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국문요약

골용해의 발생기전에서 폴리에틸렌 마모편이

골아세포에 미치는 영향

골용해는 인공관절수술 후 인공관절의 수명을 감소시키는 주된 합병증이

다. 골용해의 발생기전은 복잡하며 아직까지 완전하게 알려지지 않았으나,

인공관절의 마모로 발생한 마모편이 비만세포나 대식세포에 의해 탐식되면,

이들 세포에서 분비된 매개인자에 의해 활성화된 파골세포가 골흡수를 유발

하는 것으로 알려져 있다. 그러나 마모편이 골아세포에는 어떠한 영향을 미

치는지 알려진 바가 적으며, 정상조직에서는 밀접한 상호작용을 가지고 있

는 골아세포와 파골세포가 골용해 조직에서는 어떠한 상호작용에 의해 골형

성에 비해 골흡수를 촉진하는지도 잘 모르고 있다. 본 연구에서는 생후 1일

된 백서의 두개골에서 분리한 골아세포를 일차배양하면서, 인공관절 재치환

술시 채취한 Ultra- high molecular w eight polyethylene (UHMWPE ) 마모편

을 투여하고, 배양 7일, 14일, 21일째 세포 증식율, alkaline phosphatase 활

성도, 제1형 교원질 mRNA 발현, osteocalcin mRNA 발현, 골결절 형성,

osteoprotegerin (OPG) mRNA 발현, osteoclast differentiation factor (ODF )

mRNA 발현 등을 측정하여 골용해의 발생기전에서 골아세포의 역할을 규

명하고자 하였다.

배양시기별 세포수는 혈구계로 측정하였고, alkaline phosphatase 활성도

는 분광광도계를 이용하여 측정하였다. 제1형 교원질 mRNA 발현은

Northern blot법으로, osteocalcin mRNA , OPG mRNA , ODF mRNA 발현

은 역전사-중합효소 연쇄반응(RT - PCR)법으로 분석하였으며, 골결절의 형

성정도는 von Kossa 방법을 이용하여 측정하였다.
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세포수는 UHMWPE 마모편을 투여한 군과 대조군에서 배양 7일째까지

모두 증가하였으나, 이후로는 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서 대조군에

비해 의미있게 감소하였다. alkaline phosphatase 활성도는 양군간에 의미있

는 차이를 보이지 않았고, 제1형 교원질 mRNA의 발현은 배양 14일째에 대

조군에 비해 의미있게 증가하였으나 21일째에는 차이가 없었다. osteocalcin

mRNA의 발현도 제1형 교원질의 발현과 유사한 소견을 보였으나 통계학적

인 차이는 없었다. 골결절은 UHMWPE 마모편 투여군에서 배양 7일째부터

나타나 배양기간에 따라 증가하는 소견을 보였으나, 대조군에서는 관찰되지

않았다. OPG mRNA의 발현은 양군에서 차이가 없었고 마모편 농도에 따른

변화도 없었으나, ODF mRNA의 발현은 고농도(4 mg/ ml)의 마모편 투여군

에서 증가하였다.

결론적으로 UHMWPE 마모편은 백서의 골아세포의 증식을 억제하여 조

기에 세포외 기질성숙과 무기질화 과정을 유도한 것으로 추정되며, 파골세

포의 활성을 촉진하는 ODF의 발현을 증가시켰다. 따라서 골용해에서

UHMWPE 마모편은 직접적으로 골아세포의 증식에 영향을 미칠 뿐만 아니

라 간접적으로 파골세포의 활성을 촉진하여, 골 재형성과정에 불균형을 초

래하는 것으로 사료된다.

핵심 되는 말 : 골용해, UHMWPE 마모편, 골아세포, 성장, 분화,

osteoprotegerin , osteoclast differentiat ion factor
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골용해의 발생기전에서 폴리에틸렌 마모편이

골아세포에 미치는 영향

<지도 강 응 식 교수>

연세대학교 대학원

의과학사업단

이 우 석

I . 서 론

인공관절 전치환술(total joint replacement )은 대퇴골두 무혈성 괴사증, 말

기 골관절염 등 관절의 심각한 병변에서 시행하는 재건술로 정형외과 영역

에서 널리 시술되고 있다. 그러나 인공삽입물 주위에 발생하는 무균성 해리

(aseptic loosening )나 골용해(osteolysis )는 인공관절 전치환술 후 생기는 중

요한 합병증으로 인공삽입물의 수명을 단축시키고 재치환술을 증가시켜 환

자의 사회적 활동의 제한과 경제적 부담을 주고 있다1 . 수술자의 입장에서도

심각한 골소실로 재수술시 어려움을 겪게 되고, 수술 후 결과도 초기 수술

시 보다 만족스럽지 못하여 치료에 많은 어려움을 주고 있다.1

골용해는 인공관절의 마모로 인공관절주위로 유리된 마모편(wear debris )

에 대한 생물학적 반응으로 보고되고 있다.2 ,3 즉, 인공관절의 마모로 인한

polymethylmetacrylate(PMMA ), ultra- high molecular w eight polyethylene

(UHMWPE), 금속 마모편(metal debris ) 등의 마모편이 인공관절주위 조직

에 노출되면 대식세포(macrophages)에 포식되고, 대식세포는 interleukin - 1
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(IL- 1), tumor necrosis factor (T NF ), platelet - derived growth factor (PDGF )

등을 분비하여 다른 대식세포를 모으고, 섬유아세포(fibroblast )를 자극하여

prostagladin E2(PGE2)의 분비를 증가시킨다. 이러한 인자들은 파골세포

(osteoclast )의 증식과 다핵세포로의 융합을 촉진시켜 골소실을 유발하게 된

다
2 - 6 . 또한 matrix metalloproteinase(MMP)와 같은 교원질 분해효소의 분비

를 촉진시켜 결체조직의 단계적 분해를 유발한다.7 골용해를 보이는 조직에

서 채취한 연부조직막의 조직학적 분석에 의하면 이물질 육아종(foreign

body granuloma) 소견을 보이며 주로 대식세포와 섬유아세포가 분포하는

것으로 보아 이점을 뒷받침하고 있다.8 따라서 대부분의 연구가 대식세포,

섬유아세포, 파골세포 등과 이들 세포에서 분비되는 매개인자(cytokines )에

집중되어져 왔다.3 - 1 1 그러나 골의 재형성과정(bone remodeling )은 골소실과

골형성의 두가지 과정이 균형을 이루면서 일어나는 것으로, 인공관절 전치

환술 후 골용해는 대퇴삽입물 주위에 골흡수의 증가뿐만 아니라 골아세포에

서의 신생골 형성 저하에 의한 골재형성의 실패도 크게 기여할 것으로 볼

수 있다.12 - 15 Wang 등에 의하면 사람의 골아세포양 세포(osteoblastlike cell)

를 시험관내에서 배양하여 인공관절의 금속에서 분리된 마모편(titanium,

cobalt , chromium )을 투여하였을 때, 골아세포의 osteocalcin의 분비와 제1형

교원질(typeⅠ collagen)의 형성을 억제한다고 보고한 바 있어 골용해의 작

용기전 중에서 골아세포의 역할에 대한 관심이 집중되고 있다.15

최근에는 골아세포에서 생성되어 파골세포의 분화에 관여하는 새로운 인

자들이 발견되었는데, osteoclast differentiation factor (ODF )는 T NF ligand

계열로 osteoclast differentiation and activation receptor (ODAR)에 작용하

여 파골세포의 형성과 활성도를 증가시키는 것으로 알려져 있다. 또한

osteoprotegerin (OPG)라는 단백질은 ODF 수용체와 유사한 용해성 수용체로

ODF에 강한 친화성을 가지고 있어 ODF와 ODF 수용체와의 작용을 억제하
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는 osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF )로 알려져 있어, 골흡수 과정

은 OPG와 ODF의 균형을 통해 조절될 수 있다.16 - 23 OPG와 ODF는 골아세

포에서도 형성되므로, 골아세포에 마모편이 작용하여 이들 인자들의 발현에

미치는 영향을 규명함으로써 골아세포를 통한 파골세포 분화 촉진의 작용기

전을 규명할 수 있을 것이다.

본 연구에서는 백서의 골아세포를 배양하면서 UHMWPE 마모편에 노출

시켜, 골아세포의 증식과 분화에 미치는 영향과 파골세포의 활성도를 조절

하는 OPG와 ODF의 발현정도를 분석하므로 골아세포를 통한 골용해의 작

용기전을 밝히고자 하였다.
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II . 재료 및 방법

1. UHMWPE 마모편의 분리 및 정량

골용해로 인해 인공고관절 재치환술을 시행한 환자의 골용해부위에서 조

직을 채취하여 수술용 칼을 이용하여 3 x 3 mm 크기로 잘라냈다. 조직의

효소처리를 위하여 papain (Sigma, St Louis , MO, USA ) 100 µl, N -

acetylcysteine (Sigma) 3.25 mg, 증류수 9 ml, phosphate buffer (Na2HPO4

3.55 g + NaH2PO4 3.45 g + 증류수 100 ml, pH 6.5)를 혼합하여 papain 용

액을 만들었다. 잘게 자른 조직에 papain 용액을 첨가하여 65℃에서 24시간

동안 소화시킨 후 용액 5 ml을 5%, 10%, 20%, 50% sucrose (Sigma)로 구

성된 6 ml 용액에 첨가하고, Ultracentrifuge(OptimaT M XL- 100K, Beckman

Instruments, PALO ALT O, CA, USA )의 SW41 T i rotor을 0℃, 40000

rpm (285,000 x g )에서 3시간 동안 사용하여 초원심 분리하고 최상층에 모인

UHMWPE 마모편을 분리하였다(그림 1).24 ,25 분리된 UHMWPE 마모편은 10

ml 증류수와 혼합하여 60℃에서 1시간 동안 세척하고 98% ethanol에 보관하

였으며, 분리과정은 무균적인 조작으로 시행하였다. 상기 방법으로 분리된

UHMWPE 마모편은 0.2 µm의 polycarbonate filt er에 여과시켜 건조시킨 후

주사 전자 현미경(Hitachi H - 500, T okyo, Japan )을 이용하여 UHMWPE 마

모편의 크기 및 형태를 확인하였다(그림 2).26 ,27 분리된 UHMWPE 마모편의

크기는 평균 0.4(0.1 1.4) µm이었으며, 92% 이상이 1 µm 이하였다. 형태는

섬유형이 1%, 구형이 99%로 대부분이 구형이었다. 골용해조직 1 gm당 분

리된 UHMWPE 마모편의 수는 5.6x 108 (2.2x 106 1.2 x 109 )개 이었다. 일부(10

mg)는 진공 건조시킨 후 electron spectroscopy for chemical analysis

(ESCA, Quantum 2000, PEI, MN, USA )를 이용하여, 분리된 UHMWPE
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그림 1. UHMWPE 마모편의 분리.

Papain으로 용해된 조직을 5%, 10%,

20%, 50% sucrose 용액에서 초원심분리

하여 최상층(화살표)에서 UHMWPE 마

모편을 분리하였다.

그림 2. 분리된 UHMWPE 마모편의 주사

전자 현미경 소견. 99% 이상이 구형이며,

크기는 평균 0.4(0.1 1.4) µm 이었다.



마모편의 화학적 성분을 확인하였다. 표면 구성요소를 분석하는 저해상도

개관주사(survey scan , 187.9 eV )상 C- H 결합에 해당되는 285.0 eV에서 정

점(peak )을 이루었으며, C- O 결합에 해당되는 287.7 eV에서 작은 정점을

이루어진 것으로 볼 때, UHMWPE 마모편이 체내에서 일부 산화(oxidation)

된 것으로 판단되었다(그림 3- A ). 고해상도 C1s spectra (22.6 eV)상에서는

O1s, N1s, silicon 등의 정점이 관찰되었으나, 금속마모편은 관찰되지 않았다

(그림 3- B).26 ,27
나머지 98% ethanol속에서 보관되었던 UHMWPE 마모편은

ethanol을 증발시킨 후 Dulbecco' s modified essential medium (DMEM,

Gibco BRL, Grand Island, NY, USA )속에 첨가하여 1.0 mg/ ml, 2.0 mg/ ml,

4.0 mg/ ml의 농도가 되도록 배양액을 준비하였다.

2. 골아세포의 분리 및 배양

생후 1일 이내의 Sprague- Dawley계 쥐의 두개골에서 골막과 봉합부위가
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그림 3. 분리된 UHMWPE 마모편의 electron spectroscopy for chemical

analysis . UHMWPE을 확인할 수 있었으며, 금속은 검출되지 않았다. A .

저해상도 개관주사, B . 고해상도 C1s spectra .

A B

.... . ....
 



포함되지 않도록 골을 채취하였다. 채취한 조직을 인산완충용액으로 3회 세

척을 실시한 다음 가위를 이용하여 1 mm 크기로 잘게 자르고, 잘린 시료를

미리 만들어 놓은 효소용액(collagenase 2 mg/ ml, DNase I 0.1 mg/ ml)에

넣고 금속봉으로 천천히 흔들면서 37o C 배양기에서 20분간 소화시켰다. 처

음 상층액은 버리고 다시 효소용액에서 다시 40분간 소화시키고, 다시 상층

액을 버리고 효소용액에 다시 넣어 90분간 소화시켰다. 이후 원심분리를 실

시하여 상층액을 버리고 모아진 세포를 10% 우태혈청, penicillin과 strepto-

mycin (100 U/ ml, Gibco BRL)이 함유된 low glucose Dulbecco' s modified

essential medium (DMEM )으로 75 cm 2
배양용기에 넣어 37o C, 5% CO2 배

양기에서 배양을 실시하였다. 배지는 2일에 한 번 교환하였으며 실험에 사

용 후 남은 세포는 - 70o C에서 보관하였다. 골아세포의 표현형 확인은 골아

세포의 배양 중 일부를 β- glycerophosphate를 첨가하여 골결절(bone

nodule)이 형성되는 모습을 확인하였다.

3. 실험군 및 세포 증식율(cell proliferation ) 측정

일차 배양된 골아세포를 0.25% trypsin - EDT A (Gibco BRL)로 처리하여

배양용기에서 세포를 분리한 후 혈구계(hemocytometer )로 세포수를 측정한

다음 100 mm 배양용기에 1x 105 cell/ ml씩 분주한 후 10% 우태혈청(Sigma)

이 함유된 DMEM에서 2- 3 일간 배양하여 세포를 안정화시켰다. UHMWPE

마모편을 1.0 mg/ ml을 투여하고 배양 7, 14, 21일째 세포와 배양액을 분리하

였다. UHMWPE 마모편은 투여치 않은 군을 대조군으로 하였다. 각각의 분리

된 세포와 배양액에서 세포수, alkaline phosphatase 활성도, 제1형 교원질과

osteocalcin mRNA , 골결절 형성을 측정하였다. ODF와 OPG mRNA 발현은

UHMWPE 마모편의 농도를 1.0 mg/ ml, 2.0 mg/ ml, 4.0 mg/ ml로 달리하여
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배양기간과 농도에 따른 변화를 분석하였다. 세포 증식율 분석은 각 군에서

분주 후 7, 14, 21일째에 0.25% trypsin- EDT A (Gibco BRL)로 처리하여 배

양용기에서 세포를 분리한 후 혈구계로 세포수를 측정하였다.

4. Alkaline phosphatase 활성도 분석

배양 7, 14, 21일째에 각 배양용기에서 배양액을 버리고 인산완충용액로

세척하였다. 희석된 substrate solution (pH 9.8, p- nitrophenylphosphate, 2.5

mM ) 1 ml를 첨가하여 15분간 37℃에서 반응시켰다. 1N NaOH 1 ml를 첨

가하여 반응을 종결시킨 후 반응물을 405 nm에서 분광광도계로 각 군에서

의 흡광도를 측정한 후 각 군의 측정값을 세포농도로 보정하였다.

5. 골결절 형성 분석(von Kossa 염색)

배양 7, 14, 21일째에 각 배양용기에서 10% neutral buffered formalin으로

15분간 고정시키고 증류수로 세척한 후 von Kossa법(Sigma)을 이용하여

염색하였다. 골결절은 광학 현미경(Olympus , T okyo , Japan )을 이용하여 40

배상에서 골결절의 수를 측정하였다.

6. 제1형 교원질에 대한 mRNA 분석(Northern blot analysis )

배양 7, 14, 21일째에 실험군과 대조군의 골아세포를 분리한 후 RNeasy

Mini Kit (Qiagene, Hilden , Germany )를 사용하여 total RNA를 분리하고, 분

광광도계를 이용하여 260 nm와 280 nm에서의 흡광도를 측정하여 정량하였

다. 각 군의 total RNA 6 µg을 취하여 10x FGRB 2.5 µl, formaldehyde 4

µl, formamide 12.5 µl를 첨가하고 65o C에서 5분간 처리한 후 얼음에 식히고

완충용액(50% glycerol, 0.1 mg/ ml bromophenol blue)을 2.5 µl를 첨가하여
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1% formaldehyde agarose gel의 well에 투여하였다. 1x FGRB에서 100

Volt의 전압으로 2시간 동안 전기영동 후 20x SSC 용액(3 M Nacl, 0.3 M

sodium citrate, pH 7.0)에서 Nylon membrane(Amersham, Buckinhamshire,

UK)으로 상온에서 20시간 transfer하였다. Nylon membrane을 gel로 부터

제거하고 상온에서 1시간이상 건조시킨 후 UV cross linker (Hoefer , San

Francisco, CA, USA )에서 120,000 µJ로 RNA를 membrane에 고정시켰다.

nylon membrane을 42o C로 유지한 prehybridization 용액[5x SSC, 50%

formamide, 5x Denhardt ' s 용액, 100 µg/ ml, 0.1% SDS]에 넣고 30분간

prehybridization시켰다. β- actin의 probe에 방사선 동위원소인 [3 2P]를 표시

하기 위하여 redi- Prime labeling kit (Amersham )를 이용하여 random

primer labeling을 실시하였다. 제1형 교원질의 sense primer (5 ' CAA AGA

AGG CGG CAA AGG T C 3' ), antisense primer (5 ' ACG AT C ACC ACT

CT T GCC AG 3' )로 미리 합성된 cDNA probe (1 ng/µl) 55 µl를 100o C에서

5분간 끓인 후 얼음물에서 1분간 냉각시키고 Labelling kit로 47 µl를 옮긴

후 잘 혼합하여 [α- 3 2P]dCT P (Amersham )를 첨가하고 37o C에서 1시간 방치

하였다. 0.5 M EDT A를 1 µl를 첨가하여 반응을 중지시키고 100o C에서 5분

간 끓인 후 즉시 얼음물에 냉각시켰다. 표지된 probe를 prehybridization 용

액에 첨가하여 20시간 동안 42o C에서 hybridization을 실시하였다.

Hybridization이 끝난 후 nylon membrane을 2x SSC, 0.1% SDS 용액으로

10분씩 상온에서 3회 세척을 실시하고, 0.2x SSC, 0.1% SDS 용액으로 68o C

에서 10분씩 3회 세척을 실시하였다. Nylon membrane을 BAS- 2500

phosphoimager (Fuji, T okyo, Japan)를 이용하여 방사능을 측정하였으며, 이

후 X- ray 필름에 - 70o C에서 24시간 노출시켜 현상하였다.

7. Osteocalcin에 대한 mRNA 분석(RT - PCR)
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배양 7, 14, 21일째에 실험군과 대조군의 골아세포를 분리한 후 RNeasy

Mini Kit (Qiagene)를 사용하여 total RNA를 분리하고, 260 nm와 280 nm에

서의 흡광도를 측정하여 정량하였다. total RNA 2 µg 및 1 µl의 random

primer를 섞은 후, 증류수를 이용하여 12 µl가 되도록 한 다음 70℃에서 10

분간 가온하였다. 가온 후 얼음물에 담가 식히고 상온에서 10분간 유지한

후, 4 µl의 4x 반응완충용액, 2 µl의 0.1 M DT T , 1 µl의 10 mM dNT P 혼

합물을 썩은 후 42℃에서 2분간 가온하였다. 200 U (1 µ )의 Super scriptT M ll

(Gilbco BRL)을 첨가하여 42℃에서 50분간 반응시킨 후 2 U의 E . coli

RNase H를 첨가한 후 37℃에서 20분간 반응시켜 template로 사용되었던

RNA를 분해하여 중합반응에 사용되지 않은 primer와 dNT P를 제거하여

osteocalcin cDNA를 합성하였다. 합성된 첫 번째 가닥의 cDNA 용액 1 µl

에 10 pmole의 sense primer (5 ' CT G CT C ACT CT G CT G GCC CT G

AC 3' )와 10 pmole의 antisense primer (5 ' CGG T GG T GC CAT AGA

T GC GCT T G 3' )를 첨가한 후 1 U의 T aq polymerase (Perkin Elmer ,

Foster City , CA, USA )가 함유된 중합효소 연쇄 반응액(50 mM KCl, 10

mM T ris - HCl, pH 9.0)을 첨가하여 최종부피가 50 µl가 되게 하고 중합효

소 연쇄반응을 시행하였다. 중합효소 연쇄반응의 94℃에서 5분간 변성, 94℃

에서 30초 동안 변성, 57℃에서 30초 동안 annealing , 72℃에서 1분간의 합

성과정을 30회 반복하였다. 최종으로 72℃에서 8분간 합성반응을 시킨 후

반응액 중 5 µl를 취하여 QIAquick PCR purification kit를 사용하여 중합반

응에 사용되지 않은 primer와 dNT P를 제거하고 얻어진 중합효소 연쇄반응

산물은 1.2% agarose gel에서 중합효소 연쇄반응 표지(PCR marker )와 같이

전기영동한 후 UV transilluminator하에 관찰 후 촬영하였다.

β- actin도 sense primer (5 ' T T C T AC AAT GAG CT G CGT G 3' ),
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antisense primer (5 ' CT T GAT CT T CAT GGT GCT 3' )를 사용하여

osteocalcin과 동일한 방법으로 RT - PCR(역전사-중합효소 연쇄반응)을 시행

하였다.

8. OPG와 ODF에 대한 mRNA 분석(RT - PCR)

백서의 OPG(sense primer : 5 T CC CT T GCC CT G ACT ACT CT T

AT 3' , antisense: 5 ' GAA CCC AT C CGG ACA T CT T T T 3' )와 ODF

(sense primer : 5 ' CCA T CG GGT T CC CAT AAA GT C AGT 3' ,

antisense primer : 5 ' AAA GCC CCA AAG T AC GT C GCA T CT 3' )도

역시 osteocalcin과 동일한 방법으로 RT - PCR을 시행하였다.

9. 통계학적 분석

통계학적 분석은 SAS 6.12(SAS institute Inc, Cary , NC, USA )를 이용하

여 분석하였다. UHMWPE 마모편과 대조군간의 차이는 Mann - Whitney

test를 이용하였으며, UHMWPE 마모편의 농도에 따른 차이는 ANOVA

test를 이용하여 분석하였다. 검정시 유의수준은 p값이 0.05 미만인 경우 통

계학적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.
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III . 결 과

1. 세포 증식율

배양용기에 1x 105 cell/ ml의 골아세포를 분주한 후 UHMWPE 마모편을

넣어 준 군에서는 세포수가 배양 7일째 5x 105 (±1.2x 105 ) cell/ ml로 정점을

이룬 후, 배양 14일째 3x 105 (±0.9x 105 ) cell/ ml, 배양 21일째 2x 105 (±0.8x

105 ) cell/ ml로 감소하였으나, 대조군에서는 배양 7일째 7x 105 (±1.5x 105 )

cell/ ml, 배양 14일째 10x 105 (±1.7x 105 ) cell/ ml, 배양 21일째 14x 105 (±2.1x

105 ) cell/ ml로 지속적으로 증가하였다. 즉, 세포증식은 배양 7일째까지 양군

에서 모두 증가하였으나, 배양 14일째부터는 UHMWPE 마모편을 넣어 준

군에서는 감소하였고, 대조군에서는 지속적으로 증가하였다(p< 0.05)(그림 4).

- 14 -

그림 4. 세포증식율. 배양 7일째까지 양군에서 증가하였으나, 이후로는

UHMWPE 마모편을 투여한 군이 대조군에 비해 감소하였다(*: p< 0.05).

D ay 7

*

*



2. Alkaline phosphatase 활성도

alkaline phosphatase 활성도는 양군에서 증가하다가 14일째에 정점을 이

루고 감소하였으며, 대조군에 비해 UHMWPE 마모편을 넣어 준 군에서 배

양 7일째에 54±8%, 배양 14일째에 85±10%로 낮았고, 배양 21일째에는

101±6%로 높았으나 통계학적인 의미는 없었다(p> 0.05)(그림 5).

3. 제1형 교원질 mRNA의 발현

제1형 교원질 mRNA 발현은 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서는 대조

군에 비해 배양 7일째에 134±11%, 배양 14일째에 270±15%, 배양 21일째

에는 105±9%로 높았으나, 배양 14일째에만 통계학적으로 의미있게 높았다

(p< 0.05). 배양기간에 따른 제1형 교원질 mRNA 발현의 변화는 UHMWPE
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그림 5. 배양시기에 따른 alkaline phosphatase 활성도. 배양시기에 따른

UHMWPE 마모편을 투여한 군과 대조군간의 의미있는 차이는 없었다

(p>0.05).



마모편을 투여한 군에서 배양 14일째 정점을 이루고 감소하는 반면, 대조군

에서는 지속적으로 증가하는 양상을 보였다(그림 6).

4. Osteocalcin mRNA의 발현

배양기간에 따른 Osteocalcin mRNA의 발현은 제1형 교원질 mRNA 발현

과 비슷하게 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서 14일째까지는 증가하였으

나 이후로는 감소되었고, 대조군에서는 14일째부터 증가하였다(그림 7). 대

조군에 비해 배양 7일째에 117±9%, 배양 14일째에 133±10%로 높았고, 배

양 21일째에는 89±7%로 낮았으나 통계학적인 의미는 없었다(p> 0.05).
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그림 6. 배양시기에 따른 제1형 교원질의 Northern blot 분석. 배양 14일

째에 UHMWPE 마모편을 투여한 군이 대조군에 비해 높게 발현되었다

(*: p< 0.05). UHMWPE 마모편을 투여한 군은 배양 14일째 정점을 이룬

후 감소하는 반면에 대조군에서는 지속적으로 증가하는 양상을 보였다.

*



5. 골결절 형성

골결절의 형성은 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서 배양 7일째에 15±2

개/ HPF (high power field)로 관찰된 후, 배양 14일째에 34±3개/ HPF , 배양

21일째에는 59±5개/ HPF로 지속적으로 증가하였으나 대조군에서는 21째에

도 관찰되지 않았다(그림 8).

6. OPG와 ODF mRNA의 발현

OPG mRNA의 발현은 1 mg/ ml 농도의 UHMWPE 마모편을 투여한 군

에서는 대조군에 비해 배양 7일째에 82±9%, 배양 14일째에 96±9%로 낮

았고, 배양 21일째에는 124±10%로 높았으나 통계학적인 의미는 없었다
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그림 7. 배양시기에 따른 osteocalcin의 RT - PCR 분석. UHMWPE 마모

편을 투여한 군과 대조군간에 의미있는 차이는 없었다(p>0.05).



(p>0.05). 2 mg/ ml 농도의 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서도 배양 7일

째에 89±9%, 배양 14일째에 89±9%로 낮았고, 배양 21일째에는 124±11%

로 높았으나 통계학적인 의미는 없었다(p> 0.05). 4mg/ ml 농도의 UHMWPE

마모편을 투여한 군에서도 배양 7일째에 82±8%로 낮았고, 배양 14일째에

102±9%, 배양 21일째에는 109±11%로 높았으나 역시 통계학적인 차이는

없었다(p> 0.05)(그림 9, 10). ODF mRNA의 발현은 1 mg/ ml 농도의

UHMWPE 마모편을 투여한 군에서는 대조군에 비해 배양 7일째에 74±7%,

배양 14일째에 51±6%, 배양 21일째에는 71±8%로 낮았으나 배양 14일째

만 유의한 차이가 있었다(p< 0.05). 2 mg/ ml 농도의 UHMWPE 마모편을 투

여한 군에서도 배양 7일째에 101±9%로 높았고, 배양 14일째에 53±8%, 배

양 21일째에는 69±8%로 낮았으나 배양 14일째만 유의성이 있었다(p< 0.05).
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그림 8. 배양시기에 따른 골결절 형성(von Kossa 염색). UHMWPE 마모

편을 투여한 군에서 배양 7일째부터 골결절이 관찰되어 지속적으로 증가

하였으나 대조군간에서는 관찰되지 않았다.

6 w ell p late

X 40



4mg/ ml 농도의 UHMWPE 마모편을 투여한 군에서도 배양 7일째에 87±

8%로 낮았고, 배양 14일째에 144±12%로 높았으며, 배양 21일째에는 48±

9%로 낮았으나, 배양 14일째에 유의성있게 높았다(p< 0.05)(그림 9,11).
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그림 9. 배양시기와 UHMWPE 마모편의 농도에 따른 OPG mRNA와

ODF mRNA의 RT - PCR 분석. OPG: osteoprotegerin , ODF : osteoclast

differentiat ion factor .

그림 10. 배양시기와 UHMWPE 마모편의 농도에 따른 OPG mRNA의

발현. 배양시기와 농도에 따른 의미있는 차이는 없었다(p> 0.05). OPG:

osteoprotegerin .
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그림 11. 배양시기와 UHMWPE 마모편의 농도에 따른 ODF mRNA의

발현. 배양 14일째에 고농도(4 mg/ ml)의 UHMWPE 마모편 투여군에서

높게 발현되었다(*: p< 0.05). ODF : osteoclast differentiation factor .

*

.... . ....
 



IV . 고 찰

골용해와 무균성 해리를 보이는 조직에서 채취한 연부조직막의 조직학적

분석에 의하면 이물질 육아종 소견을 보이고 주로 마모편을 탐식한 대식세

포와 섬유아세포가 분포한다.8 이물반응에 의해 유도된 대식세포와 섬유아

세포로부터 여러 가지 생물학적인 인자가 분비되는데, 명확히 밝혀지지는

않았지만 IL- 1α, IL- 1β, IL- 6, T NF -α, PGE2 등이 관여할 것으로 보고되

고 있다.6 - 9
한편 이러한 마모편의 조직학적 반응과 생물학적 반응은 마모편

의 종류, 수, 크기, 모양에 따라 영향을 받는 것으로 보고되고 있으며, 이물

반응이 일어난 부위에서 골흡수가 발생하여 골용해성 강을 형성하게 되고

인공삽입물과 인접한 골사이에 해리를 유발한다.2 5 ,2 6 이와 같이 기존의 연구

는 골흡수의 측면에서, 주로 대식세포와 파골세포, 섬유아세포에 집중되어

졌다.3 - 1 1 그러나 골의 재형성과정은 골소실과 골형성의 두가지 과정이 균형

을 이루면서 일어나는 것으로 인공관절 전치환술 후 골용해에서도 대퇴삽입

물 주위에 골흡수의 증가뿐만 아니라 골아세포에서의 골형성의 저하도 중요

한 역할을 할 것으로 볼 수 있다.12 - 15 본 연구에서는 골아세포를 시험관내에

서 배양하고, 인공관절 전치환술 후 골용해 소견이 보여 재수술을 시행한

환자에서 채취한 UHMWPE 마모편을 배양한 골아세포의 배양용기에 함께

넣어주어 UHMWPE 마모편이 골아세포의 증식과 분화에 미치는 영향과

OPG, ODF 등의 분비에 미치는 영향을 평가하여 파골세포의 활성의 조절에

서 골아세포의 역할을 밝히는데 있었다.

본 연구결과에 의하면 골아세포의 증식율이 대조군에 비해 UHMWPE 마

모편을 첨가한 군에서 의미있게 감소하였고 alkaline phosphatase의 활성도

도 감소하였으나 통계학적 의미는 없었다. 반면에 제1형 교원질 mRNA 발
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현과 골결절의 형성은 증가되었는데, 이는 UHMWPE 미세입자가 골아세포

의 기질형성과 무기질화의 과정을 촉진하는 소견으로 볼 수 있다. 그러나

골아세포 배양에서 증식과 분화의 특징을 고려한다면 다른 해석을 유도할

수 있다. 즉 골아세포의 일차배양을 할 경우 증식기, 기질 성숙기, 무기질화

과정의 3단계를 거치게 되며, 각 과정사이에는 경계가 있어 각 과정의 진행

에 영향을 주고 있다. 35일간의 일차배양을 할 경우 첫 12일까지 세포 증식

기에 해당되며, 이 시기에 세포 증식율이 높고, 기질형성에 필요한 제 1형

교원질, T GF , fibronectin의 생산으로 특징지어질 수 있다. 기질 성숙기는

증식기 이후 20일까지에 해당되며, DNA의 합성이 감소되며 기질의 구성의

변화과정을 거치며 alkaline phosphatase의 표현이 증가가 특징적이다. 무기

질화 과정은 마지막 단계로 무기질화 과정에 필요한 osteocalcin ,

osteopontin , calcium의 축적이 이루어진다.15 본 연구의 결과를 이 과정에

적용시킨다면, UHMWPE 마모편이 골아세포의 증식을 감소시켜, 기질 성숙

과 무기질화과정을 조기에 유도한 것으로 볼 수 있다. 반면에 대조군에서는

지속적인 골아세포의 증식이 관찰되었으며 충분한 시간에 걸쳐 기질 성숙과

무기질화과정을 유도하는 것으로 판단된다. 이러한 점은 배양 21일째 제1형

교원질과 osteocalcin의 mRNA의 발현이 역전되는 소견이 뒷받침하고 있다.

즉 UHMWPE 마모편이 골아세포에 직접적으로 작용하여, 충분한 골아세포

의 증식을 억제하고 골아세포의 분화과정을 조기에 유도하는 것으로 판단되

었다. 이는 사람의 골아세포양 세포를 사용하여 시험한 이전의 보고와 일치

되는 결과이다.16 ,18

본 연구에서 골아세포의 증식과 분화과정에서 UHMWPE 마모편의 직접

적인 영향 외에도 골아세포와 파골세포의 상호작용에 중요한 역할을 하는

인자에 대해서도 분석하였다. 최근에 골아세포에서 생성되어 파골세포의 분

화를 조절하는 OPG 및 ODF와 같은 새로운 인자들이 발견되었다. ODF는
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T NF ligand 계열로 osteoclast differentiat ion and activation receptor

(ODAR)에 작용하여 파골세포의 형성과 활성도를 증가시키는 것으로 알려

져 있고, OPG는 ODF 수용체와 유사한 용해성 수용체로 ODF에 강한 친화

성을 가지고 있어 ODF의 수용체와의 작용을 억제하는 osteoclastogenesis

inhibitory factor (OCIF )로 알려져 있다.17 - 2 3
따라서 골흡수 과정은 OPG와

ODF의 균형을 통해 조절될 수 있고, OPG와 ODF는 골아세포에서 형성되

므로, 골아세포에 마모편이 작용하여 이들 인자들의 발현에 미치는 영향을

규명함으로써 골아세포를 통한 파골세포 분화 및 활성도의 조절기전을 규명

할 수 있다. 본 연구의 결과에 의하면 OPG mRNA의 발현은 대조군이나

UHMWPE 마모편의 농도에 따라 의미있는 차이는 없었다. 그러나 ODF

mRNA의 발현은 저농도(1 mg/ ml, 2 mg/ ml)에서는 대조군보다 감소하였으

나, 고농도 (4 mg/ ml)에서 오히려 대조군보다 증가하였다. 이는 UHMWPE

마모편이 OPG의 발현에는 영향을 미치지 않으나 일정한 농도 이상에서는

ODF의 발현을 촉진하므로써 파골세포를 활성화하는 것으로 사료되며

UHMWPE 마모편의 농도와 골용해의 발생관계는 밀접한 관련이 있음은 이

미 보고된 바 있어 본 실험의 결과와 일관성이 있다.2 6 ,2 7 그러나 저농도의

UHMWPE 마모편이 배양 14일째에 대조군보다 ODF의 발현을 감소시킨 점

과 UHMWPE 마모편이 OPG의 발현에는 영향을 미치지 않은 점은 향후 추

가 연구가 필요할 것으로 사료된다. 또한 본 연구에서 사용된 UHMWPE

마모편보다 더 높은 농도에서는 OPG와 ODF 발현에 어떠한 영향을 주는지

도 더 연구해야 할 과제로 남아 있다. 결론적으로 골용해의 복잡한 발생기

전을 본 연구의 결과로만 해석할 수는 없지만, 대식세포, 파골세포와 이들

사이에 작용하는 인자들의 연구에서 탈피하여 UHMWPE 마모편이 골아세

포에 직접적인 영향을 미쳤다는 점과 골아세포-파골세포사이의 상호관계를

일부 규명하였다는 점에서 추후 연구에 도움에 될 것으로 사료된다.
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V . 결 론

인공관절 전치환술 후 골용해 조직에서 채취한 UHMWPE 마모편을 백서

의 두개골에서 골아세포를 분리하여 배양한 골아세포의 배양용기에 투여하

여, UHMWPE 마모편이 골아세포의 증식, alkaline phosphatase 활성도, 기

질형성(제1형 교원질, osteocalcin ), 무기질화 과정, OPG와 ODF의 발현 등

에 미치는 영향을 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. UHMWPE 마모편은 골아세포의 증식을 억제하였으나, alkaline phosphat

ase의 활성도와 Osteocalcin의 mRNA 발현에는 영향을 미치지 않았다.

2. 골아세포의 제1형 교원질 mRNA 발현과 골결절 형성의 분석에서

UHMWPE 마모편을 투여한 군이 대조군에 비해 기질형성과 무기질화 과

정을 조기에 유도하였다.

3. OPG mRNA의 발현은 실험군과 대조군간에 의미있는 차이는 없었으나

ODF mRNA 발현은 UHMWPE 마모편의 고농도 투여군(4 mg/ ml)에서

대조군에 비해 높았다.

이상의 결과를 분석하면 UHMWPE 마모편은 골아세포의 증식은 감소시

켜, 골아세포의 골형성에 필요한 효소나 기질의 형성을 조기에 유도함으로

써 골형성을 억제하였고, 파골세포에 영향을 미치는 ODF의 발현을 촉진하

여 파골세포의 활성을 유도하는 것으로 판단되었다. 본 연구에서와 같이

UHMWPE 마모편이 직접적으로 골아세포의 영향을 미치는 기전과 파골세

포와 섬유아세포에서 분비되는 cytokines에 의한 기전 중 어느 기전이 더

큰 영향을 미치는지는 앞으로 밝혀져야 할 과제이나 골용해의 과정 중에서

UHMWPE 마모편이 직접적인 골아세포를 억제하고 파골세포의 활성을 조

절한다는 점은 골용해 기전의 중요한 부분을 규명한 것으로 사료된다.
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A b s tra ct

Effect of poly ethy lene partic le s on o s teoblas t s

in pathog ene s i s of os teoly s i s

W o o - S uk L e e

B rain K orea 21 P roj ect f or M edical S ciences

The Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(D irected by P rof ess or E ung - S hick K ang)

Osteoly sis has been recognized as a major limitation of long - term

survival of implanted prostheses in total joint arthroplasty . T he

pathophysiology of osteolysis is complex and not yet fully under stood. It

w as believed that osteoly sis resulted from bone resorption secondary to

osteoclast stimulation by cytokines released from mast cells and

macrophages that had phagocytosed submicron wear particles . T he effect

of wear particles on osteoblast s is not w ell- known . And the

interrelationship betw een osteoclast and osteoblast activity is closely

regulated in the normal subject and is not fully understood. T he

relationship is altered in patient s with implanted foreign material and

submicron w ear particle generation such that bone resorption exceeds

production . T o determine the role of osteoblast in the pathogenesis of

osteolysis, I cultured the osteoblast s primarily isolated from rat neonate

calvariums and then evaluated cell proliferation , alkaline phosphatase

activity , the expression of T ype I procollagen mRNA, the expression of

- 29 -



osteocalcin mRNA, bone nodule formation, and the expression of

osteoprotegerin (OPG) mRNA and osteoclast differentiat ion factor (ODF )

mRNA according to culture periods by adding ultra high molecular

w eight polyethylene (UHMWPE ) particles retrieved from osteolysis tissue

of revision surgery . T he particles w ere not added in the control group.

T he cell proliferation w as analyzed using a hemocytometer and

alkaline phosphatase activity w as measured by spectrophotometer . T he

expression of type I procollagen mRNA w as analyzed by Northern blot

method and the expression of osteocalcin mRNA, OPG, and ODF mRNA

w as analyzed by RT - PCR methods . T he bone nodule w as counted by

von Kossa technique.

T he cell proliferation w as increasing in both group on the 7th day .

Particle group showed statistically significant decrease in cell

proliferation compared to that of the control group. In alkaline

phosphatase activity , there w as no significant difference between both

groups . T he expression of type I procollagen mRNA was increased on

the 14th day but it was not different to the control group on the 21th

day . T he expression of osteocalcin mRNA w as similar pattern to type I

procollagen mRNA but there was no significant difference betw een both

group. T he bone nodules appeared at the 7th day and they was

increased with time. T here was no appearance of bone nodule in the

control group. T he expression of OPG mRNA in particle group was

similar to that of control group. T he expression of ODF mRNA w as

significantly increased in high concentration particle group (4 mg/ ml) on

the 14th day .
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Conclusively , rat osteoblast s exposed to retrieved UHMWPE particles

in monolayer culture ceased the proliferation of osteoblast and produced

early extracellular matrix maturation and mineralization process in vitro

and they increased the expression of ODF promoting osteoclast activities .

In osteolytic lesions, UHMWPE particles may have a direct effect on the

growth of osteoblast s and a indirect effect on the activation of osteo-

clast s inducing an imbalance at bone remodelling .

Key Words : osteoly sis, polyethylene particle, osteoblast , growth,

differentiation , osteoprotegerin , osteoclast differentiation factor
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