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국문요약

퇴퇴퇴행행행된된된 인인인간간간추추추간간간판판판세세세포포포에에에서서서 파파파미미미드드드로로로네네네이이이트트트의의의 생생생물물물학학학적적적효효효과과과

목적 :척추 추간판 세포에 2세대 비스포스포네이트 제제인 파미드로
네이트를 투여하고,세포 증식,기질 합성 반응을 알아보고 역시 추간
판 세포배양에서 세포 생존성을 떨어뜨린 후 파미드로네이트를 투여
하여 세포 생존성,기질 분해 효소 발현 등을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법 : 추간판 조직은 추간판 술식을 시행한 10명의 환자로
부터 채취하였고 채취된 추간판 조직은 순차적 효소 소화법으로 세포
를 분리하였다.추간판 세포에 TNF-alpha를 이용하여 세포의 생존성
을 떨어뜨렸다.추간판 세포 배양에 파미드로네이트 0,10-12, 10-10, 10-8, 

10-6 M의 농도로 각각 첨가하여 24시간과 48시간동안 배양하였다.각
배양군에서 당단백 생성,세포 증식 반응,세포 생존성 반응 및
matrix metalloproteinase (MMP)-1,MMP-2,MMP-3,MMP-9과
MMP-13의 mRNA 발현,MMP-1,MMP-13의 단백질 발현량을 측정
하였다.
파미드로네이트를 처리하지 않고 DMEM/F12(10% FBS,1% v/v
penicillin/streptomycin,25㎍/mlascorbate)으로만 배양한 추간판 세
포 배양을 양성 대조군으로 삼았으며,DMEM/F12(1% FBS,1% v/v
penicillin/streptomycin,25㎍/mlascorbate)으로 배양한 추간판 세포
배양을 음성 대조군으로 삼았다.



결과 :　파미드로네이트를 추간판 세포에 농도별로 처리한 결과 대조
군과 비교하여 세포 증식의 의미 있는 변화는 관찰되지 않았으나,
DNA 증식으로 정상화한 당단백의 합성은 대조군과 비교하여 저농도
인 10-9M 의 파미드로네이트 투여군에서 20.1% (p<0.05)증가했다.
추간판 세포에 10-12~10-6M의 파미드로네이트를 처리한 결과 세포
사멸에 대해 보호 효과를 관찰 할 수 있었다.Hemocytometer를 이용
하여 세포의 생존성 반응을 24시간과 48시간 동안 분석한 결과 양
성 대조군 (10% FBS)에 비해 음성대조군 (1% FBS)에서 각각 24.4
%와 30.1%의 생존능이 떨어졌고,음성 대조군 (1% FBS)에 비해
TNF-alpha로 세포 생존능력을 떨어뜨린 세포에서는 각각 6.9%와
30%의 생존능이 떨어졌다.
추간판 세포에서 TNF-alpha(10ng/ml)로 24시간 동안 세포 생존
능력을 떨어뜨린 후,10-12,10-10,10-8,10-6M의 파미드로네이트를 처
리한 결과 파미드로네이트를 처리하지 않은 음성대조군에 비해 각각
23.5%,11.3%,26.4%,9.9% (p<0.05)의 생존성이 증가했고,세포
생존 능력을 48시간 동안 떨어뜨린 결과 음성대조군에 비해 각각
7%,15.5%,19.6%,7.8% (p<0.05)의 생존성이 증가했음을 알 수
있었다.
RT-PCR후 densitometry를 시행한 결과,대조군과 비교했을 때 실

험군에서 제I형 교원질,제II형 교원질,그리고 aggrecan의 mRNA 발
현이 차이는 없었다.1% FBS와 TNF-alpha로 세포 생존능력을 떨어
뜨린 추간판 세포에서 MMP-2,MMP-3,MMP-9,MMP-13mRNA
의 발현과 MMP-1의 단백질 발현량은 증가하였으나,파미드로네이트
를 처리했을 경우,MMPsmRNA의 발현에 의의 있는 변화는 없었으
나,MMP-1과 MMP-13단백질의 발현량은 감소했다.



결론 :척추 추간판 세포에서 파미드로네이트는 기질 생성 자극,연골
성 표현형 유지,세포 생존성에 자극 등의 효과를 나타내어 추간판
변성의 치료적 수단으로 이용될 수 있을 것이다.
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핵심되는 말 인간 추간판 세포 ,  비스포스포네이트 , 당단백
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ⅠⅠⅠ...서서서론론론

세포사멸 (apoptosis)은 조직의 항상성 유지를 위한 생리적 기능을
수행할 뿐만 아니라 비정상적인 억제 혹은 촉진으로 인한 세포의 증
식성 질환 내지는 해당 세포의 소실로 인한 각종 질환을 유발하는 것
으로 알려져 있다1-7.또한,세포사멸은 척추 추간판 (Intervertebral
disc)의 퇴행에도 중요한 역할을 담당하고 있다8-11.
척추 추간판의 퇴행성 변화는 부분적으로 점차적인 당단백
(proteoglycan)과 제2형 교원질 (typeIIcollagen)의 감소에 의한 수핵
내의 수분 분압 감소에 기인하며,이로 인하여 다양한 임상증상 즉,
추간판 내장증,추간판 탈출증,척수증,신경근 병변,척추관 협착증
등을 야기 시킨다8-10,12.
비스포스포네이트 (bisphosphonate)는 골기질의 수산화 인회석 (hyd
roxyapatite)에 높은 친화력을 갖는 약제로서 파골세포에 직접적인 효
과로 세포 활성을 저해하고 세포 사멸을 촉진하며 골세포를 경유한
간접효과 등으로 강력한 골흡수 억제 효과를 나타낸다.이와 같은 약
리 작용으로 비스포스포네이트는 파골세포 활성이 증가 되어 있는 파
젯씨병,골종양에 의한 골파괴,골다공증과 같은 질환에 광범위하게
사용되고 있다2,13-17.비스포스포네이트 제제의 골에 대한 효과는 잘



알려져 있는 반면2,17,척추 추간판에 미치는 영향에 대해서는 연구 된
적이 없다.척추 추간판은 척추체 사이에 위치한 섬유성 연골로 이루
어진 구조로서 척추의 가동성과 안정성에 중요한 역할을 한다.특히
추간판과 척추체 사이에는 연골판이 존재하며 이를 통하여 추간판에
영양 공급 및 대사산물의 확산이 일어난다.비스포스포네이트 제제는
연골에 대해 보호 효과를 발휘하므로1,비스포스포네이트 제제가 척추
추간판에 어떠한 영향을 끼치는지 다각도로 분석할 필요가 있다.
본 연구에서는 척추 추간판 세포에 2세대 비스포스포네이트 제제인
파미드로네이트를 투여하고,세포 증식,기질 합성 반응을 알아보고
역시 세포 생존성을 떨어뜨린 추간판 세포에 파미드로네이트를 투여
하여 세포 생존성,기질 분해 효소 발현 등을 알아보고자 하였다.

ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.재료 및 시약

추간판 조직은 추간판 술식을 시행한 10명의 환자로부터 채취하였
다.F-12,DMEM,우태아 혈청 (fetalbovineserum,FBS),Trypsin/
EDTA,D-PBS,항생제등은 GibcoBRL(Gibco-BRL,Grandisland,
NY,USA)사의 시약을 사용하였고,Oligo-d(T)16primer는 Invitrogen
(Invitrogen, Groningen, Netherland), AccuPower RT Premix는
Bioneer(Bioneer,대전,대한민국),PCR-premix는 GenetBio(Genet
Bio,대전,대한민국)사의 시약을 사용하였다.각종 collagenase등은
Sigma(Sigma,St.Louis,MO,USA)사의 시약을 사용하였고 T-25
flask는 Nunc (NUNC,Rockilde,Denmark),12wellplate,24well
plate와 nylon여과지는 Falcon(Falcon,FranklinLakes,NJ,USA),
[35S]-sulfur, [3H]-Thymidine, PD-10 column은 Pharmacia



(Amersham Pharmacia,Uppsala,Sweden)사,Liquid scintillation
cocktail 용액은 Beckman (Beckman, Fullerton, CA, USA),
scintillationcounter는 Packard(Packard,DownersGrove,IL,USA),
Glassmicrofiberfilter는 Whatman(Whatman,Maidstone,England),
QIAGEN RNeasyminikit은 Qiagen(QIAGEN,Hilden,Germany),
ELISA kits는 R&D (R&D systems,Minneapolis,MN,USA)를 사
용하였다.파미드로네이트는 한림제약 (서울,대한민국)에서 제공받
았다.

2.세포 배양

추간판 술식을 시행한 환자에게서 수술 중 추간판 조직을 채취하고,
채취된 추간판 조직은 순차적 효소 소화법으로 세포를 분리하였다.
먼저 세척된 추간판 조직을 잘게 썰고,Ham’sF-12medium과 1%
(v/v)penicillin/streptomycin에 0.4 % (w/v)pronase와 0.004 %
(w/v)DNase를 첨가하여 37℃에서 60분간 반응시켰다.Ham’sF-12
medium으로 세척 후 상기의 효소 용액을 0.025% (w/v)collagenase
typeII와 0.004% (w/v)DNase로 바꿔 37℃에서 3시간 반응시켰다.
분리된 추간판 세포는 10% FBS,1% (v/v)penicillin/streptomycin,
25㎍/mlascorbate이 포함된 DulbeccosModifiedEagleMedium and
Ham’sF-12medium (DMEM/F-12)로 세척 후 Nylon여과지 (pore
size70 μm)를 사용하여 부유 조직을 제거하였다.T-25flask에서 10
일 동안 37℃,5%의 CO2하에서 배양하였다.세포 생존성 검사 및 세
포 밀도를 계산하여,세포 증식반응 및 당단백 생성 측정 실험을 하
기 위하여 6x104세포/ml의 밀도로 24wellplate에서 각각의 파미
드로네이트 (0, 10-12, 10-9, 10-6 M) 농도별로 일주간 37℃,5%의 CO2하에
서 3차 배양하였고,또한 세포 생존성 반응을 측정하기 위하여 8x104

세포/㎖의 밀도로 12wellplate에서 24시간과 48시간 동안,기질 생



성 및 기질 성분 mRNA와 단백질 발현량을 측정하기 위하여 2x104

세포/㎖의 밀도로 24wellplate에서 48시간 동안 파미드로네이트 (0, 

10-12, 10-10, 10-8, 10-6 M) 농도별로37℃,5%의 CO2하에서 배양하였다.

3.세포 증식 반응 측정

배양 후 배양 배지를 [3H]-Thymidine5 μCi/㎖이 첨가된 기본 배지
로 교체하여 24 시간 동안 배양하였다.24 시간 배양 후 세포를
D-PBS로 씻어내고,trypsin/EDTA 효소처리법으로 세포를 분리,cell
harvester를 이용하여 Glassmicrofiberfilter에 세포를 흡착시켰다.
이 membrane을 scintillationvials에 담아,liquidscintillationcocktail
용액을 3㎖ 첨가하여 섞은 후,16 시간 상온에서 방치하였다.
Scintillationcounter을 이용하여 DNA의 양을 측정하였다.

4.신생 당단백 생성 측정

배양 후 배양배지를 방사선 동위원소 [35S]-sulfur20 μCi/㎖를 포함
한 배양액으로 교체하고 4 시간 동안 추가 배양하였다.상층액은
-70℃에 분리 보관하고,세포에는 8M guanidinehydrochloride,20
mM EDTA,proteinaseinhibitors혼합액을 첨가,4도에서 48시간 동
안 당단백을 추출하였다.방사선 동위원소로 표식되는 당단백의 정량
적인 분석을 위해 SephadexG-25M을 포함한 PD-10column에 세포
를 통과시켜 순차적으로 용출하였다.Liquidscintillationcocktail용
액을 6ml첨가하여 섞은 후,16시간 상온에서 방치하였다.제 2,3,4
번째의 용출 용액만을 scintillationcounter를 통해 측정하였다.

5.세포 사멸 측정



추간판 세포에서의 세포 사멸은 1% FBS로 24시간 동안 37℃,5
%의 CO2하에서 배양함으로 유도하였다23.세포를 D-PBS로 두 번 씻
어주고,Annexin-V FITCapoptosiskit를 이용하여 2x106세포/ml
이 되도록 1X Annexin-V BindingBuffer로 섞었다.그 후 세포를
Propidium IodideBuffer로 10분간 염색한 후 flow cytometry로 분석
하였다.

6.세포 생존성 측정

추간판 세포에서의 생존성은 TumorNecrosisFactor-alpha(TNF-
α)10ng/ml의 농도로 24시간과 48시간 동안 37℃,5%의 CO2하에
서 떨어뜨렸다18,19.세포를 D-PBS로 두 번 씻어주고,트리판 블루 염
색을 통해 hemocytometer를 이용하여 세포의 생존성을 분석하였다.

7.실험군

1% FBS만으로 세포 사멸을 유도하거나 1% FBS에 TNF-α (10
ng/ml)를 추가로 처리하여 세포의 생존성을 떨어뜨린 인간 추간판 세
포 배양에 파미드로네이트를 0,10-12, 10-10, 10-8, 10-6 M의 농도로 각각
첨가하여 24시간과 48시간 동안 배양하였다.각 배양 군에서 당단
백 생성,세포 증식,세포 생존성 및 matrix metalloproteinase
(MMP)-1,MMP-2,MMP-3,MMP-9과 MMP-13의 mRNA 발현,
MMP-1과 MMP-13의 발현량을 측정하였다.
파미드로네이트를 처리하지 않고 DMEM/F12 〔10% FBS,1%
(v/v)penicillin/streptomycin,25㎍/mlascorbate〕으로만 배양한 추
간판 세포 배양을 양성 대조군으로 삼았으며,DMEM/F12 〔1%
FBS,1% (v/v)penicillin/streptomycin,25㎍/mlascorbate〕으로 배
양한 추간판 세포 배양을 음성 대조군으로 삼았다.



8.제 I및 II형 교원질,aggrecan,MMP-1,MMP-2,MMP-3,
MMP-9,MMP-13의 mRNA발현 검사

TotalRNA는 QIAGEN RNeasyminikit를 이용하여 분리하였다.
추간판 세포의 total RNA 1 ㎍과 oligo-d(T)12-18 primer 1㎕
(Invitrogen,0.5㎍/㎕)에 증류수를 50㎕까지 채운 후,AccuPower
RT-premix (Bioneer)를 첨가하여 reversetranscription polymerase
chainreaction(RT-PCR)을 수행하였다.70℃에서 5분,4℃에서 5분,
42℃에서 60분,94℃에서 5분,4℃에서 5분간 반응하여 cDNA를 합성
하여,각각의 cDNA 1㎕,각각의 senseprimer와 antisenseprimer
10pmole에 증류수를 10㎕까지 채워 GenetBioPCR-premix에 넣
고,각각의 유전자에 대한 PCR반응을 시행하였다(Table1).

Table 1. Sequences of primers used for PCR amplification of cDNA

RT-PCR에 대한 대조군으로 beta-actin을 사용하였으며 TINA
program을 통해 각 유전자의 발현 정도를 비교 분석하였다.

Gene Direction Sequence(5'→ 3') Product
size cycles

MMP-1 Forward GGT GAGGAA TAA CCA AGT GA 389bp 27Reverse CTT CAT CGCTGCCCA TGA AT
MMP-2 Forward CTCAGA TCCGTGGTGAGA TCT 496bp 26Reverse CTT TGGTTCTCCAGCTTCAGG
MMP-3 Forward GAA AAT CGA TGCAGCCAT TT 370bp 27Reverse AGGAGA AAA CGA ACA TTT CA
MMP-9 Forward ATCCAGTTT GGT GTCGCGGAGC 540bp 35Reverse GAA GGGGAA GACGCA CAGCT
MMP-13 Forward TCT TCT TGA GCT GGA CTCAT 459bp 35Reverse GAA CTCATGCGCAGCAACAA
beta-actin Forward GGCGGA CTA TGA CTT AGT TG 238bp 26Reverse AAA CAA CAA TGT GCA ATCAA



9.ELISA에 의한 MMP-1과 MMP-13의 단백질 정량

R&D사의 ELISA kits을 사용하여 MMP-1과 MMP-13단백질을
정량하였다.24wellplate에서 48시간 동안 배양한 세포에서 배지를
걷어,단클론항체가 코팅 되어있는 microplate각각의 well에 standard
와 함께 100㎕씩 넣고,2시간 동안 실온에서 반응을 시킨 후,wash
buffer로 4번 세척 후,pro-MMP-1-conjugate와 pro-MMP-13-conju
gate를 각각의 well에 200㎕ 씩 넣어 두 시간 동안 실온에서 반응하
였다.반응 후 washbeffer로 4번 세척하고,기질 용액 200㎕를 각각
을 well에 넣어 20분〜30분간 반응 시킨 후,정지 용액을 넣고,
ELISA platereader를 이용하여,450nm에서 측정하였다.

10.통계처리

자료는 SPSS(SPSS,Chicago,IL,USA)를 이용하여 정리하였으며,
OnewayANOVA 및 t-test로 실험군 간을 비교하였다.통계적 유의
수준은 p<0.05로 정하였다.



ⅢⅢⅢ...결결결과과과

1.세포 증식 및 신생 당단백 생성
시험관 내에서 파미드로네이트를 추간판 세포에 농도별로 처리한
결과 대조군과 비교하여 세포 증식에 있어서 의미 있는 변화는 관찰
되지 않았으나(Figure1-A),DNA 양으로 정상화한 당단백의 합성은
대조군과 비교하여 저농도인 10-9M 의 파미드로네이트 투여군에서
20.1% (p<0.05)높은 수치를 보였다(Figure1-B).
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Figure 1. Human intervertebral disc cell cultures with 1% FBS under the various 

concentrations of pamidronate (0, 10-12, 10-9, 10-6 M). A: Change in the DNA content 

after pamidronate B: Change of the amount of de novo synthesized proteoglycan. The 

amount was standardized with total DNA content. All data were represented as the 

mean of duplicate samples from three different experiments (Mean ± standard deviation, 

* p<0.05).

2.파미드로네이트의 anti-apoptosis효과

추간판 세포에 10-12~10-6M의 파미드로네이트를 처리한 결과 세
포사멸에 대해 보호 효과를 관찰 할 수 있었다.AnnexinV 방법을
이용하여 flow cytometry를 실시한 결과 양성 대조군 (10% FBS)에
서는 5.7±1.4%의 세포사멸이 일어난 반면,세포사멸을 유도시킨
음성 대조군 (1% FBS)에서는 18.1±3.6%의 세포사멸이 일어났다.
추간판 세포에서 1%의 serum으로 세포사멸을 유도시킨 후,10-12,
10-9,10-6M의 농도 별로 파미드로네이트를 처리한 결과 파미드로네



이트를 처리하지 않은 음성대조군에 비해 각각 26.5%,23.8%,29.3
% (p<0.05)의 세포사멸이 감소했음을 알 수 있었다(Figure2).

A 

     FBS        10 %              1 %                    1 %                      1 %                     1 %

     Pam.       0 M               0 M                  10-12 M                 10-9 M                10-6 M

                                                                                          

B



Figure 2. Human intervertebral disc cell cultures with 10% or 1% FBS under the various 

concentrations of pamidronate (0, 10-12, 10-9, 10-6 M). A: Flow cytometric analysis. 

Values in the squares represent the percentage of total apoptotic cells B: Percentage of 

apoptotic cells analyzed by flow  cytometry. All data were represented as the mean of 

five different experiments(Mean ± standard deviation, * p<0.05).

3.인간 추간판 세포의 생존성 측정

세포에 트리판 블루 염색을 통해 hemocytometer를 이용하여 세포
의 생존성을 24시간과 48시간 후 분석한 결과 양성 대조군 (10%
FBS)에 비해 음성대조군 (1% FBS)에서 각각 24.4%와 30.1%의 세
포 생존성이 떨어졌고,음성 대조군 (1% FBS)에 비해 TNF-α를 추가
로 세포 생존능력을 떨어뜨린 세포에서는 각각 6.9%와 30%의 생존
성이 감소했다.
추간판 세포에서 TNF-α (10ng/ml)를 이용하여 24시간동안 세포
생존능력을 떨어뜨린 후 10-12,10-10,10-8,10-6M의 농도별로 파미드
로네이트를 처리한 결과 파미드로네이트를 처리하지 않은 군에 비해
각각 23.5%,11.3%,26.4%,9.9% (p<0.05)의 세포 생존능력이 증
가했고,48시간 동안 세포 생존능력을 떨어뜨린 결과 각각 7%,15.5
%,19.6%,7.8% (p<0.05)의 세포 생존능이 증가했음을 알 수 있었
다(Figure3).



Figure 3. Human intervertebral disc cell cultures with 10% or 1% FBS or 1% with    

TNF-alpha (10ng/ml) under the various concentrations of pamidronate (0, 10-12, 10-10, 

10-8, 10-6 M). The cells were counted on a hemocytometer using trypan-blue exclusion 

to assess cellular viability. All data were represented as the mean of duplicate samples 

from seven different experiments(Mean ± standard deviation, * p<0.05).

4.제I및 II형 교원질,aggrecanmRNA 발현

RT-PCR에 대한 densitometricassay결과,대조군과 비교했을 때
실험군에서 제I형 교원질,제II형 교원질,그리고 aggrecan의 mRNA
발현의 차이는 없었다(Figure4).
  



Figure 4. In densitometric assay of reverse transcription-polymerase chain reaction, 

human intervertebral disc cell cultures with various dose of pamidronate (10-9, 10-6, 10-3 

M) showed no statistically significant changes in mRNA expression of type I collagen, 

type II collagen and aggrecan compared to control. mRNA expression was normalized 

by ß-actin mRNA expression. All data were represented as the mean of three different 

experiments(Mean ± standard deviation, * p<0.05).

5.MMP-1,MMP-2,MMP-3,MMP-9,MMP-13mRNA 발현 정도

1% FBS 에 TNF-α (10ng/ml)처리로 세포 생존능력을 떨어뜨린
인간 추간판 세포에서 MMP-2,MMP-3,MMP-9,MMP-13mRNA
의 발현은 각각 45.5%,47.1%,67.1%,11.3% (p<0.05)증가하였으
나 파미드로네이트를 처리했을 경우,의의 있는 각각의 MMPs발현
변화는 관찰 할 수 없었다(Figure5).



Figure 5. Human intervertebral disc cell cultures with 10% or 1% FBS or 1% FBS with 

TNF-a(10ng/ml) under the various concentrations of pamidronate(0, 10-12, 10-10, 10-8, 

10-6 M)

6.MMP-1과 MMP-13의 단백질 발현 정도

추간판 세포에 10-12 ~10-6 M의 파미드로네이트를 처리한 결과
MMP-1의 경우,TNF-α만 처리한 군에 비해 단백질 량이 59.3% 〜
72.7% (p<0.05)감소하였고,MMP-13은 25% 〜 33.9% 감소했음
을 알 수 있었다(Figure6).





Figure 6. Human intervertebral disc cell cultures with 10% or 1% FBS or 1% FBS with 

TNF-a (10 ng/ml) under the various concentrations of pamidronate (0, 10-12, 10-10, 10-8, 

10-6 M) : ELISA kits were used to analyze the cellular level of MMP-1 and 

MMP-13 and they were read in a 450nm using a microplate reader. All data 

were represented as the mean of duplicate samples from three different experiments A: 

MMP-1 B: MMP-13(Mean ± standard deviation, * p<0.05)

ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

비스포스포네이트는 파골세포의 세포사멸을 유도하여 파골세포의
활성 및 숫자를 감소시키는 기능으로 골 흡수가 증가된 폐경 후 생기
는 골다공증,파젯씨병,골종양,그리고 금속 이식체를 사용하였을 때
발생하는 골용해(osteolysis)등의 파골세포 기능 항진으로 인한 여러
질환에 널리 이용되고 있다2,13-17.또한 관절염에 있어서,제2형 교원질
의 분해를 억제하고,부분적으로 연골을 보호하는 기능 등 다양한 생
물학적 효과를 가지고 있다고 보고되고 있다18.최근 연구에 의하면,
부신피질호르몬에 의한 관절 연골세포의 성장 저하와 세포사멸이 비
스포스포네이트에 의해 억제 된다는 보고가 있었다1.
이제까지 추간판 세포의 기질 생성을 자극 할 수 있는 성장 인자들
로는 transforminggrowthfactor-beta,insulinlikegrowthfactor-1,
osteogenic protein-1,fibroblastgrowth factor,epidermalgrowth
factor,bonemorphogeneticprotein-2(BMP-2)등이 있으며 기질 생
성 반응에 영향을 끼친다고 알려져 있다19-22.
본 연구에서는 관절 연골 세포와 유사한 성질을 가진 척추 추간판
세포에 파미드로네이트를 투여하고 세포 증식,기질 생성,기질 성분
mRNA와 단백질 발현 등을 조사하였는데,결과를 보면 세포 증식에
는 영향이 없었고 연골성 표현형인 제II형 교원질,aggrecan,mRNA



의 발현은 대조군에 비해 차이가 없었으나 기질 생성은 대조군에 비
해 유의하게 증가하였다.이는 파미드로네이트가 추간판 변성 혹은
퇴행에서 기질 재생을 위한 치료적 의미로 사용될 수도 있음을 제시
하는 결과이다.이어 세포 사멸을 유도하고 파미드로네이트를 투여해
보면,세포 사멸만 유도한 군보다 의의 있게 세포 사멸을 감소시켰다.
특히 이런 결과는 퇴행이 가속화되는 과정에서 파미드로네이트의 투
여로 세포 사멸을 부분적으로 막을 수 있는 가능성을 제시함으로서
추간판 퇴행의 예방에도 효과가 있을 것으로 생각한다.그리고 연골
성 기질 분해효소인 MMPsmRNA 발현을 알아보았는데 파미드로네
이트 투여 농도 범위에서 의미 있는 변화는 없었다.MMPsmRNA
발현만으로는 MMPs효소 활성을 예측할 수 없고 MMPsmRNA 발
현이 증가해도 효소 활성이 감소하면 기질 분해 능력이 감소할 수 있
기 때문에 향후 MMPs효소 활성 측정을 병행해야 최종적인 결론을
얻을 수 있다.그리고,mRNA 가 세포 내에서 발현되어도 단백질 발
현에는 여러 cytokine이나 enzyme의 영향을 받으므로 mRNA 발현
과 단백질 발현에 차이가 있을 것으로 사료된다.골다공증 치료목적
으로 투여하는 비스포스포네이트가 척추 추간판의 기질 생성과 세포
생존능력 자극,연골성 표현형 유지에 끼치는 영향을 보면,추간판의
재생에 긍정적 효과가 있음을 알 수 있다.
퇴행성 추간판 질환의 병인론은 아직 완전히 밝혀진 것은 아니지만
대체적으로는 추간판내 당단백의 점진적인 감소에 의한 수분압 감소
에 기인한다고 알려져 있다8-9,11-12.생물학적으로 중요한 단백질 유전
자의 염기서열이 밝혀지고 이러한 유전자의 조작 및 바이러스 재조합
기술,성장인자 주입 등의 치료법이 대두되고 있지만,이러한 방법은
우수한 생물학적 효과는 있지만 주사를 한다든지,바이러스나 세포를
체내에 주입한다던지 하는 침습적 술식이 필요하며 더구나 생물학적



안전성도 아직 확립된 것은 아니다.그러한 이유로 경구 투여에 의한
약제로 추간판 뿐만 아니라,관절 연골,그리고 골격계에 보호효과를
발휘할 수 있다면 가장 이상적인 치료방법이라고 생각된다.
본 연구의 제한점은 실험관내 연구이므로 향후 생체 내 효과를 검
정해야 할 것이다.더구나 파미드로네이트의 작용 기전도 세포내 신
호전달 수준에서 증명해야 할 것이다.

ⅤⅤⅤ...결결결론론론

척추 추간판 세포에서 파미드로네이트는 기질 생성 자극,연골성
표현형 유지,세포 생존능력 자극 등의 효과를 나타내어 추간판 변성
에 치료적 수단으로 이용될 수 있을 것이다.
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Abstract

Biologic Effect of Pamidronate on Degenerated Human Intervertebral 

Disc Cells

Sung Hwan Yoon

Department of Medicine

The Gtaduate School, Yonsei University

 (Directed by Professor Hwan Mo Lee)

As potent inhibitors of bone resorption, bisphosphonates(BPs) are widely 

used for the treatment of bone disorders because of increased osteoclast activity. 

BPs are also broad-spectrum matrix metalloproteinase (MMP) inhibitors which 

involves cation chelation. Apoptosis appears to provide an important 

mechanism that contributes to the death of disc cells and thus disc degeneration. 

In articular chondrocytes, BPs appear to prevent dexamethasone induced 

growth retardation and apoptosis. Accordingly, the objective of this study is to 

investigate the effect of pamidronate, N-containing BP, on human intervertebral 

disc cells in terms of cellular proliferation, matrix synthesis, mRNA expression 

of matrix components, apoptosis, and mRNA expression of MMP. 

Human disc tissues were obtained from three patients with degenerative disc 

disease. Intervertebral disc cells were isolated by sequential enzymatic method. 

Apoptosis was induced by using TNF-alpha. Each culture was allocated to 1) 

positive control cultures with 10% FBS; 2) negative control cultures with 1 % 

FBS; 3) experimental cultures in 1 % FBS with TNF-alpha (10 ng/ml); 4) 

experimental cultures in 1 % FBS and TNF-alpha (10 ng/ml) with a various 

dose of pamidronate (10-12, 10-10, 10-9, 10-8, 10-6 M). [3H]-Thymidine for DNA 

synthesis and [35S]-Sulfate incorporation for proteoglycan synthesis were 

performed. The cells were counted on a hemocytometer using trypan-blue 



exclusion to assess cellular viability. Reverse transcription polymerase chain 

reaction for mRNA of beta-actin, collagen type I, collagen type II, aggrecan, 

MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, and MMP-13 was performed.

Disc cell cultures with various concentrations of pamidronate (10-12, 10-9, 

10-6M) showed no significant increase in DNA synthesis compared to control 

culture. However disc cell cultures with pamidronate showed significant 

increase in proteoglycan synthesis, 20.1% increase with 10-9 M pamidronate 

(p<0.05), compared to control culture. Disc cells with various dose of 

pamidronate showed similar patterns of mRNA expression of collagen type I, 

II, aggrecan compared to culture without pamidronate. In serum starved 

condition (1% FBS) with TNF-alpha(10ng/ml), pamidronate with concentration 

of 10-12 to 10-6 M demonstrated a stimulation effect of cell viability. Cultures 

with 1 % FBS showed upregulation of MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 

mRNA expression and MMP-1 protein expression, while cultures with given 

dose of pamidronate showed no change in the  expression of MMPs mRNA. 

However, cultures with given dose of pamidronate showed down-regulation of 

MMP-1 and MMP-13 protein expression.

  Pamidronate, N-containing BP has anabolic and anti-resorptive effect and 

stimulation of cell viability on intervertebral disc cells and their matrix. 
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