신부착 형성을 위한 전구세포가 치주인대에 존재한다고 보고하였다.Gottlow
등5)은 치주인대세포는 섬유모세포와 골모세포,백아모세포로 분화,증식이 가능함으로서 치
주조직재생의 중추적 역할을 담당한다고 하였다.이에 치주인대세포의 존재는 치주조직 재
생의 필수조건으로 볼 수 있다.
치주질환에 이환된 치근면은 치주병소의 내독소에 의해 오염되어 구조적,화학적 변화가
일어난다6,7).또한 이러한 감염은 치근표면에 치은과 치주조직 세포의 재부착을 방해하며,치
주창상 치유시 인접조직세포의 증식도 억제한다.치주질환에 이환된 치근면에 기구조작(치
석제거술 및 치근면활택술)을 시행하는 경우 오염물질만 제거되는 것이 아니라 세포의 부착
과 이주를 억제하는 도말층이 형성된다8,9,10).따라서 결합조직 세포가 치근면으로 이동해서
부착할 수 있도록 치근면을 개선하기 해서는 적절한 치근면 처치가 필요하다.치근면 처리
제 도포시 기구조작으로 인해 생긴 도말층이 제거되고11),치근면의 교원기질을 노출시킬 수
있다고 보고되어왔다7,12).Register등13)은 염산처리한 치근면에서 신부착이 일어난다고 했고
여러 종류의 산 중 pH 1의 구연산이 가장 적절하다고 보고하였다.Terranova등14)의 연구
에서는 Tetracycline-HCl(TC-HCl)이 fibronectin의 결합을 증진시켜 섬유모세포의 부착과
성장을 촉진시켰으며,섬유모세포의 부착은 구연산 처리를 한 부위보다 3배 더 높았고,상피
세포의 부착과 성장이 억제되었다고 보고하였다.최근 Blomlof등7)은 중성 pH를 띄는
EDTA용액 사용시 낮은 pH를 띄는 산용액(구연산,TC-HCl)을 사용할 때보다 상아질 표면
에 노출된 콜라겐 섬유를 보다 많이 보존할 수 있으며,낮은 pH사용시 나타나는 노출된 상
아질에 근접한 치주인대의 괴사를 방지할 수 있다고 보고하였다.
최근 Zaman등15)은 치주염에 이환된 치근을 200㎛두께로 절단하여 백악질과 상아질 부위
로 나누어 실험한 결과 EDTA 처리시 사람치주인대섬유모세포 부착을 향상시킬 수 있다고
보고하였다.Chandra등16)은 치주질환에 이환된 치아의 치관부를 제거한 후 치근을 수직으
로 이등분하여 사용한 결과 EDTA 처리시 사람치주인대섬유모세포의 부착이 가능함을 보고
하였다.그러나 지금까지의 연구는 대부분 치근의 절단편을 이용하여 치근표면에 사람치주
인대섬유모세포의 2차원적 부착에 관한 것이었다.치주염에 이환되어 발거된 치아를 EDTA
로 처리한 후 전체 치근 표면에 3차원적으로 배양한 사람치주인대섬유모세포의 부착에 관한
연구는 미비하였다.
이 연구에서는 치주염에 이환되어 발거된 치아를 EDTA로 표면처리한 후 주사전자현미경
적 관찰을 통해 사람치주인대섬유모세포의 부착이 치근 표면 전체에 일어날 수 있는지 보
고,이를 통해 사람치주인대섬유모세포의 3차원적 부착 가능성을 평가하여,향후 치주질환에
이환되어 치주인대를 상실한 치아의 재식립시 응용가능성을 알아 보고자 한다.



IIIIII...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.사람치주인대섬유모세포의 배양
조선대학교 치과대학 부속 치과병원에 내원한 치주조직이 건강한 환자로 교정을 위하여 발
거된 소구치의 치주인대를 환자의 동의하여 채취하여 실험에 이용하였다.소구치에서 얻은
조직들을 무균 작업대에서 항생제가 함유된 Hank'sbalanced saltsolution(HBSS,Gibco
BRL,GrandIsland,NY,USA)으로 수회 세척한 후 해부 현미경하에서 1-2㎣의 크기로 절
단하였다.
절단된 조직 단편들을 60㎜ 세포 배양접시(Flacon,Roskilde,Denmark)에 위치시킨 후 조
직의 이동을 방지하기 위하여 슬라이드 글라스를 조직 위에 올려놓고 10% fetalbovine
serum(FBS,Gibco BRL)이 함유된 Dulbecco's modified Eagle medium(DMEM,Gibco
BRL)을 이용하여 5% CO2,37℃,100% 습도 조건에서 배양하였다.
배지는 이틀에 한번씩 교체하고 세포가 증식함에 따라 계대 배양하여 5세대의 세포를 실험
에 이용하였다.
60㎜ 세포 배양접시에 배양한 5세대의 사람치주인대섬유모세포를 0.25% trypsin/EDTA로
떼어낸 후 1500rpm으로 5분 동안 원심분리시켜 pellet화 하였다.

2.치아 표면 처치 및 배양
치주질환을 원인으로 발거된 단근치 8개를 실험에 사용하였다.우식이나 수복치료 되지 않
은 단지 치주질환에만 이환된 치아만을 사용하였다.치아의 치근부를 평활한 면이 얻어질때
까지 Graceycurette을 사용하여 치근활택술을 시행하였다.치아들은 멸균을 위해 PBS용액
으로 수회세척하여 50㎍/㎖ gentamycinsulphate용액에 24시간동안 보관한 후 대조군 4개
의 치아에는 표면처리를 하지 않고 생리식염수로 세척하였고,실험군 4개의 치아에는 24%
EDTA로 2분간 표면처리하였다.
치아 하나씩 petridish중앙에 위치시킨 후 대조군과 실험군 각각의 3개 치아에는 사람치주
인대섬유모세포를 치근전체에 배양하였고,각 군의 1개의 치아에는 치근표면 비교를 위해
사람치주인대섬유모세포를 배양하지 않았다.4주 동안 배양한 후 2.5% glutaraldehyde고정
액에 담아 3일 동안 전고정시켰다.

3.주사전자현미경적 관찰
고정이 끝난 치아를 고정액에 포함되었던 완충액(0.1M phosphatebuffersolution)으로 시
료를 세척하여 고정액을 씻어낸 후 50%,70%,90%,95%,100%(Ⅰ),100%(Ⅱ)순으로 점차
농도를 높게 한 에틸알코올에 각각 10분씩 통과시켜 탈수시켰다.
OsO4로 후고정하고,백금으로 코팅한 후 주사전자현미경(HITACHIS-4800)으로 관찰하였
다.



ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

1.치근 표면의 주사전자현미경적 소견
생리식염수로 세척한 치근 표면은 도말층으로 보이는 불규칙하고 무정형한 양상으로 관찰
되었다.반면,24% EDTA로 처리한 치근표면은 매트 모양의 평활한 외형을 나타내었다
(Fig.1).
A. B.

Fig.1.Scanning electron micrography(SEM)A.The untreated(saline-treated)root
surfacehasan amorphousappearance(×3000).B.Thetreated(24% EDTA,2min)root
surfacehasa"mat-like"flatappearance(×3000).

2.Saline만 처리한 대조군에서 치근 표면에 부착된 사람치주인대섬유모세포의 주사전자현미
경적 소견
치근표면 관찰시 드물게 분포된 세포를 볼 수 있었다.세포 표면 관찰시 평활하지 않고 주
름과 천공 등이 관찰되었다.또한 lamellopodia같은 세포질의 확장이 거의 보이지 않았다.
(Fig.2).
A. B.

Fig.2. Scanningelectronmicrography(SEM)ofhumanperiodontalligamentfibroblast
ofcontrolgroupculturedonuntreated(saline-treated)rootsurfacefor4weeks.
A.Thediscoidcellwasappearedroughsurfacewithruffles(×5000).B.Thecellsurface
hasafew peforation(arrow)(×5000).

3.24% EDTA로 표면처리한 실험군에서 치근 표면에 부착된 사람치주인대섬유모세포의 주
사전자현미경적 소견



치근 표면에 부착된 사람치주인대섬유모세포의 외형 saline처리한 대조군보다 양호한 소견
을 나타내었다.세포들은 주로 치근표면에 편평하고 넓게 퍼져있는 양상을 띄며 대부분 뚜
렷하게 관찰되었다.
세포표면은 평활하였으며 lamellopodia로 평활하게 이어져 있었고,기질 형성으로 세포가
다층으로 관찰되었다.
세포 관찰시 둥글게 거상되어 달걀 후라이 같은 외형을 보이는 세포들도 관찰할 수 있었으
며,이들 세포에는 보통 2~3개의 lamellopodia가 존재하였다(Fig.3).

A. B.

C. D.

Fig.3.Scanningelectronmicrography(SEM)ofhumanperiodontalligamentfibroblastof
experimentalgroupculturedon24% EDTA treatedrootsurfacefor4weeks.
A.The round-shaped cellhas smooth surface with few ruffles(×5000).B.Roughly
stellate-shaped cell has smooth surface with few ruffles and is attached with
lamellopodia(×5000). C.Thestellate-shapedcellcoveredwithrufflesandattachedwith
lamellopodia(×5000).D.Theroundcellhassmoothsurfacewithfew ruffles(×5000).



VVVIII고고고찰찰찰
치주질환에 이환된 치근면은 치주병소의 내독소에 의해 세포 부착과 이주가 억제되는 표

면 변화가 일어난다.이러한 표면을 개선시키기 위해 기계적 처치 및 화학적 처치가 필요하
다.치근면 처리제는 치근표면을 탈회시키고,도말층을 제거하며11),상아세관을 개방시켜 교
원기질을 노출시킬 수 있다7,12).이전의 여러 연구에서 치주질환에 이환된 치근면에 치근면
처리제 사용시 치주인대섬유모세포의 부착을 향상시킬 수 있다고 보고하였다.Blomlof등7)

은 낮은 pH의 산용액으로 치근면 탈회시 노출된 상아질에 근접한 치주인대의 괴사가 나타
날 수 있으며,중성 pH의 산용액 사용시 상아질 표면에 보다 많은 노출된 콜라겐 섬유를
보존할 수 있다고 하였다.따라서 이 연구에서는 주변 조직을 손상시키지 않는 중성 pH를
띄는 EDTA를 사용하였다.
치주치료의 궁극적인 목표는 치조골,치주인대,백악질 등 파괴된 조직의 재생에 있다.
Cherry등17)은 사람치주인대섬유모세포는 섬유모세포와 골모세포,백아모세포로 분화함으로
서 치주조직의 재생에서 중추적 역할을 담당하며,세포 부착을 평가하기 위한 가장 적합한
세포라고 보고하였다.이 연구에서 사람치주인대섬유모세포는 계대배양 후 5세대의 세포를
사용하였으며,치근면에 배양하기 전에 위상차현미경으로 관찰한 결과 건강한 세포로 관찰
되었다.
이 연구에서는 치주질환에 이환되어 발거된 치아의 전체 치근 표면에 24% EDTA를 사용
하여 치근면 처치를 한 경우와 치근면 처치를 하지 않는 경우에서 사람치주인대섬유모세포
를 4주동안 배양한 후 세포의 부착 양상에 대해 주사전자현미경으로 관찰하였다.그 결과
모든 치아에서 세포의 부착이 관찰되었으나,EDTA를 처리한 치근면에서 좀 더 많고 양호
한 세포의 부착이 관찰되었다.부착된 세포의 외형은 대체로 납작한 원반모양을 띄거나 퍼
진모양,또는 방사상 형태 등을 나타내었고,부착된 세포의 표면은 대부분 평활한 형태를 보
였고 드물게 물결모양도 관찰되었으나,수표나 천공 형태는 관찰되지 않았다.또한 filopodia,
lamellopodia에 의해 치근표면에 부착된 양상을 관찰할 수 있었으며 세포기질을 통해 세포
간 연결을 관찰할 수 있었다.반면,치근면처치를 하지 않고 식염수만 처리한 대조군에서는
치근표면에 부착된 세포가 드물게 분포되어 있으며 lamellopodia와 같은 세포질의 확장은
관찰되지 않으며 표면에 수포나 천공,주름이 관찰되어 건강하지 않은 세포의 외형을 보였
다. Balto등19)과 Al-Nazhan20)은 사람치주인대섬유모세포의 정상적인 외형은 표면에 수포
나 주름이 거의 없는 비교적 평활한 표면을 갖으며 lamellopodia에 의해 치근표면에 부착되
어 있다고 보고하였다.Al-Nazhan등21)은 손상된 세포의 경우 세포질의 수축에 의해 표면
에 수포형태가 관찰될 수 있다고 보고하였으며,Payne등22)은 표면에 천공형태가 관찰되는
것은 세포의 고사시키는 광범위한 세포손상을 나타낸다고 보고하였다.따라서 EDTA로 치
근면처치를 하는 경우 건강한 사람치주인대섬유모세포의 부착을 향상시킬 수 있다고 생각된
다.이것은 EDTA로 처리한 치주질환에 이환된 치근면에 사람치은섬유모세포의 부착에 관
한 Fardal과 Lowenburg의 실험 결과와 동일하게 나타났다.또한,최근 Zaman15)과 Chandra
등16)은 EDTA를 사용하여 치주질환에 이환된 치근면 처리시 사람치주인대섬유모세포의 부
착을 향상시킬 수 있다고 보고하였다.그러나 이전의 연구 방법을 살펴보면,대부분 치근절
편을 사용하거나15),치관부를 제거하고 치근을 수직으로 분리하여 실험하였다16).
그러나,이 연구에서는 치주질환에 이환되어 발거된 치주인대를 상실한 치아를 절단하지



않고 그대로 사용하여,치근면 처치 후 세포를 배양한 결과 모든 치아면에서 사람치주인대
섬유모세포의 부착을 관찰할 수 있었다.따라서 치주인대가 전혀 없는 치근에 사람치주인대
섬유모세포를 배양한 경우 실제 치근표면에 3차원적으로 일어날 수 있음을 시사한다.또한,
이러한 결과는 향 후 치주적으로 발거된 치아의 재식시 응용할 수 있는 기반이 되리라 생각
된다.
또한 이 연구에서는 주사전자현미경으로 관찰하기 위해 치아를 에탄올에 순차적으로 통과
시켜 건조시키는 방법을 사용하였다.그 결과 세포 외형 관찰시 다소의 수축소견을 관찰할
수 있었다.따라서 치근표면에 부착된 사람치주인대섬유모세포의 분화,성장가능성에 대한
연구를 위해서는 세포의 외형을 정확히 보존하여 관찰할 수 있는 임계점 건조 방법을 고려
해 보아야 할 것으로 생각된다.



ⅤⅤⅤ 결결결론론론
이 연구에서 저자는 치주염에 이환되어 발거된 사람치주인대섬유모세포가 소실된 치아에
EDTA로 치근면 처치 후 사람치주인대섬유모세포를 배양시 치근표면 전체에 세포가 부착함
을 관찰할 수 있었다.이에 우리는 사람치주인대섬유모세포의 부착이 실제 치근표면에 3차
원적으로 일어날 수 있음을 제안할 수 있다.
앞으로 치근표면에 부착된 사람치주인대섬유모세포의 분화,성장가능성에 대한 연구와 임
상에서 치주질환에 이환되어 치주인대를 소실한 치아의 재식립시 이용하기 위한 연구가 더
필요할 것으로 사료된다.
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