
 222

대한정형외과학회지 : 제 39권 제 2 호 2004

J. of Korean Orthop. Assoc. 2004; 39: 222-7

목적: Alendronate sodium을 이용한 거식세포의 기능억제를 통해서 인공관절 치환술 후 야기되는 골 용해를 감소 혹은 지

연시킬 수 있는 가능성과 약물의 적절한 투여기간을 알아보고자 하였다.

대상및방법: Titanium-6% aluminum-4% vanadium (TiAlV) 금속봉과 TiAlV 금속판을 회전 연마(milling)한 후 단계적 세

척, 원심분리 및 재 부유하여 TiAlV 미세입자를 제작하고, 주사 전자 현미경으로 그 크기를 확인하였다. 실험견 12마리에

1 mg/kg의 Alendronate sodium을 3개월간 경구 투여하면서 3주, 6주, 3개월에 각각 채혈하여 Lipopolysaccharide (LPS,

양성대조군), N-monomethyl-L-arginine (L-NMA, 음성대조군), 1배수와 5배수의 surface area ratio (SAR) Ti-particles를

첨가하여 24시간의 배양하였다. 이 후 각 군을 Mendelow 방법을 이용하여 산화질소(Nitric-oxide) 방출량을 측정하였고,

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT)에 의한 purple insoluble formazan 형성을 이용한 세포 생존

율 검사를 통해 산화질소 방출량을 적정화하였다. 

결과:실험에 사용된 TiAlV 입자들의 직경은 최소 0.17 m, 최대 4.0 m로 평균 1.1±0.8 m였다. 1.0 m보다 작은 경

우는 55%였고 3.0 m보다 작은 경우는 96%였다. 적정화 한 후 일정세포 수에서의 산화질소 방출량을 비교하였다. 대조

군에 비하여 3주 투여군은 산화질소 생성이 다소 감소하였으나 통계적 의미는 없었고 6주와 3개월 투여군에서는 유의하

게 산화질소 생성이 감소하였으며 두 군간의 차이는 없었다.

결론: Alendronate의 6주 이상 투여군에서 염증성 매개 유리체 중의 하나인 산화질소가 감소한 것으로 미루어, 6주 이상

의 Alendronate의 투여가 인공 관절 치환술 후 혹은 추시 관찰 중 골용해를 초래하는 거식세포의 작용을 억제할 것으로 사

료된다.

색인단어:골용해, 산화질소, 거식세포, Alendronate sodium 
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Purpose: This study was designed to present the effect of alendronate sodium on prevention of osteol-
ysis after arthroplasty by suppression of macrophage.
Materials and Methods: Submicron-sized titanium particles were made from TiAlV cylinder and plate
after milling, and by repeated washing, centrifugation and floating method. 12 dogs were given alendronate
by oral administration for 3 months and blood was sampled at 3 weeks, 6 weeks and 3 months. Monocytes
were separated from canine blood by isopycnic centrifugation with Percoll solution and cultured in media
with LPS, L-NMA, TiAlV particle (×1 SAR and ×5 SAR) for 24 hours. Nitric Oxide (NO) assay by Mendelow’s
method and MTT assay as a cell viability test were performed. 
Results: Average diameter of TiAlV particles was 1.1±0.8 m (from 0.17 to 4.0 m). Particles less than
1.0 m were 55% and 3.0 m, 96%. Compared with control group, there was slight decrease of NO produc-
tion in 3 weeks group with no statistic difference, but there was  significant decrease in 6 weeks and 3
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현재 인공 관절 치환술의 가장 큰 문제점은 인공 삽입

물의 마모와 이에 따른 삽입물 주위의 골용해이다. 인공

삽입물로부터 유리된 마모 입자들이 거식세포에 탐식되

면 여러 가지 염증반응의 매개체들과 cytokine을 유리

시키게 되는데, 이 매개 유리체들과 cytokine이 파골세

포의 형성과 자극을 유발하여 골용해를 초래한다6,8,10,23).

이로 인해 삽입물 주위의 골 손실 및 고정력 소실이 발생

하여 결국 삽입물의 실패가 초래되는 것이다. 현재까지

이러한 문제의 해결을 위한 유일한 선택은 재치환술 뿐이

었다. Alendronate sodium (4-amino-1-hydrox-

ybutylidene)은 골다공증 치료를 위해 FDA가 승인한

bisphosphonate의 한 종류로, 활성화된 bisphospho-

nate는 골대사의 turnover를 줄이고 골 흡수 및 소실을

감소시키는 것으로 알려져 있다2-4,7,9,20). 특히 파골세포

가 골 표면으로 응집하는 것을 억제하고 파골세포의 수

명을 짧게 하며 ruffled border의 소실을 유도하여 파

골세포의 골 흡수를 직접 또는 간접적으로 불활성화 시

킨다12,15,17,18). 파골세포 외에도 거식세포의 활동과 증식

을 억제하는 것으로 알려져 있다3,4,19). 이는 거식세포가

여러 가지 골 흡수성 매개물을 합성하는 동시에 mono-

cyte-phagocyte system을 통해서 파골세포로 변이

되기 때문에 alendronate를 이용한 거식세포 억제를 통

해골흡수를예방할수있다고가정할수있다20,24). 이에

alendronate sodium을 이용한 거식세포의 억제를 통

해서 인공 관절 치환술 후 야기되는 골용해를 감소 혹은

지연시킬 수 있는 지와 적절한 alendronate sodium의

투여 기간을 알아보고자 하였다.

연구 대상 및 방법

1. Submicron 크기의 titanium 입자 제작

상공업적으로 사용되어지는 table top drill press에

TiAlV 금속봉(titanium-6% aluminum-4% vanadi-

um, 길이8.0 cm, 직경3.0 cm, Crucible Research,

Pittsburgh, PA)을연결하고, TiAlV 금속판(10.0×9.0

×1.3 cm, Crucible Research, Pittsburgh, PA)에

대하여70 N의압력하에약300 rpm으로회전하여금

속판에 대하여 연마하였다(Fig. 1). 막대와 금속판은 5

mg/mL의페니실린과50 U/mL의스트렙토마이신(St-

reptomycin, GIBCO BRL, Grand Island, NY)을함

유한증류수약250 mL이들어있는Plexiglass cham-

ber에 둘러싸여졌다. 연마과정을 40시간 동안 시행하여

입자들을 거두어들이고, 95% 에탄올로 chamber를 세

척한 후, 항생제를 함유한 증류수를 다시 채운 다음, 다시

연마를 시행하였다. 10회의 연마과정(총 400시간)을 통

해 거두어들인 입자들을 60분 동안 1,000 G (gravity)

months group statistically.
Conclusion: Administration of alendronate for more than 6 weeks may be effective in suppression of
macrophage, prevention of osteolysis after arthroplasty.

Key Words: Osteolysis, Nitric oxide, Macrophage, Alendronate Sodium 

Fig. 1. TiAIV rod was connected to drill press and milled against
a TiAlV plate. They were surroundrd by a plexiglass chamber
containing antibiotics supplemented distilled water.

Titanium Plate

Drill Press

Titanium Cylinder

Fig. 2. Scanning electromicrograph of TiAlV particles after sedi-
mentation (×2,000).
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로원심분리를한후, 95% 에탄올에재부유시켜두번의

세척과정을 시행하였다. 약 18.0 g의 TiAlV particle을

얻었으며 이 입자들의 형태는 뾰족하거나 톱니 모양, 불

규칙한 윤곽 등의 다양한 모양의 입자들이 관찰되었다

(Fig. 2). 미세 입자 분리작업 전 입자들의 크기는 최소

0.26 m, 최대 10.5 m이었고 평균 직경은 2.9±2.2

m였다(Fig. 3). 종횡비(단직경에 대한 장직경의 비율)

는 최소 1.0, 최대 7.0으로 평균 종횡 비는 5.4였다. 이

후더미세한입자들을분리해내기위해서10개의50 mL

무균 시험관에 입자들을 나누고, 45 mL의 95% 에탄올

에 입자들을 진동처리와 5분간의 초음파 처리로 재 부유

한 후에 2시간 동안 자연침전을 시켰다. 침전을 통해서

큰입자들은가라앉히고미세한입자들은부유상태로남

아있게 한 후, 각각의 시험관으로부터 미세 입자들을 함

유한 상층 액을 20 mL씩 취한 후 함께 모아서 480G에

서 30분간 원심분리를 하였다. 바닥의 입자들에 대해서

도진동처리와침전시키는과정을3회반복하여1 m 이

하의 TiAlV 입자를 모았다. 입자들의 성상에 대한 확인

작업을 위하여 입자의 임의 표본 부유액들을 주사 전자 현

미경(Philips XL-30 FEG, Mahwah, NJ)으로 sec-

ondary mode하에 형태학적 검사를 시행하였다. 다양

한모양의크기분석에서는, 주사전자현미경사진상직

교하는장∙단2개의직경을측정한후, 그평균값을각각

의 입자의 직경으로 하였다. 약 150개의 입자들의 측정

치수의 도수 분포와 누가 백분율을 조사하였다(Fig. 3).

약506 mg의미세한 submicron TiAIV 입자들을얻었

으며입자의직경은최소0.17 m, 최대4.0 m로평균

1.1±0.8 m이었다. 1.0 m보다 작은 경우는 56%이

었고, 3.0 m보다 작은 경우는 96%이었다. 평균 종횡

비는 최소 1.0, 최대 4.2로 평균 종횡 비는 1.4이었다.

2. 약물투여, 세포 분리와 배양 실험 및 측정

실험견(잡견) 12마리에게 1 mg/kg의 alendronate

sodium을3개월간경구투여하면서, 약물투여직전, 투

여 후 3주, 6주, 3개월마다 각각 500 mL의 혈액을 채

취하여 Percoll 용액(1.077 g/mL)의 밀도차 원심분리

(isopycnic centrifugation)를 이용한 백혈구 분리 방

법에 따라 단핵구(monocyte)들을 분리하였다13). Dubel-

cco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 배양액에 스

트렙토마이신(100 g/mL), 페니실린(100  U/mL) 및

10% newborn calf serum (NCS)을 혼합한 배양액을

분리된 세포들과 함께 24 chamber plate에 넣었으며,

각 chamber에는 세포수가 평균 2.4±0.7 (1.8-4.3)×

106이 되도록 하였다. 실험 디자인은 각 기간마다 양성

대조군, 음성 대조군, 적정량의 TiAlV 입자 촉발군(×1

SAR; Surface Area Ratio: 세포(monocyte)가 구형

이라고 가정할 때 106개의 세포가 가진 표면적(1.52×103

mm2)과 같은 표면적을 갖는 입자량22)), 과량의 TiAlV

입자 촉발군(×5 SAR)으로 설정하였다. 먼저 NO 방출

을 최대로 촉발할 수 있는 양성 대조군으로 LPS (lipo-

polysaccharide from E. Coli, serototype 0111: B4)

를 chamber당 20 g/mL 로 첨가하였고, NO 방출을

억제하는음성대조군으로L-NMA (N-monomethyl-

L-arginine) 1 g/mL를 넣었다. 실험 군에는 각각

TiAlV-particle (×1 SAR), TiAlV-particle (×5 SAR)

을각각첨가하여, 세포들을24시간배양하였다. Mende-
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low’s method14)를 이용한 산화질소분석(Nitric Oxide

assay)을 위해, 배지의 상층 액을 채취하여 동일한 양의

Griess Ⅰ과 Ⅱ reagent를 섞은 100 L의 혼합용액을

투여하고, 15-20분 후 colorimetric change analysis

를 하였다. 각 시약이나입자들의투여후 배지에남은세

포들의 세포괴사의 정도와 산화질소 방출량의 차이를 적

정화하기 위해서, 살아있는 세포의 미토콘드리아 효소분

해 작용에 의한 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium (MTT)를 이용한 세포 생존율 검

사를하였다5). 통계처리는paired t-test를이용하였다.

결 과

MTT 적정후일정세포수당산화질소방출량은대조군

에서 12.5±3.0 nmol/106 cells/24 h (×1 SAR), 10.8

±1.7 nmol/106 cells/24 h (×5 SAR)였으며, 3주 투

여군에서 10.5±4.3 nmol/106 cells/24 h (×1 SAR),

8.8±2.6 nmol/106 cells/24 h (×5 SAR), 6주 투여

군은5.7±3.0 nmol/106 cells/24 h (×1 SAR), 4.3±

1.7 nmoL/106 cells/24 h (×5 SAR), 3개월 투여군은

6.7±1.8 nmol/106 cells/24 h (×1 SAR), 4.28±0.4

nmol/106 cells/24 h (×5 SAR)였다(Table 1, Fig. 4).

대조군에비하여alendronate 3주투여군은산화질소

생성이 다소 감소하였으나, 통계학적인 의미는 없었다. 6

주와 3개월 투여군에서는 통계학적으로 유의하게 산화질

소 생성이 감소하였으며(p<0.005), 6주와 3개월 두 군

간의 차이는 없었다.

고 찰

골용해 또는 골손실, 그리고 골용해와 동반된 무균성

해리는 인공 관절 치환술의 합병증으로 잘 알려져 있는데,

골용해가 일어난 골-삽입물 접촉면 주변의 조직 생검상

미세한 금속 입자들과 polyethylene 입자들과 함께 섬

유세포, 대식세포, 거대세포들로 구성된 육아조직들이 관

찰되며, 이들이골용해를일으키는데중요한역할을하는

것으로 보인다6,10,23). 인공 삽입물로부터 유리된 마모 입

자들은 대식세포에 흡수된 후 이 세포들을 활성화시키고

여러 가지 염증반응의 매개체들을 유리시키게 되며3,9), 이

매개체들 중 cytokines (interleukin-1 , interleu-

kin-6)와 prostaglandin E2 (PGE2)가 파골세포의 형

성과자극을유발하는가장중요한것들이라고알려져있

다8,9). 상업적으로 이용되는 순수 티타늄(titanium) 입자

와 polymethylmethacrylate (PMMA)입자들이 설치

류의복막대식세포들을자극하고PGE2와interleukin-

1 (IL-1)의 유리를 유발한다는 것은 이미 입증되었다. 또

한 보다 크기가 작은 입자일 때 자극 효과가 더 커지며 입

자들의 조성과 농도에 따라 자극 효과가 다르게 나타난다

고 하며19,23), 순수 티타늄 입자가 PMMA나 polystyrene

입자들보다 자극 효과가 더 크다고 알려져 있다. Bennett

등1)과 Haynes 등11)은 가장 널리 쓰이는 티타늄 합금인

TiAlV이 코발트-크롬(cobalt-chromium, Co-Cr)합

금보다 PGE2, IL-1, IL-6을 유리시키는 효과가 더 크

다고 하였다. Haynes 등11)은 또한 코말트-크롬 합금이

독성이 있어서, 세포의 조기 괴사를 일으켜 cytokine의

생산을 방해한다고 하였다.

이러한 많은 연구에도 불구하고, 지금까지의 연구들은

각각의 기관마다, 입자의 크기와 농도가 동일하지 않으며,

각기 다른 세포 배양 기간과 표적 세포를 이용하였기에,

서로 비교 분석하기에 많은 문제점들을 안고 있다6,10,23).

더욱이 폴리에틸렌(polyethylene)의 자극 효과는, 인공

삽입물 주위에서 가장 많은 양이 발견되는 물질임에도 불

구하고 생체 내와 비슷한 조건의 입자의 생산이 용이하지

않아, 잘 규명되어 있지 않다. 생체 내와 동일한 조건을

만들기 위하여, 인공 삽입물 주위에서 발견되는 마모 입

자들과 비슷한 크기의 입자들이 실험에 이용되어야 하지

만, 현재까지 인공 삽입물 주위에서 발견되는 입자들과

비슷한 submicrometer 크기의 입자의 제작이 용이하지

않아 이러한 입자들의 생물학적 반응 연구에 어려움을

겪어 왔다19,21). 이에 Yang 등26)은 이러한 입자들의 생물

학적 반응의 연구 목적으로 0.1 m 이하의 submicron

TiAlV 입자들을 만들어내기 위한 간단하고도 비용이 적

게드는 방법을제안한바 있다. 입자와 연관된생체반응

연구의가장중요한관건은세포의생존에대한입자들의

LPS, lipopolysaccharide; L-NMA, N-monomethly-L-arginine; SAR,
surface area ratio.

nmol/106 cells/24 h control 3 weeks 6 weeks 3 months

LPS 13.6±0.7 11.4±1.1 6.8±1.6 6.7±2.3
×1 SAR 12.5±3.0 10.5±4.3 5.7±3.0 6.7±1.8
×5 SAR 10.8±1.7 8.8±2.6 4.3±1.7 4.28±0.4
L-NMA 3.2±2.2 2.7±1.8 4.2±2.0 3.3±1.4

Table 1. Comparative results of Released NO during the ad-
ministration of Alendronate sodium
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작용이다. Shanbhag 등19)의 보고에 의하면, TiAlV와

상업적으로 이용되는 순수 티타늄의 독성은 서로 비슷하

였고, 이들은폴리에틸렌입자들보다현저히독성이강하

였다. 이것은티타늄의표면이폴리에틸렌의표면보다세

포막에 대해 더 독성이 강하다는 것을 시사한다. 순수 티

타늄과 TiAlV 입자들은 생체 내 조건에서, 표면이 주로

titanium oxide로 되어 있으며, 이로 인해 생물학적 반

응이 증강되어 나타난다고 보여진다10).

세포 배양 후 발생하는 세포 괴사의 정도는 cytokine

의 유리 정도와 상관 관계에 대한 의문점이 있는데, 자극

받지 않은 단핵구는 IL-1 , IL-1 , 그리고 IL-6에 대

한mRNA나단백질들을다량으로함유하고있지않다는

것은 이미 알려져 있다3,4,19). 따라서, 이 단핵구는 다양한

cytokine에 대한 mRNA를 신속하게 전사해 낼 수 있는

능력을 갖고 있으며, 자극을 받은 후 1-3시간 내에 활성

화된cytokine을세포외에서발견할수있다. 그러므로,

단핵구들은이세포매개체들을미리저장하고있는것이

아니라자극을받은후이들을합성하고분비하는것임을

알 수 있고, 이것으로 보아 cytokine의 유리는 단지 세

포 손상이나 괴사의 결과는 아님을 알 수 있다16,20).

Shanbhag 등19)은 입자들의 조성과 농도에 따라 각기

다른 종류의 cytokine이 유리된다는 것을 증명하여 입

자에 의한 매개체들의 유리는 입자의 조성에 따라 달라진

다고 하였다. 이들의 보고에 의하면 TiAlV입자들이 염증

반응 매개체들을 유리시키는 효과가 가장 컸고, 그 다음

이상업적으로이용되는순수티타늄, 폴리에틸렌의순으

로나타났다. 티타늄입자들은폴리에틸렌입자들보다더

강력하게 매개체들을 유리시켰으나, TiAlV와 순수 티타

늄의작용은서로비슷하였으며, 유리된IL-1 , IL-1 ,

그리고 IL-6의 절대량은 각기 다르지만, 전반적인 분비

양상은 비슷하다고 보고하였다. 티타늄과 티타늄 합금 입

자가폴리에틸렌입자보다자극효과가더크다는사실은,

거식세포에 의해 인공 삽입물 주변에서 발생하는 골용해

가주로폴리에틸렌입자에의한것이라는기존의사실과

상반되는 것처럼 보인다. 그러나, 비록 티타늄과 티타늄

합금들이 보다 더 자극 효과가 크더라도, 임상적으로 실

패한 인공 삽입물 주변의 조직들에는 폴리에틸렌 입자들

이수적으로더풍부하기때문에, 전체적으로폴리에틸렌

의 자극 효과가 더 우세하다고 할 수 있겠다.

Bisphosphonates는 파골세포에 의한골 흡수를 억제

하여 여러 골 질환에 사용되고 있다. Bisphosphonates

는 화학적 구조와 작용기전에 따라 두 가지로 나눌 수 있

는데, 첫 번째는 etidronate, clodronate나 tiludro-

nate 같이그들의구조에질소기가없으며독성ATP 산

물로세포내대사산물로작용하여비교적약한파골세포

억제작용및골흡수억제작용을갖는그룹이며, 두번째

는 alendronate, ibandronate, olpadronate, pami-

dronate, risedronate, zoledronate 같이 그 들의 구

조식에 질소기를 포함하며 더 강력한 파골 세포 및 골 흡

수억제작용을가진그룹이다25). 이두번째그룹은me-

valonate biosynthesis에서 중요한 작용을 하는 far-

nesyl pyrophosphate synthase를 억제하여 FPP나

GGPP의 합성을 억제하며 결국 CdC42, rho, rab같은

GTP 결합 단백질의 prenylation 억제 및 파골세포 등

의 cytoskeleton의 파괴를 가져와 결론적으로 세포의

ruffled border의 소실과 활성저해, 고사(apoptosis)

를 초래한다25). 이 중 alendronate sodium은 이러한

작용으로 파골세포 및 거식세포의 작용을 억제하므로 관

절 치환술 후 Wear에 의한 골흡수 억제에 사용될 수 있

을 것으로 생각된다3,4,19).

본 실험에서는 실패한 인공관절 삽입물 주변에서 보이

는TiAIV 마모입자와유사한TiAIV 입자를인공적으로

만들어단핵구와반응시켜염증성매개물질중하나인NO

생성량을 통하여 alendronate의 억제 효과를 알아보고

자 하였다. 3주와 6주 3개월간의 alendronate 투여를

통하여 기간과 투여량에 따라 산화질소 생성량의 감소를

가져왔으며 6주와 3개월 투여군에서 통계학적으로 유의

하게 산화질소 생성량이 감소하였다. 이는 6주 이상의

alendronate 투여가 인공 관절 수술 후 wear에 의한

골흡수에 큰 작용을 하는 거식세포를 억제할 수 있음을

보여준다.

하지만 실제 환자에서의 정확한 alendronate의 투여

량과기간의결정에는더많은실험이필요할것으로생각

된다. 이에계속하여2차, 3차연결실험계획으로U937

cell line과 개의 말초혈액의 monocyte-macrophage

에서 TiAlV 입자 투여 후 superoxide 생성을 측정하고,

인체 말초혈액 내 단핵구를 추출 배양해서 마모입자들을

투여 후 산화질소와 superoxide를 측정하며, 이완된 인

공관절삽입물주위조직에서추출한단핵구와거식세포

에서 산화 질소와 superoxide를 측정하고자 하며, 마지
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막으로, 인체의 거식세포(말초혈액, retrieval mem-

brane)에대해alendronate 처리후산화질소와supe-

roxide를 측정하고자 한다.

결 론

Alendronate의 6주 이상 투여군에서 염증성 매개 유

리체중의하나인산화질소가감소한것으로미루어, 6주

이상의 Alendronate의 투여가 인공 관절 치환술 후 혹

은 추시 관찰 중 골용해를 초래하는 거식세포의 작용을

억제할 것으로 사료된다.
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