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국국국문문문요요요약약약

압력 저속 냉동이 쥐 치아 치주인대세포에 미치는 영향

본 연구의 목적은 흰 쥐의 상악 대구치를 발거한 후 압력 저속 냉동 보관법으로 냉동 보관
한 후 MTT,WST-1검색법과 TUNEL검사법을 이용하여 치주인대세포의 활성도와 세포
사멸도를 다른 냉동 보관법과 비교,측정하고자 하였다.
생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐의 상악 좌우 제 1,2대구치를 발거하여 각 군 당
18개의 쥐 치아를 MTT,WST-1검색에 이용하였고 6개의 치아를 TUNEL검사에 이용하
였다.실험군은 5개군으로 대조군은 즉시 발치군이며,4℃ 냉장고에 일주일간 보관한 냉장
군,발치 후 동해방지제 처리과정을 거쳐 -196℃의 액화질소에 넣어 냉동한 급속 냉동군,
4℃에서 -35℃까지 -0.5℃/min속도로 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃에 냉동한 저속 냉동군,
3MPa의 압력을 가하고 -0.5℃/min속도로 4℃에서 -35℃까지 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃
에 냉동한 압력 저속 냉동군으로 나누었다.보존액은 Fmedium을 사용했으며 동해방지제로
10% dimethylsulfoxide(DMSO)를 사용하였다.치근면을 단위면적으로 표준화하기 위해
MTT,WST-1 측정값을 Eosin 염색 후 530nm에서 측정한 흡광도 값으로 나누었다.
TUNEL검사 시 각 조직슬라이드에서 400배 크기의 현미경 시야에서 임의로 세 부분을 지
정하여 정상 세포수와 양성 세포수를 세어 그 비율을 계산하여 각 실험군 당 평균치를 구하
였다.통계 분석을 위해 onewayANOVA를 시행하였으며 사후 검정으로는 Tukey방법을
사용하였고 결과는 다음과 같다.

1.MTT 검색에 의한 흡광도를 Eosin염색 후 측정한 흡광도로 나눈 값에서는 압력 저속
냉동군은 즉시 발치군보다 유의성 있게 세포 활성도가 낮았으나(p<0.05),저속 냉동군이나
냉장군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를 보이며 통계적 유의성이 있었다(p<0.05).급속
냉동군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를 보였지만,통계적 유의성은 없었다.

2.WST-1검색에 의한 흡광도를 Eosin염색 후 측정한 흡광도로 나눈 값에서도 MTT 검
색과 마찬가지로 압력 저속 냉동군에서는 즉시 발치군보다 유의성 있게 세포 활성도가 낮았
으나(p<0.05),저속 냉동군이나 냉장군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를 보이며 통계적 유
의성이 있었다(p<0.05).급속 냉동군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를 보였지만,통계적
유의성은 없었다.
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3.TUNEL검사 결과는 모든 군들이 세포 사멸도에 있어서 통계적으로 유의한 차이를 보
이지 않았다.1)

 핵심되는 말:치주인대세포,MTT,WST-1,TUNEL,활성도,저속 냉동,급속 냉동,압력 저속 냉동
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지도교수 <이 승 종>

연세대학교 대학원 치의학과
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III...서서서론론론

우식이나 치주질환,외상으로 인해 상실된 치아를 수복하는 방법으로 보철치료,임플란트,
치아이식이 있다.최근 임플란트가 널리 보급되어 사용되고 있으나 골의 양이 부족한 결손
부위에서는 골 이식이 추가적으로 필요하고 성장기 환자에서는 사용할 수 없으며 자연치와
같은 치근막의 감각 기능을 가질 수 없고 고가의 비용과 시간이 필요한 단점이 있다.그러
나,치아이식은 생리적인 치주 인대가 재생되어 자연치와 유사한 기능을 유지할 수 있고 성
장기 환자에서도 자연치와 같은 수준으로 기능이 회복될 수 있으며 비용과 시간의 감소 등
의 장점이 있다.

치아 이식은 환자의 나이,치근 발육 정도,이식치의 형태,이식와의 감염여부,수술 중
외상,고정의 형태 등에 의해 예후에 영향을 받게 되며 이중 이식치의 치근면에 있는 건전
하고 생활력 있는 치주인대세포의 존재가 치아 이식 성공률을 결정짓는 가장 중요한 요소로
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(Schwartz 1983,1985,Kristerson 1985,Lindskog 1983,Melcher 1970,Andreasen,J
PeriodontRes1981)이식치아의 치주인대세포의 활성도를 유지하기 위해 많은 시도가 있어
왔다.

일반적으로 세포의 활성도를 장기간 유지하는 방법으로 저온보존법과 냉동보존법이 있다.
저온보존법은 얼음이 어는 온도 전까지 온도를 낮춰 세포 대사를 감소시켜 보관하는 방법으
로 심장,간,췌장,신장 등 전체 기관의 단기간 보존에 사용된다(Rubinsky,2003).냉동보존
법은 세포를 장기간 보관할 때 많이 사용되고 냉동과 해동 과정에서 얼음 결정과 증가된 용
질의 축적으로 인한 삼투압의 증가로 인한 세포 손상이 올 수 있다(Rubinsky,2003,
Schwartz,1992).이러한 세포 손상을 줄이기 위해 많은 방법들을 시험해 왔으며 대표적으
로 동해방지제의 사용과 다양한 냉동 방법의 개발을 들 수 있다.

대표적인 동해방지제인 DMSO는 세포질 내로 침투해서 냉동 과정 중에 전해질의 농도를
감소시키고 삼투압에 의한 세포 수축을 감소시키고 세포 내 얼음결정체가 생겨 세포막이 파
괴되는 것을 막는다(Mazur,1984,Schwartz,1992).그러나,DMSO는 농도,노출시간,온도
에 따라 세포 자체에 대한 독성을 보일 수 있다.(NeuliebRL,1990)정자,세균,혈액 줄기세
포를 냉동한 연구에서도 DMSO의 임상적 안정성이 이미 확인되었으며(Makino,1991,
Katayam Y,1997)치주인대세포도 속도 조절 냉동기로 DMSO와 같이 냉동했을 때 대부분
이 생존한다는 것이 입증되었다(Schwartz,2002).

냉동보존을 위한 다른 접근법으로 최근 일본에서는 미소자장을 이용한 프로그램 냉동고
(CellAliveSystem)를 이용하여 세포 핵내,세포내,세포외 물분자를 자기장에 의해 진동시
켜 결정화를 억제해 과냉각 상태를 유지하다가 세포,냉동 보존액 전체를 동시에 냉동하게
하는 시도가 있었다.(Kawata,2005,Kaku,2007)이 특수한 자장 냉동고를 사용하여
Kawata는 쥐 치아를 15mA 자기장으로 -0.5℃/min속도로 -30℃까지 3일간 냉동 보관했을
때 급속 냉동을 하는 것보다 좋은 결과를 얻었다고 보고하였으며 Kaku는 사람의 치주인대
세포를 75mA자기장으로 -0.5℃/min속도로 -30℃까지 3일간 냉동 보관했을 때 세포활성도
가 제일 높았다고 보고하였다.Ahn(2008)도 쥐 치아를 -0.3℃/min 속도로 -20℃까지
21.7mA,60Hz,1G의 자기장을 이용하여 프로그램 냉동을 시도하였으나 급속,저속 냉동한
군 사이에 유의한 차이는 없다고 보고하였다.

또 다른 접근법으로 고압 하에서 냉동시킴으로서 세포의 손상을 줄이고자 하는 방법을
생각할 수 있다.210MPa고압 하에서는 물의 상변이 온도가 0℃에서 -21℃로 내려가므로
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낮은 온도에서도 얼지 않은 상태로 보관할 수 있어(Schluter,2004)식품공학 분야에서 이를
이용한 연구가 진행되어 왔다.대기압 상태에서 냉동했을 때는 크기가 크고 불규칙한 다양
한 직경의 결정들이 형성되는데 비해 식품 고압 냉동 방법(Pressure ShiftFreezing,
PressureAssistFreezing)은 압력을 주어 0℃ 아래에서 과냉각 상태로 존재하다가 압력이
해소되면서 조직에 최소한의 손상을 주면서 결정이 작고 균일하게 형성(Zhu 2005,
Schluter2004)되어 식품의 맛과 질을 향상시킬 수 있다.

의학 분야에서도 세포의 생존률을 증가시키기 위해 압력을 이용한 시도가 있었다.
Kazunori(2007)가 쥐의 장을 5atm의 고압(HyperbaricOxygenPressure)하에서 2일간 저온
보존 후 이식했을 때 1atm에서 저온 보존한 것보다 더 좋은 이식 결과를 보였다고 하였고,
Takahashi(2000,2001)는 냉동에 따른 손상을 피하기 위해 30MPa까지의 고압(High
HydrostaticPressure)하에서 0℃에서는 1시간 동안 쥐의 간을 저온 보존하는 것이 가능하
고 5MPa고압(HighHydrostaticPressure)하에서는 -2℃에서 5시간 동안 쥐의 간을 냉동
시키지 않고 저온 보존할 수 있다고 하였다.이에 더 나아가 Pribenszky(2005)는 쥐의
embryo를 30분간 실온에서 60MPa고압(HighHydrostaticPressure)처리한 후 냉동 보관했
을 때 생존률이 증가하였고 Pribenszky(2008)와 Du(2008)도 돼지 난자를 20,40MPa압력을
가한 후 냉동 보관했을 때 생존률이 증가하였다고 하였다.이런 고압(High Hydrostatic
Pressure)은 치사량에 가까운 스트레스로 작용해 heat shock proteins(HSPs) 70과
(Kaarniranta,1998)heatshockproteins(HSPs)90β의 생산을 유도한다고 한다(Elo,2003).
이 HSPs은 세포의 환경에 대한 스트레스 저항성을 증가시켜 냉동과 같은 환경에서도 세포
를 보호해 생존률을 증가시켰다고 보고하고 있다(Du,Pribenszky,2008).

세포의 활성도를 측정하기 위한 검사로서 Tetrazolium-basedcolormetricassay(MTT)
검색법은 배양된 세포와 조직의 생존 능력을 보는 가장 널리 알려진 방법이다(Martin,
2000).이 방법은 대사과정이 온전한 세포의 미토콘드리아 탈수소효소가 노란색 수용성
tetrazolium salt인 MTT(3,4[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)를
자주색을 띄는 비수용성의 formazan결정으로 환원시키는 원리를 이용하여 formazan결정
을 DMSO에 용해시켜 570nm의 파장에서 흡광도를 측정한다.이 흡광도는 살아있는 세포에
의해 MTT가 환원된 양을 나타내며 생존세포 수와 비례한다.

Kim(2007)등은 쥐 치아를 즉시 발치군,1시간 건조군,1시간 viaspan보관군에서 재식
후 치주인대 세포의 활성도를 MTT로 평가하였을 때 조직학적 소견과 일치함을 보고하여
MTT 검색법이 치주인대세포 활성도를 평가하는데 유용한 방법이라고 하였다. 또
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Jeon(2006)등도 쥐 치아를 발치 후 실온 상태에서 시간 변화에 따른 치근면의 치주인대세
포의 활성도를 MTT 검색법과 냉동 절단법을 이용한 조직학적 소견과 일치함을 보고하여
MTT 검색법이 치주인대세포 활성도를 평가하는데 유용한 방법임을 보고하였다.

WST-1(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate)검색법 역시 세포 증식 및 생존 능력,약제에 대한 세포 독성을 평가할 때 사
용된다(Berridge, 1996). 이 방법은 MTT와는 다른 약한 붉은 색의 tetrazolium
salts(WST-1)을 세포내 미토콘드리아 탈수소효소가 분해하여 진한 붉은 색의 formazan결
정으로 환원시키는 원리를 이용하며 450nm의 파장에서 흡광도를 측정한다.이 흡광도는 살
아있는 세포에 의해 WST-1이 환원된 양을 나타내며 생존세포 수와 비례한다.WST-1검
색법은 동위원소를 사용하지 않으며 시약을 녹이기 위한 유기용매를 사용하지 않아 안전하
며 동일 계통의 기질인 MTT가 비수용성의 formazan 결정으로 환원시키는 데 반해
WST-1은 수용성 formazan결정으로 환원시켜 추가적인 단계 없이 측정할 수 있으므로 고
감도의 결과를 보장하여 MTT보다 민감도가 뛰어나다(Alotto,Ariotti,2002).

냉동과 해동 과정은 DNA 분절과 세포사멸과 관련된 유전자 전사 증가와 같은 손상을 일
으킬 수 있다(Park.2006,Honda,2001).냉동 과정 중에 세포막 단백질은 분리되고 세포막
지질이 분리되기도 하는 세포막 구조에 변화가 오면서 세포막의 누출이 일어나 필요 없는
이온이 들어가고 세포막에 있는 이온 펌프 효율이 감소하면서 세포내 구성과 농도의 변화가
오며 단백질이 변성되고 세포 골격이 손상되면서 세포사멸(apoptosis)이 일어난다(Rubinsky,
2003).이런 세포사멸을 검사하는 방법으로 TUNEL 검사(Terminal deoxynucleotidyl
transferase(TDT)-mediateddUPT-biotinnickendlabeling)가 있다.이 검사의 원리는 세
포 사멸체(apoptoticbody)가 생화학적으로 세포 핵 안의 DNA가 분해되는 과정을 거친다는
점에 착안하여 이때 노출되는 3'-OH 가에 TdT(Terminaldeoxynucleotidyltransferase)의
매개로 표지된 nucleotide를 붙이는 것이다.먼저 조직에 단백질 분해 효소 처리를 해서 핵
안으로 시약들이 침투할 수 있는 조건을 만들고 DNA에 결합한 표지된 nucleotide는
peroxidase를 매개로 한 통상적인 면역 화학적 기법에 의해 신호를 증폭한 후 관찰할 수 있
게 된다.이 검사는 방법이 비교적 쉬우며 파라핀 조직에서의 검출이 가능하여 후향적 검사
가 가능하고 정량 분석이 가능하다는 장점이 있어 임상에서의 적용이 용이하다(Wijsman
JH,1993).
냉동 보존된 토끼의 대동맥을 해동방법에 따른 세포 손상 정도를 TUNEL검색법으로 보

고자 한 시도(OhYM,2004)가 있었으며 Oh(2005)등은 인간의 치아를 급속 냉동 보관한
후 치주인대 세포의 활성도를 MTT 검색법과 TUNEL검색법으로 검사시 결과가 일치함을
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보고하였고 Ahn(2008)도 쥐 치아를 냉동 보관한 후 치주인대 세포의 활성도를 평가시
MTT 검색법과 TUNEL검색법의 결과가 일치함을 보고하였다.

이에 본 연구의 목적은 흰 쥐의 상악 대구치를 발거한 후 치주인대세포를 압력을 이용한
저속 냉동 보관법으로 냉동 보관시 MTT 검색법,WST-1검색법,TUNEL검사를 이용하
여 측정한 치주인대세포의 활성도와 사멸도를 저속 냉동법,급속 냉동법,냉장 보관법과 비
교하여 평가하는 것이다.
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IIIIII...실실실험험험재재재료료료및및및방방방법법법

1.실험 대상 및 전 처치

생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐 25마리를 사용하였다.발치를 용이하게 하기
위해 0.4% β-aminoproprionitrile(β-APN,Sigma,St.Lousis,MO,USA)를 함유한 Purina
분말과 물을 발치 전 3일간 공급하였다.
마취는 Tiletamine(Zoletil50,Virbac,Carros,France)1cc를 이용하여 피하 주사하였다.

마취가 유도된 후 날카로운 탐침으로 peritomy를 시행한 후 조직 겸자를 이용하여 치관을
잡고 최소한의 외상을 가하면서 접근이 가장 용이한 좌우측 상악 제 1,2대구치를 모두 발
거하였다.이때 발치와 주변의 출혈은 면봉으로 조절하고 발치 후에는 치근의 파절 여부를
현미경을 사용하여 확인하였다.

2.실험 방법

실험에 사용한 보관 용액인 F medium은 Dulbeco'sModifiedEagleMedium(DMEM,
Gibco-BRL,NY,USA)과 Ham'snutrientmixturesF12(Gibco-BRL,NY,USA)를 3:1의
비로 섞고 10% fetal bovine serum(FBS)와 항생제 penicillin (100units/㎕),
streptomycin(100㎕/㎖),fungizone(0.3㎍/㎖)을 첨가하여 제조하였다.

냉동시 세포질내 동해방지제로는 10% dimethylsulfoxide(DMSO,SigmaChemicalCo.,
St.Louis,MO,USA)를 사용하였다.

가.실험군 분류
대조군으로는 즉시 발치군을 사용하였다.각 군 당 5마리의 쥐에서 18개의 치아를 발거하
여 MTT 검색법과 WST-1검색법에 사용하였다.

1군:즉시 발치군
치아를 발거하자마자 PBS에 세척한 후 실험에 이용하였다.

2군:냉장군
치아를 발거하고 PBS세척한 후 2㎖ 냉동튜브에 Fmedium 1㎖ 와 함께 담아 4℃ 냉장
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고에 일주일간 보관한 후 실험에 이용하였다.

3군:급속 냉동군
발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-medium에 2.5%,5%,7.5% DMSO를

첨가한 용액에 5분간씩 단계적으로 담근 뒤 2㎖ 냉동튜브에 Fmedium과 10% DMSO 혼합
용액 1㎖ 와 함께 넣고 5분 후 -196℃ 액화질소 냉동고에 넣어 냉동시켜 일주일간 보관하
였다.

4군:저속 냉동군
발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-medium에 2.5%,5%,7.5% DMSO를

첨가한 용액에 5분간씩 단계적으로 담근 뒤 2㎖ 냉동튜브에 Fmedium과 10% DMSO 혼합
용액 1㎖와 함께 넣고 5분 후 속도조절 냉동기에 넣어 4℃ 냉장온도에서 -35℃까지 -0.5℃
/min로 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃ 액화질소 냉동고에 넣어 일주일간 보관하였다.

5군:압력 저속 냉동군
발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-medium에 2.5%,5%,7.5% DMSO를

첨가한 용액에 5분간씩 단계적으로 담근 뒤 2㎖ 냉동튜브에 Fmedium과 10% DMSO 혼합
용액 2㎖를 넣고 뚜껑 부위를 테이프(NASASEAL®,HanYangChemical,P.T.F.E.Thread
sealTape,Seoul,Korea)로 밀봉하였다.5분 기다리는 동안 압력통(Geumsung Science,
Seoul,Korea)안에 냉동튜브를 4개 넣고 스패너로 잠근 뒤 속도조절 냉동기(Low Temp
FreezerDryingChamberKS5045,GeumsungScience,Seoul,Korea)에 넣고 압력통에 압
력을 3MPa로 가하고 4℃에서 -35℃까지 -0.5℃/min로 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃ 액화질
소 냉동고에 넣어 일주일간 보관하였다.
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Figure1.Schematicdiagram ofprogram freezerwithpressurevessel.
a.Oxygencontainer:3MPaofpressure
b.Program freezer
c.Pressurebottle
d.2㎖ Cryotube:1㎖ Fmedium +10% DMSO
e.Toothtreated10% DMSO
f.Pressurevalve
g.Thermometer

나.냉동군의 해빙 방법

급속 냉동군과 저속 냉동군의 냉동한 치아를 냉동튜브 채로 -196℃ 액화질소 냉동고에서
꺼내어 37℃ 수욕조에 넣어 해빙하였다.압력 냉동군은 압력통을 액화질소 냉동고에서 꺼내
어 압력을 해소하고 안에 든 냉동튜브를 꺼내 37℃ 수욕조에 넣어 해빙하였다.
2㎖ 냉동튜브 속의 보관용액이 완전히 액체 상태로 되었을 때 수욕조에서 꺼내 치아를

7.5%,5%,2.5%,0% DMSO가 첨가된 용액에 5분씩 순차적으로 담궈 DMSO를 제거한 후
MTT 검색,WST-1검색과 TUNEL검사에 사용하였다.
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2-1.MTT 검색 (3,4[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
각 실험군의 처리가 끝난 뒤에 96-wellplate에 MTT 용액(0.05㎎/㎖,SigmaChemical

Co.,St.Louis,MO,USA)200㎕를 넣고 각 군별 치아를 MTT 용액이 있는 well에 담았다.
알루미늄 호일로 96-wellplate를 싸서 3시간 동안 37℃ 회전진탕기에 배양하였다.3시간 후
DMSO 150㎕를 넣은 well에 치아를 옮기고 15분간 회전진탕하여 형성된 MTT formazan
결정을 녹여 내었다.15분 후 치아를 제거하고 DynatechMRX ELISA microplatereader
(Dynatechlaboratories,Chantilly,VA,USA)에 넣고 570nm 파장에서 흡광도를 측정하였
다.

2-2.WST-1검색 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate)

각 실험군의 처리가 끝난 뒤에 96-wellplate에 WST-1용액(20㎕,CellProliferation
ReagentWST-1;RocheAppliedScience,Mannheim,Germany)200㎕를 넣고 각 군별 치아
를 WST-1용액이 있는 well에 담았다.알루미늄 호일로 96-wellplate를 싸서 4시간 동안
37℃ 회전진탕기에 배양하였다.치아를 제거하고 DynatechMRX ELISA microplatereader
(Dynatechlaboratories,Chantilly,VA,USA)에 넣고 450nm 파장에서 흡광도를 측정하였
다.

2-3.치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정

실험에 사용된 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양을 정량적으로 측정하기 위해
MTT 검색과 WST-1검색 실험 후 각 군의 well에서 제거된 치아를 각 군별로 96-well
plate에 넣고 Eosin(Accustain,sigma-aldrichchemie,Gmbh,Germany)350㎕를 첨가하여
12시간 정도 염색을 한 후 치아를 제거하고 다른 well에 넣어 1% acidalcohol(70% ethyl
alcohol,1% HCL)350㎕에 30분간 담가두어 치근면에 염색된 치주조직을 탈색시켰다.
치아를 꺼낸 뒤 Dynatech MRX ELISA microplate reader (Dynatech laboratories,

Chantilly,VA,USA)에 넣고 530nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

2-4.Terminaldeoxynucleotidyltransferase(TDT)-mediated dUPT-biotin nick end
labeling(TUNEL)검사
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각 실험군에 의해 준비된 치아 6개를 4% paraformaldehyde가 든 2㎖ 튜브에 담근 후 조
직을 고정하여 보관하였다가 탈석회화한 후 파라핀에 포매하였다.
4㎛ 두께로 조직을 절편한 후 silanecoatingslide(Mutopurechemicalco.Ltd,Tokyo,

Japan)에 고정하였다.각 조직 슬라이드를 Tris-HCL용액(pH 8.0)에서 10분 동안 전처리하
고 20분간 proteinaseK(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)로 처리하여 조직을
digestion하였다.PBS 용액으로 수세한 뒤 3% hydrogen peroxide(H2O2)로 조직에 있는
peroxidase를 불활성 시킨 후 PBS로 다시 수세하였다.면역조직화학적 관찰을 위한 양성대
조군에 대해 DNA buffer로 10분간 전 처리하고 DNase I(F.Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland)로 20분간 반응시켜 인위적으로 DNA를 단편화시켰다.
Transferase-mediated deoxyuridin triphosphated(TdT,Sigma ChemicalCo.,St.Louis,
MO, USA) buffer에서 15분간 전 처리한 후 Terminal deoxytransferase와
Biotin-16-2'-deoxy-uridine-5'-triphosphate(dUTP,F.Hoffmann-La Roche Ltd,Basel,
Switzerland)로 37℃에서 2시간 30분 동안 반응시켜 dUTP를 표지하였다.음성 대조군에서
는 TdT 효소를 처리하지 않았다.TBbuffer에서 10분간 담궈서 반응을 중지시킨 후에 2%
Bovine serum albumin(BSA,Sigma ChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)로 15분간
blocking하였고,PBS로 수세 후 streptavidin-peroxidase(SigmaChemicalCo.,St.Louis,
MO,USA)로 30분간 반응시켜 3,3'-diaminobenzidine(DAB,Vector laboratories,Inc.
Burlingame,CA,USA)로 발색시켰다.대조염색은 nuclearfastred를 이용하였으며 다시
70%,90%,100% 에틸알코올로 탈수하여 봉입하였다.TUNEL검사에 양성인 치주인대세포
의 각 조직슬라이드에서 400배 크기의 현미경(Vanox-S,Olympus,Japan)시야에서 임의로
세 부분을 지정하여 양성 세포수와 전체 세포수를 계산하여 백분율을 구하였다.

3.통계처리

대조군과 각 실험군에서 MTT 검색,WST-1검색에서 얻은 흡광도를 Eosin염색에서 얻
은 흡광도로 나눈 수치의 차이를 SPSS 12.0(SPSS,Chicago,Illinois,USA)을 이용한
ANOVA를 사용하여 분석하였으며 사후 검정으로는 Tukey의 방법을 썼다.TUNEL검사를
시행한 결과도 SPSS12.0(SPSS,Chicago,Illinois,USA)을 이용한 ANOVA를 사용하여 분
석하였으며 사후 검정으로는 TukeyHSD방법을 사용하였다.
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IIIIIIIII...결결결과과과

1.MTT 검색

치근면의 면적으로 나누어진 값인 MTT/Eosin비율은 냉장군,급속 냉동군,저속 냉동군,
압력 저속 냉동군은 즉시 발치군보다 통계적으로 유의하게 낮은 세포 활성을 보였으며
(p<0.05)압력 저속 냉동군은 급속 냉동군보다 높은 수치였으나 유의한 차이가 없었고 냉장
군과 저속 냉동군보다 유의성 있게 높은 세포활성도를 보였다(p<0.05).그러나,냉장군은 압
력 저속 냉동군,급속 냉동군,저속 냉동군,즉시 발치군과 통계학적으로 유의한 차이를 보
이며 가장 낮은 세포 활성을 보였다(p<0.05).

Table1.TheaveragesandstandarddeviationsofopticaldensityofMTT.

Samelettersarenotsignificant(p>0.05).
ThevaluesofMTT1areproportionaltothevitalityofthecells.ThevaluesofEosin2

are proportionalto the area ofthe periodontalligamentcells.So,The values of
MTT/Eosin3meansthevitalityoftheperiodontalligamentcellsperunitarea.

2.WST-1검색

치근면의 면적으로 나누어진 값인 WST-1/Eosin비율은 냉장군,급속 냉동군,저속 냉동
군,압력 저속 냉동군은 즉시 발치군보다 통계적으로 유의하게 낮은 세포활성을 보였으며
(p<0.05)압력 저속 냉동군은 급속 냉동군보다 높은 수치였으나 유의한 차이가 없었고,냉장
군과 저속 냉동군보다 유의성 있게 높은 세포활성도를 보였다(p<0.05).냉장군은 압력 저
속 냉동군,저속 냉동군,급속 냉동군,즉시 발치군과 통계학적으로 유의있게 가장 낮은 세

Groups MTT
1

Eosin
2

MTT/Eosin
3

Immediatelyextraction 3.01±0.25 0.49±0.11 6.45±1.46
a

Coldpreservation 0.81±0.26 0.42±0.11 2.08±0.94
b

Rapidfreezing 1.60±0.37 0.45±0.12 3.69±1.03
c,d

Slow freezing 1.62±0.24 0.47±0.13 3.62±0.88
c

Slow freezingunder
pressure

1.94±0.44 0.44±0.14 4.71±1.24
d



- 12 -

포 활성을 보였다(p<0.05).

Table2.TheaveragesandstandarddeviationsofopticaldensityofWST-1.

Samelettersarenotsignificant(p>0.05).
ThevaluesofWST-11areproportionaltothevitalityofthecells.ThevaluesofEosin2

are proportionalto the area ofthe periodontalligamentcells.So,The values of
WST-1/Eosin3meansthevitalityoftheperiodontalligamentcellsperunitarea.

3.TUNELtest

각 실험군 당 6개의 치아를 이용하여 전체 세포수에 대한 양성 세포수의 비율을 구해 각
군별로 평균 및 표준 편차를 구해 onewayANOVA를 시행한 결과 압력 저속 냉동군은 세
포 사멸에 있어서 즉시 발치군,급속 냉동군,냉장군에 통계적으로 유의한 차이가 없었다
(p>0.05).각 실험군 별로 400배 크기의 현미경 시야에서 양성 세포를 관찰했을 때 저속 냉
동군에서는 모두 양성세포가 관찰되지 않았으며 즉시 발치군,급속 냉동군,압력 저속 냉동
군에서는 4개의 치아에서,냉장군에서는 5개의 치아에서 양성 세포가 국소적으로 분포함을
관찰할 수 있었다.

Groups WST-1
1

Eosin
2

WST-1/Eosin
3

Immediatelyextraction 2.31±0.33 0.49±0.13 4.96±1.23
a

Coldpreservation 0.58±0.19 0.39±0.12 1.50±0.32
b

Rapidfreezing 1.08±0.22 0.42±0.15 2.83±0.95
c,d

Slow freezing 1.11±0.32 0.5±0.20 2.46±1.00
c

Slow freezingunder
pressure

1.34±0.21 0.41±0.10 3.41±0.81
d
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Figure 2.The averages and standard deviations ofpercentage ofpositive cells by
TUNELtest.

Figure3.ThemicrograghofimmediatelyextractiongroupbyTUNELtest(x400).
Brownstainedcellsarepositivecells(byarrow).
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Figure4.ThemicrograghofcoldpreservationgroupbyTUNELtest(x400).
Brownstainedcellsarepositivecells(byarrow).

Figure5.ThemicrograghofrapidfreezinggroupbyTUNELtest(x400).
Brownstainedcellsarepositivecells(byarrow).
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Figure6.Themicrograghofslow freezinggroupbyTUNELtest(x400).

Figure7.Themicrograghofslow freezingunderpressuregroupbyTUNELtest(x400).
Brownstainedcellsarepositivecells(byarrow).
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IIIVVV...고고고찰찰찰

냉동보존은 치아가 상실된 부위에 자가치아이식으로 수복을 계획했으나 수여부위가 너무
작아 교정치료를 해야 하는 경우나 교정 치료 중에 발치된 치아를 보관하여 미래에 자가치
아이식이나 타가치아이식을 위해 치아은행을 만드는데 있어서 새로운 가능성을 열어주었다
(Schwartz,1985,1992).
여러 연구에서 냉동이 치주인대세포의 재생에 영향을 미치지 않는 것을 보여주었고

Kawasaki(2004)는 속도조절냉동기를 이용하여 냉동된 치아의 치주조직의 재생이 비록 느리
지만 즉시 발치하여 재식된 치아의 치주조직 재생과 유사하다는 것을 관찰하였다.
그러나,세포를 냉동 보존하는 과정에서 세포가 손상 받을 수 있다.
-5℃까지는 보존액 내에 포함된 동해방지제로 인해 어는점이 낮아져서 세포와 주위 보존

액은 얼지 않고,-5℃와 -15℃ 사이에서는 세포 외부 보존액에서 얼음이 형성되나 세포막이
얼음이 세포질 내로 성장하는 것을 막기 때문에 세포는 얼지 않고 과냉각된다(Mazur,1984,
Gaeo,2000).세포내 과냉각된 수분은 부분적으로 동결된 세포 외부 보존액보다 높은 화학
적 전위를 가져서 세포 외부로 흘러나와 얼게 된다(Mazur,1984,Gaeo,2000).이후 일어나
는 세포 내 변화는 냉동속도에 따라 달라진다.냉동속도가 너무 빠르면 세포 내 수분이 삼
투압으로 빠져나가기 전에 과냉각되면서 생긴 세포 내 얼음 결정체에 의해 세포가 손상 받
게 된다.그러나,냉동 속도가 너무 느리면 세포 외부에 얼음이 형성됨에 따라 용액의 농도
가 증가하여 세포 내 수분이 세포 외로 이동하여 세포 내 용질의 농도가 증가하고 세포는
수축하게 된다(Mazur,1984,Pegg2002,Gaeo,2000).따라서,세포를 냉동할 때 손상을 줄
일 수 있는 적절한 냉동 속도와 방법을 결정하고 동해방지제 사용을 하는 것이 필요하다.

프로그램 냉동 속도 조절기를 이용한 저속 냉동은 냉동으로 인한 손상을 줄일 수 있다
(Kawasaki,2004).Andreasen(1992)은 -35℃ 까지 -0.5℃/min속도로 저속 냉동,-100℃ 까
지 -6℃/min속도로 냉동한 뒤 -196℃까지 급속 냉동할 것을 권하였고,Kawata(2005)와
Kaku(2007)는 쥐 치아를 자기장으로 -0.5℃/min속도로 -30℃까지 3일간 냉동 보관했을 때
좋은 결과를 얻었다고 하였으므로 본 실험에서도 프로그램 냉동속도 조절기를 사용하여
-35℃까지는 -0.5℃/min속도로 저속 냉동하였다.-35℃ 이하 온도에서는 세포 내부에 얼음
결정이 생기지 않고(Ashwood-smith,1980)세포 외부의 냉동환경에 반응해서 세포가 수축
하기 때문에 -196℃까지 빠르게 냉동할 수 있다고(Ashwood-smith,1980,Farrant,1977)보
고되고 있으므로 -35℃ 이하부터 -196℃까지는 액체 질소통을 사용하여 급속 냉동을 시행
하였다.
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세포를 해동하는 과정에서도 세포가 손상을 받을 수 있는데 냉동속도가 빠르면 세포 내
크기가 매우 작은 얼음 결정체가 형성되고(Nei,1978,Shimada,1977)이때 느린 속도로 해
동하면 세포 내 작은 결정이 응집하여 큰 결정을 형성하는 재결정화 현상이 일어나 세포가
손상을 받게 된다(Mazur,1984,1972).반면 Gao(2000)는 급속 해동을 하면 재결정화 현상을
막을 수 있으므로 많은 세포를 살릴 수 있다고 보고하여 본 실험에서는 급속 해동을 시행하
였다.

대표적인 동해방지제로서 DMSO가 널리 사용되며 Schwartz와 Andreasen(1983,1985)은
속도조절기로 저속 냉동을 했을 때 10% DMSO를 사용한 경우 정상 치근단막 생성이 제일
좋았다고 하였고 Kim(2006)도 급속 냉동시 10% DMSO를 사용했을 때 치주인대 활성도가
제일 높았다고 보고하였으므로 본 실험에서는 동해방지제로 10% DMSO를 선택하여 실험
하였다.

냉동 보존 기술의 방법들이 식품 공학 쪽에서 식품의 신선함을 유지하기 위해 발전되어
왔다.식품을 냉동하면 미생물의 번식을 방지하고 효소의 작용을 억제하며 산화반응을 낮게
하여 장기 저장에 효과적인 방법이 되나 냉동,저장,해동할 때 원하지 않는 품질의 변화가
발생하게 된다(최신식품가공학).식품을 냉동할 때 기존의 냉동 과정에서는 세포 표면에서
동결이 시작되어 표면의 얼음이 장벽이 되어 내부 동결을 방해하게 되어 세포 전체가 동결
되는데 시간이 걸리고 동결 속도는 느려져 내부로 갈수록 빙결정이 대형화하는 경향이 있고
표면 얼음이 성장함에 따라 내부의 얼지 않은 물 분자가 이동해 세포의 탈수가 일어난다.
얼음 결정의 크기는 크고 다양한 직경을 갖게 된다.반면 210MPa고압 하에서는 물의 상변
이 온도가 0℃에서 -21℃로 낮아지므로(Schluter,2004)고압을 준 상태에서 0℃ 이하의 온
도로 떨어뜨리면 과냉각 상태로 존재하다가 빠른 속도로 압력이 해소되면서 결정이 작고 균
일하게 동시에 형성된다(Zhu2004,2005,Schluter2004).또한 역으로 얼음을 가압하면 융해
된다(Cheftel,2002).이렇게 저온 고압 냉동을 하면 맛과 향기,색이 천연에 가깝고 가열에
의해 붕괴되기 쉬운 영양소의 파괴가 적다(최신식품가공학).Zhu(2005)는 젤라틴 젤과 같은
식품을 고압을 이용하여 냉동하면 세포의 손상을 줄여 식품의 맛과 질이 향상된다고 보고하
였다.
그러나,이런 고압 장치는 보통 장치와 비교하여 크기가 크고 무거우며 제작비가 다른 실

험용 기기에 비해 고가라는 단점이 있다.이에 본 연구에서는 3MPa의 압력을 주면서 냉동
시킬 수 있는 기기를 제작하여 실험에 사용하였다.

고압(HighHydrostaticPressure)은 세포막의 수동 수송과 능동 수송을 포함한 세포 내
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생화학적 반응과 세포의 단백질 윤곽을 변화시키는 것이 증명되었다(Abe etal1999,
AldridgeandBruner1985,Huang2007).Kaarniranta(1998)는 고압이 후전사 활성화를 유
도해 HSPs70의 생산을 유도한다고 하였고,Elo(2003)는 고압이 HSPs90β의 생산을 유도
한다고 하였다.HSPs은 스트레스 단백질이라고도 불리는 일종의 molecularchaperone으로
서 세포가 고온으로 자극되었을 때 다량으로 생성되는 세포질 내 단백질 군으로 추운 온도,
삼투압,산도,세포의 대사 장애,독성물질,물리적 자극 등에 의해서도 생성이 증가된다
(Alahiotis,1983,Due,2008).이 HSPs은 세포질 내 단백질의 형태와 구조를 완전하게 유지
하는데 중요한 기능을 담당하며(Parsell,1993)세포질 내 단백질을 세포 표면으로 이동시켜
면역반응을 유발하는 항원 전달체 기능도 가지고 있다고 한다(Pelham,1988).또,암세포 내
의 특정한 항원과 결합하여 암세포에 대한 세포성 면역 반응을 유발하기도 하고(Udono,
1999),사람의 혈액 종양세포를 이용한 연구에서 HSPs70은 세포의 분화를 촉진시키며 세
포사멸을 억제할 뿐만 아니라 유발하는 약제에 대해서도 세포가 내성을 갖도록 한다는 보고
도 있다(Kwak,1988).
본 실험에서도 압력 저속 냉동군에서 다른 군에 비해 높은 생존률을 보인 것은 압력 처

리로 인해 생성된 HSPs이 관여하지 않았나 추측된다.

MTT 검색법은 세포의 활성도를 보는데 방사능 물질을 사용하지 않고 96wellplate를
사용하므로 많은 시료를 검사할 수 있고 과정이 반자동으로 이루어지므로 상당히 정확하다.
Kim(2007,2006),Jeon(2006),Ahn(2008)은 쥐 치아가 96wellplate에 잠길 정도로 충분히
작기 때문에 invivoMTT 검색법을 이용하여 치주인대세포의 활성도를 배양이라는 과정
없이 직접 측정할 수 있다고 하였다.
WST-1검색법 역시 세포 증식 및 생존 능력,약제에 대한 세포 독성을 측정하며 세포의

활성도를 보는데 방사능 물질을 사용하지 않고 96wellplate를 사용하므로 많은 시료를 검
사할 수 있고 과정이 반자동으로 이루어지므로 상당히 정확하다.그러나,이 방법들은 DNA
나 단백질을 측정하지 않고 살아있는 세포 수에 비례하는 양적인 측정만 가능하다(Carlson,
2006).
동일 계통의 기질인 MTT는 비수용성의 formazan결정으로 환원되어 결정을 녹이는 단

계를 한 번 더 거치게 되나 WST-1는 수용성 formazan결정으로 환원되어 추가적인 단계
없이 측정할 수 있어 MTT보다 민감도가 뛰어나다(Alotto,Ariotti,2002).그러나,비용 면에
서 WST-1보다 MTT가 상대적으로 저렴하여 쉽게 이용할 수 있다.
본 실험에서는 쥐의 구강 내에서 발수하는 것이 불가능하고 발거 후에 발수를 하는 경우

치근의 손상이 우려되고 시간을 일정하게 조절할 수 없어 변수로 작용할 수 있으므로 발수
하지 않고 그대로 MTT 검색과 WST-1검색에 사용하였다.
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이렇게 발거된 상악 제 1대구치와 제 2대구치를 직접 MTT 검색법과 WST-1검색법에
이용할 경우 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양이 일정치 않고 같은 치아 부위라 할
지라도 치근의 길이와 지름에 있어 제각기 다 다르므로 치주인대세포 활성도를 비교하기 위
해 Kim(2006)이 시도한 Eosin검색법을 이용하였다.이는 MTT 검색법을 응용하여 세포질
의 염기성 물질과 반응한 Eosin을 1% acidalcohol로 탈색시킨 용액의 흡광도를 530nm에서
측정해서 그 농도를 구해 간접적으로 치주인대세포의 양을 알아보는 것이다.이렇게 구한
MTT 환원 흡광도를 Eosin흡광도로 나누어 표준화하면 치주조직의 양이 다른 제1,2대구
치를 치주인대 단위면적으로 환산해 서로간 상호 비교가 가능하다고 하였다(Kim,2006).그
래서,본 실험에서도 MTT 환원 흡광도와 WST-1환원 흡광도를 단위면적당으로 환산해
비교하여 압력 저속 냉동법이 저속 냉동법에 비해 치주인대세포 활성도가 유의성 있게 높게
나타났다고 할 수 있었고 급속 냉동법과 비교 시에 유의성 있는 차이는 아니었지만 비교적
높은 값을 보였다.
냉동 보존된 치아의 물리적 측면도 고려되어야 하는데 Oh(2004)연구에서 발거된 사람

소구치를 급속 냉동하였을 때 16개 중 4개 치아에서 수직적인 파절이 관찰된 것을 보고한
바,급속 냉동 시에 치아 외부와 내부의 급격한 온도차이로 인한 수축이 일어나 파절이 생
길 수 있으므로 급속 냉동법보다는 저속 냉동법이 더 고려될 수 있고 압력 저속 냉동법이
저속 냉동법보다는 높은 활성도를 보였으므로 더 추천할 수 있다.
실험 결과 냉장군은 다른 군에 비해 유의성 있게 세포활성도가 낮았는데 냉장 상태에서

는 보관 기간이 길어질수록 저온허혈에 의해 세포가 괴사되거나 사멸되기 때문에(Fisher,
Maclean2000)장기 보관하는 데는 적합하지 못하다.
의료계에서는 암세포를 억제하는 약물의 효과를 보기위해 MTT 검색이나 WST-1검색

으로 약물에 의한 암세포의 생활력을 평가하고 세포 사멸 정도를 TUNEL검사로 평가하는
방법을 많이 사용하고 있다.세포사멸(apoptosis)은 1972년 Kerr등이 세포사(celldeath)의
형태학적 연구에서 처음 도입한 개념으로 괴사(necrosis)와는 다른 세포 사망의 한 형태이
며 괴사는 DNA 파괴 전에 세포막의 소실이 일어나는 것이 특징이지만,세포 사멸은 DNA
파괴 후 세포막이 소실되며 세포핵의 분열,염색체의 응결 및 세포질의 응축,세포 사멸체의
형성 등의 특징적인 양상을 동반한다(Searle1982,Kerr1994).능동적이고 계획된 세포사
(programmedcelldeath)인 세포사멸은 생체의 항상성을 유지하기 위해서 정상세포에서도
일어나며 건강한 조직이 방사선 조사,항암제,호르몬,세포 독성물 등 DNA 파괴성 요인에
노출되는 경우에도 발생된다고 보고되었다(Kerr,2002).치아를 냉동 보관하게 되어도 DNA
분절과 세포사멸과 관련된 유전자 전사 증가와 같은 손상을 받게 된다(Park,2006,Honda,
2001).
세포사멸을 측정하는 방법은 전자현미경을 통하여 핵 및 염색체의 변화를 관찰하거나 세
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포 사멸체를 찾아내는 형태학적인 방법이 가장 기본적인 방법이지만 정량분석이 어렵고 신
선한 조직 절편이 필요하여 임상적으로도 적용하기 곤란하다는 단점이 있고 세포의 DNA를
추출하여 전기영동을 통해 분해된 DNA를 측정하는 방법 역시 이종성(heterogeneouscell
population)에서는 적응하기 어렵다는 결점이 있다.TUNEL검사가 전체 세포 중에서 세포
사멸이 일어난 분획을 빠르게 정량화하는 최선의 방법이므로(Negoescu 1996,Shinohara
1997)본 연구에서는 세포 사멸도를 검사하는 방법으로 TUNEL검사를 시행하였다.그러나,
실험 결과 저속 냉동군은 모두 세포 사멸이 관찰되지 않았고 즉시 발치군,급속 냉동군,압
력 저속 냉장군은 4개의 치아에서 양성 세포가 관찰되었고 냉장군은 5개의 치아에서 양성세
포가 관찰되었으나 서로 유의한 차이를 보이지 않았다.Oh(2005)등도 사람의 치아를 급속
냉동한 후 치주인대세포의 DNA 손상을 TUNEL검색법으로 평가하였을 때 즉시 발치군과
급속 냉동군의 사멸도의 유의한 차이가 없음을 보고하였고 냉동 환경이 치주인대세포의 세
포사멸을 일으킬 정도가 아니어서 냉동보관 후 재식했을 때 치주인대세포가 재생될 수 있다
고 하였다.

본 연구에서 치아를 냉동 후 치주인대세포의 활성도를 검사했을 때 MTT 검색과
WST-1검색 모두에서 압력 저속 냉동군이 급속 냉동군보다 높은 활성도를 나타냈으나 유
의성 있지는 않았고 냉장군,저속 냉동군보다 유의성 있게 높은 세포 활성도를 보여 동일한
결과를 얻을 수 있었다.그러나,TUNEL검사를 이용한 세포 사멸도 검사에서는 세포 활성
도검사와 동일한 결과를 보이지 않았는데,이것은 TUNEL 검사에 사용한 표본수가 적고
TUNEL검사는 세포 사멸의 특징인 DNA 분절화를 면역화학적인 방법으로 검출하는 방법으
로 DNA가 분해되는 상황인 세포 손상 후 DNA가 수리되는 DNA 복원 과정과 세포 괴사가
되는 경우에도 양성으로 측정하는 문제점이 있기 때문으로 생각된다.
본 연구에서 시행한 압력 저속 냉동보관법은 쥐 치아 치주인대세포의 높은 활성도를 보

였으므로 치아를 냉동 보관하는 방법으로 이용될 수 있으며 차후 압력을 주는 시간이나 강
도 등에 있어서 세밀한 프로토콜의 개발이 필요하다.
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VVV...결결결론론론

본 연구는 흰쥐 상악 대구치를 발거 후 3MPa압력 하에 저속 냉동법을 이용하여 치아냉
동 시 치주인대세포의 활성도를 MTT 검색법,WST-1검색법,TUNEL 검사를 이용하여
측정하고자 한 바 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.MTT 검사 결과 압력 저속 냉동군은 즉시 발치군보다 유의성 있게 세포 활성도가 낮았
으나(p<0.05),압력을 주지 않은 저속 냉동군이나 냉장군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를
보이며 통계적 유의성이 있었다(p<0.05).급속 냉동군과 비교할 때는 높은 세포 활성도를
보였지만,통계적 유의성은 없었다.

2.WST-1검사 결과도 MTT 검사와 마찬가지로 압력 저속 냉동군에서는 즉시 발치군보다
유의성있게 세포 활성도가 낮았으나(p<0.05),압력을 주지 않은 저속 냉동군이나 냉장군과
비교할 때는 높은 세포 활성도를 보이며 통계적 유의성이 있었다(p<0.05).급속 냉동군과
비교할 때는 높은 세포 활성도를 보였지만,통계적 유의성은 없었다.

3.4℃ 냉장군에서는 MTT 검사,WST-1검사 결과 모든 군에 비해 세포 활성도가 현저하
게 낮았다(p<0.05).

4.TUNEL검사 결과 세포 사멸도에서는 유의성 있는 차이를 보이지 않았다.

위의 결과를 통해,3MPa(30기압)압력을 이용한 저속냉동보관법은 4℃ 냉장법이나 압력을
사용하지 않은 다른 냉동 보관법에 비해 우수한 쥐 치아의 치주인대세포의 활성도를 보여
차후 치아의 재-이식을 위한 중-장기 치아보관을 위한 방법으로의 가능성을 제시하였다.
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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

TTThhheeeeeeffffffiiicccaaacccyyy ooofffppprrrooogggrrraaammmmmmeeedddcccrrryyyoooppprrreeessseeerrrvvvaaatttiiiooonnnuuunnndddeeerrrppprrreeessssssuuurrreee
iiinnnrrraaatttttteeeeeettthhh

(DirectedbyProfessorSeung-JongLee)

Lee,YoungEun
Dept.ofDentistry
TheGraduateSchool
YonseiUniversity

Thepurposeofthisstudywastoevaluatetheviabilityofperiodontalligamentcellin
ratteethusingslow cryopreservationmethodunderpressurebymeansofMTT assay,
WST-1assayandTUNEL test.18teethpergroupofSprague-Dawleywhitefemale
ratsof4week-oldwereusedforeachgroup.
Themaxillaryleftandright,firstandsecondmolarswereextractedasatraumatically
as possible under tiletamine anesthesia.The experimental groups were group 1
(Immediatelyextraction), group2(Coldpreservationat4℃ for1week),group3(Rapid
freezing in liquid nitrogen),group 4(Slow freezing),group 5(Slow freezing under
pressureof3MPa).F-medium wasusedaspreservationmedium and10% DMSO as
cryoprotectant.Aftercryopreservationandthawing,MTT assay,WST-1assay,TUNEL
testwereprocessed.OnewayANOVA andTukeymethodwereperformedatthe95%
levelofconfidence.ThevaluesofopticaldensityobtainedafterMTT assayandWST-1
weredividedbythevaluesofeosinstainingfortissuevolumestandardization.
In both MTT and WST-1 assay,group 5 showed higherviability ofperiodontal
ligamentcellthangroup2and4.butshowedlowerviabilityofperiodontalligamentcell
thangroup1.InTUNELtest,therewerenopositivecellsingroup4.Anditshowed
nosignificantdifferenceamonggroup1,2,3,5.
By the results of this study,slow cryopreservation method under pressure is
recommendedasoneofthemethodsforlongterm cryopreservation.
2)

 Keywords:periodontalligamentcell,MTT,WST-1,TUNEL,viability,pressure,cryopreservation
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부부부록록록

1.MTT 검색 및 Eosin염색 후 측정한 흡광도의 실험 원자료

<MTT 570nm>

<Eosin530nm>

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 2.625 1.437 1.826 2.247 1.678
2 2.714 0.963 1.614 1.338 2.652
3 3.123 0.493 1.545 1.533 1.636
4 3.051 1.121 1.525 1.861 1.370
5 3.086 0.568 2.081 1.532 2.684
6 3.447 0.714 2.355 1.503 1.644
7 2.607 0.843 2.171 1.604 1.809
8 3.315 0.901 1.197 1.700 2.150
9 2.958 0.925 1.573 1.58 2.162
10 3.111 0.816 1.195 1.422 2.187
11 2.912 0.989 1.442 1.862 1.596
12 3.088 0.982 1.369 1.267 2.715
13 3.031 0.429 1.429 1.632 2.462
14 2.612 0.724 1.356 1.729 1.711
15 2.974 0.329 1.462 1.609 1.369
16 2.947 0.642 1.211 1.893 1.567
17 3.254 0.894 1.231 1.410 1.785
18 3.278 0.770 2.142 1.458 1.792

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 0.507 0.456 0.451 0.741 0.322
2 0.351 0.431 0.316 0.331 0.711
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<MTT/Eosin>

3 0.639 0.222 0.530 0.588 0.357

4 0.488 0.333 0.475 0.402 0.366

5 0.461 0.477 0.520 0.438 0.763

6 0.476 0.452 0.494 0.445 0.459

7 0.318 0.431 0.752 0.31 0.270

8 0.587 0.249 0.543 0.644 0.405

9 0.542 0.349 0.470 0.579 0.439

10 0.642 0.294 0.236 0.412 0.522

11 0.647 0.456 0.290 0.558 0.470

12 0.610 0.276 0.465 0.349 0.583

13 0.432 0.533 0.429 0.489 0.342

14 0.398 0.493 0.609 0.595 0.447

15 0.563 0.470 0.310 0.547 0.251

16 0.309 0.567 0.400 0.384 0.441

17 0.379 0.579 0.470 0.409 0.432

18 0.441 0.579 0.428 0.268 0.252

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 5.178 3.151 4.049 3.032 5.211
2 7.732 2.234 5.108 4.042 3.730
3 4.887 2.221 2.915 2.607 4.583
4 6.252 3.366 3.211 4.629 3.743
5 6.694 1.191 4.002 3.498 3.518
6 7.242 1.580 4.767 3.378 3.582
7 8.198 1.956 2.887 5.174 6.700
8 5.647 3.618 2.204 2.640 5.309
9 5.458 2.650 3.347 2.729 4.925
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2.WST-1검색 및 Eosin염색 후 측정한 흡광도의 실험원자료

<WST-1450nm>

10 4.846 2.776 5.064 3.451 4.190
11 4.501 2.169 4.972 3.337 3.396
12 5.062 3.558 2.944 3.630 4.657
13 7.016 0.805 3.331 3.337 7.199
14 6.563 1.469 2.227 2.906 3.828
15 5.282 0.700 4.716 2.941 5.454
16 9.537 1.132 3.028 4.930 3.553
17 8.586 1.544 2.619 3.447 4.132
18 7.433 1.330 5.005 5.440 7.111

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 2.334 0.442 1.130 1.192 1.216
2 2.058 0.439 1.028 0.920 0.933
3 2.061 0.352 1.064 0.670 1.259
4 1.719 0.675 0.983 0.836 1.007
5 2.028 0.295 1.244 1.434 1.334
6 2.112 0.372 0.826 1.014 1.354
7 2.031 0.485 0.845 1.155 1.408
8 2.618 0.648 1.582 0.648 1.608
9 2.564 0.589 0.975 1.518 1.723
10 2.026 0.621 1.272 1.417 1.467
11 2.285 0.508 0.871 0.957 1.453
12 2.343 0.867 1.158 1.188 1.129
13 2.878 0.583 1.260 0.649 1.327
14 2.649 0.657 1.092 1.504 1.111
15 2.726 1.017 0.851 1.231 1.635
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<Eosin530nm>

<WST-1/Eosin>

16 2.618 0.573 1.496 1.213 1.420
17 2.564 0.817 0.914 0.796 1.303
18 1.917 0.514 0.847 1.649 1.405

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 0.321 0.252 0.597 0.515 0.350
2 0.678 0.272 0.335 0.367 0.335
3 0.342 0.294 0.276 0.428 0.379
4 0.314 0.404 0.271 0.378 0.412
5 0.596 0.324 0.524 0.438 0.374
6 0.505 0.332 0.393 0.253 0.503
7 0.491 0.221 0.204 0.460 0.317
8 0.433 0.564 0.456 0.270 0.404
9 0.669 0.333 0.352 0.518 0.488
10 0.309 0.378 0.362 0.576 0.446
11 0.551 0.348 0.438 0.316 0.264
12 0.553 0.482 0.464 0.225 0.277
13 0.701 0.414 0.244 0.536 0.524
14 0.544 0.532 0.495 0.799 0.312
15 0.483 0.679 0.379 0.599 0.648
16 0.371 0.441 0.862 0.712 0.527
17 0.491 0.535 0.536 0.578 0.310
18 0.475 0.286 0.323 1.032 0.503

즉시 발치군 냉장군 급속 냉동군 저속 냉동군
압력 저속
냉동군

1 7.271 1.754 1.893 2.315 3.474
2 3.035 1.614 3.069 2.507 2.785
3 6.026 1.197 3.855 1.565 3.322
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3.TUNEL검사 후 양성세포율의 평균과 표준편차

단위: %

4.TUNEL검사 후 양성세포율 원자료

4 5.475 1.671 3.627 2.212 2.444
5 3.403 0.910 2.374 3.274 3.567
6 4.182 1.120 2.102 4.008 2.692
7 4.136 2.195 4.142 2.511 4.442
8 6.046 1.149 3.469 2.400 3.980
9 3.833 1.769 2.770 2.931 3.531
10 6.557 1.643 3.514 2.460 3.289
11 4.147 1.460 1.989 3.028 5.504
12 4.237 1.799 2.496 5.280 4.076
13 4.106 1.408 5.164 1.211 2.532
14 4.869 1.235 2.206 1.882 3.561
15 5.644 1.498 2.245 2.055 2.523
16 7.057 1.299 1.735 1.704 2.694
17 5.222 1.527 1.705 1.377 4.203
18 4.036 1.797 2.622 1.598 2.793

Groups N Mean
Standard
deviation

Immediatelyextraction 4 9.33 6.13

Coldpreservation 5 24.12 12.43

Rapidfreezing 4 20.49 19.99

Slow freezingunderpressure 4 19.28 20.83

즉시 발치군 냉장군 급속군
압력 저속

냉동군

1 10.68 17.81 49.74 1.75
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단위: %

5. TUNEL검사의 저배율 현미경 사진(x200)

가.즉시 발치군

2 15.95 12.75 9.30 46.89

3 9.55 15.00 16.67 4.70

4 1.14 39.39 6.25 23.79

5 35.62
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나.냉장군

다.급속 냉동군
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라.저속 냉동군

마.압력 냉동군


	차 례
	국문 요약 

	I.서론 

	II.실험 재료 및 방법 

	1.실험 대상 및 전 처치 

	2.실험 방법 

	2-1.MTT검색 

	2-2.WST-1검색 

	2-3. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정 

	2-4.TUNEL검사 


	3.통계 처리 


	III.결과 

	1.MTT검색 

	2.WST-1검색 

	3.TUNEL검사 


	IV.고찰 

	V.결론 

	VI. 참고문헌 

	영문요약 

	VII. 부록 


