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Advanced Glycation End Products Increase Matrix
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Objective: Although increased expression of receptor for advanced glycation end products

(AGE) in osteoarthritis (OA) has been reported, little is known concerning the role of AGEs in

the pathogenesis of OA. This study was undertaken to determine the effect of AGEs on the

regulation of matrix metalloproteinase (MMP) expressions and activities in human OA chond-

rocytes

Methods: OA chondrocytes were treated with increasing doses of AGE-bovine serum albumin

(AGE-BSA). The expressions of MMPs were determined by both enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) and immunoblot analysis. The activities of MMPs were evaluated by both gelatin

and casein zymography assays. In addition, electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was

employed to investigate the DNA binding activity of nuclear factor-kappa B (NF-κB) by AGE-BSA

treatment.

Results: The productions of MMP-1, -3, and -13 were significantly elevated by AGE-BSA in

a dose dependent manner. The elevated activities of MMP-1, -3, and -13, and TNF-α by

AGE-BSA were also observed. DNA binding activity of NF-κB was markedly increased by
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서 론

골관절염은 노인 인구에서 가장 흔한 질환이며 통

증과 만성장애를 일으키는 원인 중의 하나이다. 비

록 연령 증가에 따른 관절 연골의 변화가 골관절염

의 중요한 원인으로 추정되지만 연령의 증가가 어떠

한 기전으로 골관절염의 위험인자로 작용하는지는

아직 잘 알려져 있지 않다 (1). 분자 생물학적인 관

점에서 골관절염은 시토카인, 기질단백분해효소(ma-

trix metalloproteinase, MMP)와 그것의 억제제의 불균

형에 의해 발생한다는 특징을 가지고, 이것의 변화

는 결국 연골 파괴를 일으키게 된다 (2). 특히 연골

은 type II 콜라겐과 aggrecan을 포함하는 프로테오글

리칸 등과 같은 물질로 둘러싸여 있는데 aggrecan은

관절 내에서 중요한 역할을 한다 (3). 기질단백분해

효소는 type II 콜라겐을 분해할 수 있는 효소이기에

연골 파괴에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다.

기질단백분해효소는 아연, 칼슘과 관계 있는 촉매

효소의 종류이다. 이들이 활성화되면 골관절염에서

연골의 기질을 분해한다고 밝혀져 있다 (4). 이 효소

의 3가지 유형은 세포 표면의 기질 변화를 조절한다

고 알려져 있는데 첫 번째는 아교질분해효소이다.

아교질분해효소-1이라고도 불리는 기질단백분해효소

-1은 세포 표면 기질의 변화 시 콜라겐 섬유를 분해

하는 중요한 역할을 하기 때문에 콜라겐 분해가 발

생하는 곳에서 생물학적인 과정에 있어 넓게 관여한

다. 아교질분해효소-3라 불리는 기질단백분해효소-13

은 골관절염에서 aggrecan과 type II 콜라겐의 분해에

관여한다 (5). 기질단백분해효소-13이 연골에서 특히

과도하게 많이 분비될 경우에 골관절염이 발생함은

쥐 실험을 통해 밝혀져 있다 (6). 두 번째 유형인 스

트로멜리신은 프로테오글리칸과 type IX 콜라겐을

분해하는데 스트로멜리신-1이라 불리는 기질단백분

해효소-3가 여기에 속한다. Aggrecan의 interglobular

domain (IGD)이 활성화된 기질단백분해효소-3에 특

히 민감하다는 것은 알려져 있다 (7). Aggrecan의 분

해가 연골 조직의 파괴에 중요하지만 관절 조직의

궁극적인 파괴는 연골 콜라겐의 분해에 의한다. 따

라서 type II 콜라겐을 분해하는 기질단백분해효소-1,

13과 type IX 콜라겐을 분해하는 기질단백분해효소

-3가 연골 조직의 파괴에 중요한 역할을 함을 알 수

있다. 세 번째 유형인 젤라틴분해효소에는 기질단백

분해효소-2가 있고 콜라겐을 변성시키는 것으로 알

려져 있다 (8).

진행성당화종말생성물은 단백질의 무효소성 당화

의 결과로 생성되며 나이가 증가함에 따라 대사에

의해 잘 제거되지 않는 단백질에 축적된다 (9). 그러

므로 반감기가 매우 긴 노화된 인간 연골에서 진행

성당화종말생성물이 많이 축적됨이 밝혀졌는데, 특히

다른 조직에 비해 연골에 진행성당화종말생성물의

한 종류인 pentosidine이 많이 축적되며, 그 밖에도

다양한 종류의 진행성당화종말생성물(N-carboxyme-

thyllysine (CML), N-carboxyethyllysinen (CEL))이 연골

에 축적되어 있는 것이 관찰되었다 (10,11). 또한 나

이가 들면 연골 내 콜라겐의 변형이 발생하며 이는

대부분 진행성당화종말생성물 축적의 결과라는 보

고가 있다 (12). 그러므로 연령 증가에 따른 진행성

당화종말생성물 축적이 콜라겐에 영향을 끼치고 외

부 요인에 의한 손상된다고 추측되고 있다. 실제로

관절 내 S100B가 인간의 연골세포에서 발현되는 진

행성당화종말생성물의 수용체인 receptor for AGE

AGE-BSA treatment implicating possible involvement of NF-κB mediated pathway in the

AGE-BSA induced MMP-1, -3, and -13, and TNF-α productions in OA chondrocytes. Taken

together, this study demonstrates the stimulatory effect of AGE-BSA on the productions of MMPs

and TNF-α and suggests the possible involvement of NF-κB mediated pathway in OA chond-

rocytes.

Conclusion: These results suggest that AGE may play a role in pathogenesis of OA.

Key Words: Advanced glycation end products, Matrix metalloproteinase, Chondrocyte,

Osteoarthritis
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(RAGE)의 신호 전달 경로를 통해 세포 내 nuclear

factor kappa B (NF-κB)를 활성시키고 이로 인해 여

러 가지 전 염증 시토카인과 활성산소 등이 생성된

다고 보고되었다 (13). 이러한 전 염증 시토카인과

활성산소에 의해 연골 기질의 분해와 염증이 발생하

고 연골 파괴가 진행된다.

그러므로 이번 연구에서는 인간의 골관절염 연골

세포에서 기질단백분해효소와 전 염증 시토카인의

발현에 대한 진행성당화종말생성물의 영향을 알아보

고자 하였다.

대상 및 방법

1. 실험 재료 및 시약

자극 물질로 쓰인 BSA와 결합시킨 진행성당화종

말 생성물은 MBL (Nagoya, Japan)로부터, bovine

serum albumin (BSA)은 Sigma (St Louis, MO, USA)

로부터 구입하였다. 기질단백분해효소(MMP) 측정을

위한 enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit

과 anti-MMP antibodies는 R&D system (Minneapolis,

MN, USA)로부터 구입하였고, second antibody인 al-

kaline phosphatase-conjugated antibody는 Chemicon (Te-

mecula, CA, USA)으로부터 구입하였다. 종양괴사인

자-α와 인터루킨-1β 측정을 위한 ELISA kit는

BIOSOURCE (Camarillo, CA, USA)로부터 구입하였

다. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) 실험

에 쓰인 anti-p50, p65 antibody는 Santa Cruz Biotech-

nology (Santa Cruz, CA, USA)로부터 구입하였고, 세

포 생존율 측정을 위한 cell proliferation kit II (XTT

kit)은 Roche (Karlsruhe, Germany)로부터 구입하였다.

Zymography 실험을 위한 겔과 developing buffer는

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)으로부터 구입하였다.

세포 배양 실험을 위한 Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM)과 fetal bovine serum (FBS)는 Gibco-

BRL (Grand Island, NY, USA)로부터 구입하였다.

2. 연골세포의 분리와 배양

무릎 연골은 20명의 골관절염 환자(평균 연령 68

세, 59∼76세)에게서 인공 관절로의 대체 수술 과정

에서 얻었다. 수술 후 연골을 잘게 잘라 1 mg/mL

collagenase를 10% FBS가 함유된 DMEM (292μg/mL

L-glutamine, 100 U/mL penicillin-streptomycin)에 넣고

37
o
C horizontal shaker에서 16시간 동안 녹였다. 이후

녹인 세포는 70μm nylon filter에서 세포만 걸러 cen-

trifugation과 collagenase-free medium으로 세척과정을

거쳐 분리하였다. 세포는 10% FBS가 함유된 DMEM

(292μg/mL L-glutamine, 100 U/mL penicillin-strepto-

mycin)에서 배양되었다. 배양 6일 후 연골세포는 FBS

가 함유되지 않은 DMEM에서 1시간 동안 배양된

후 자극 물질이 처리되었다

3. Immunocytochemistry

Chamber slides에서 배양된 세포를 cold 4% for-

maldehyde로 고정한 뒤 cold phosphate buffered saline

(PBS)로 2번 washing하였다. 실험을 위해 DAKO

LSAB 2 kit은 DAKO (Glostrup, Denmark)로부터 구입

하였고, anti-human collagen I, anti-human collagen II

antibodies는 Chemicon (Temecula, CA, USA)으로부터

구입하였다. 발색 시약인 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl

phosphate/Nitro Blue tetrazolium (BCIP/NBT) liquid

substrate는 Sigma (St Louis, MO, USA)로부터 구입하

였다.

4. 세포 생존율 측정

96 well microplate에서 배양된 세포는 cell proli-

feration kit II (XTT kit)를 이용하여 OD값을 측정하

였다. 측정한 값을 아무것도 처리하지 않은 군의 값

으로 나누어 백분율로 표시하였다.

5. Zymography

자극 물질로 배양 후 각 배양액을 모아 같은 양을

젤라틴과 카세인 겔을 사용해 SDS-PAGE로 분리하

였다. 분리된 겔은 renaturing buffer (2.5% Tirton X-

100)에 넣어 1시간 동안 실온에서 배양시킨 후 de-

veloping buffer에서 30분 동안 배양하였다. 겔은 이

후 새로운 developing buffer에 넣어 37
o
C에서 overnight

동안 배양시켰다. 배양 후 겔은 0.05% coomassie

blue R-250로 2시간 동안 염색하고, coomassie blue

R-250 destaining solution에서 10분 동안 탈 염색하였

다.
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6. Western blot

자극 물질로 배양 후 각 배양액을 모아 같은 양을

SDS-PAGE로 분리하고 nitrocellulose membrane에

transfer 하였다. Membrane은 5% (w/v) skim milk가

함유된 TBST buffer [20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150

mM NaCl, 0.05% Tween 201에 넣어 실온에서 1시간

blocking하였다. Blocked membrane은 primary antibody

를 넣은 TBST에 넣고 4
o
C에서 overnight 동안 붙였

다. TBST로 10분씩 3번 세척한 membrane은 실온에

서 second antibody인 alkaline phosphatase-conjugated

antibody를 1시간 반응시켰다. TBST로 10분씩 3번

세척 후 protein band는 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl

phosphate/Nitro Blue tetrazolium (BCIP/NBT) liquid

substrate로 발색시켰다.

7. Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA)

자극 물질로 배양 후 각 배양액에서 기질단백분해

효소-1, 3, 13과 종양괴사인자-α의 양은 ELISA kit를

사용해 측정하였다.

8. Electrophoresis Mobility Shift Assays (EMSA)

Nuclear extracts (단백질 5μg)는 binding mixture

[10 mM Tries-HC l (pH7.5), 50 mM NaCl, 4% gly-

cerol, 1 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM DTT,

0.05 mg/mL poly (did)]에서 배양하였다. Supershift a-

nalysis을 위해 nuclear extracts (단백질 5μg)와 각각

의 anti-p50, p65 antibody 10μL는 binding mixture를

넣기 전에 실온에서 10분, 얼음에서 30분, 실온에서

10분 배양하였다. 각 sample에는 radiolabeled [γ-
32
P]

ATP (Amersham Biosciences; Pittsburgh, PA, USA)와

T4 polynucleotide kinase (Promega; Madison, WI, USA)

를 이용하여 만든 cDNA probes를 넣고 실온에서 20

분 배양시켰다. 그 다음 각 sample은 0.5X TBE [45

mM Tris-HCl (pH 8.0), 45 mM boric acid, 1 mM

EDTA]를 이용하여 6% polyacrylamide gel로 전기영

동 하였다. 전기영동 후 겔은 건조과정을 거쳐 film

으로 현상하였다.

9. 통계 처리

본 실험의 유의성 검증을 위한 통계 처리는 SPSS

를 이용하였고, 모든 자료는 평균±표준편차로 표시

하였다.

결 과

1. 골관절염 연골세포에서 type I, II 콜라겐 발현

여부 확인

인간의 연골세포는 배양하는 동안 형태의 변화를

보인다. 깨끗하게 분리된 인간의 연골세포는 중심에

위치하지 않은 하나의 핵을 가지며 구형에서 다각형

까지 다양한 모양을 가진다. 단층 세포 배양 후 시

간이 지나면 연골세포는 길고 섬유아세포와 비슷한

모양으로 탈분화하게 되는데 이때 type II 콜라겐은

type I 콜라겐으로, aggrecan은 작은 분자 질량을 가

진 프로테오글리칸으로 바뀌게 된다. 단층 세포 배양

시 연골세포는 type II 콜라겐과 aggrecan의 발현을

멈추지만 type I 콜라겐의 발현은 계속되어 길고 섬

유아세포와 비슷한 모양으로 변하게 되며, 정상인의

연골세포를 단층 세포 배양 시 21일째 type II 콜라

겐은 type I 콜라겐으로 변화할 수 있다 (14,15). 이

연구에서는 골관절염 환자의 연골세포로 실험을 하

였기 때문에 7일 배양 후 콜라겐의 변화를 im-

munocytochemistry 방법으로 확인해 보았다. 세포 핵

은 hematoxin blue로 염색하였고 콜라겐은 BCIP/NBT

시약으로 염색하였다. 그 결과 7일 동안 단층 세포

배양된 연골세포에서 type I 콜라겐 발현은 확인할

수 없었지만 세포 내의 type II 콜라겐 발현을 확인

하였다(그림 1A). 그러므로 이 실험 결과를 바탕으

로 앞으로의 모든 실험은 배양 7일 이전 연골세포로

수행하였다.

2. 진행성당화종말생성물이 골관절염 연골세포 생

존율에 미치는 영향

인간의 골관절염 연골세포에서 BSA와 결합시킨

진행성당화종말생성물이 세포에 독성을 끼치지 않음

을 증명하기 위해 XTT를 이용한 세포 생존율을 측

정하였다. 5일 배양한 인간의 연골세포에 BSA와 결

합시킨 진행성당화종말생성물을 농도별(100, 200,

400, 600μg/mL)로 처리하였다. 실험 결과 BSA와 반

응시킨 진행성당화종말생성물 100μg/mL에서 600μg/

mL의 농도에서 측정한 세포 생존율은 처리하지 않은
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군과 차이가 없음을 확인하였다(그림 1B). 이 실험

결과로 BSA와 결합시킨 진행성당화종말생성물의 각

농도가 연골세포에 대한 세포 독성이 없음을 확인하

였다.

3. 골관절염 연골세포에서 진행성당화종말생성물에

의한 NF-κB와 종양괴사인자- 의 발현

진행성당화종말생성물이 인간의 골관절염 연골세

포에서 세포 내 전염증시토카인의 발현에 관여하는

NF-κB를 활성시키는지 알아보기 위하여 5일 배양

한 연골세포에 BSA와 결합시킨 진행성당화종말생성

물을 24시간 처리한 후 nuclear protein을 분리하여

EMSA를 수행하였다. 그 결과 BSA와 결합시킨 진행

성당화종말생성물을 처리한 연골세포에서 NF-κB가

농도에 비례하여 발현되었음을 확인하였다. Super-

shift를 BSA와 결합시킨 진행성당화종말생성물 400

μg/mL에서 표준으로 시행하였으며 p50과 p65가 su-

per-shift됨을 확인하였다(그림 2A).

Fig. 2. Induction of nuclear factor-kappa B (NF-κB) (A), and tumor necrosis factor-α (TNF-α)

expression by advanced glycation end product bovine serum albumin (AGE-BSA) in

human osteoarthritis (OA) chondrocytes (B). n=4, *p＜0.05 compaired with none and

AGE-BSA or BSA treatment.

Fig. 1. Immunocytochemical staining for type I and II collagen in monolayer-cultured osteoarthritis (OA) chondrocytes.

Spherical or polygonal cells containing a single eccentric nucleus were observed. Type II (right panel), but not

type I (left panel), collagen was detected in OA chondrocytes 7 days after primary culture (A). The effect of

advanced glycation end product bovine serum albumin (AGE-BSA) on the viability of OA chondrocytes (B).
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또한 전 염증 시토카인인 종양괴사인자-α와 인터

루킨-1β가 생성되는지 알아보기 위하여 BSA와 결

합시킨 진행성당화종말생성물을 24시간 처리한 배양

액으로 ELISA를 수행하였다. 그 결과 BSA와 결합시

킨 진행성당화종말생성물을 처리하였을 때 100μg/

mL부터 발현이 증가하였고 600μg/mL에서는 약 5배

발현하는 것을 확인하였다. 반면, 인터루킨-1β는 발

현되지 않았다(데이터 제시 않음). 또한 진행성당화

종말생성물에 BSA가 결합되어있는 물질로 자극하였

기 때문에 진행성당화종말생성물만으로 종양괴사인

자-α가 자극되었다는 것을 증명하기 위하여 BSA를

농도별(0, 10, 100, 400μg/mL)로 처리하여 같은 실험

Fig. 3. Functional assay with zymography on matrix me-

talloproteinase (MMPs) activity by advanced gly-

cation end products (AGE) in human osteo-

arthritis (OA) chondrocytes. As MMP-1, 3, and 13

could be expressed in casein gels and have similar

size, they were represented like one band.

Fig. 4. Induction of expression of matrix metalloproteinases (MMPs)-1, -3, and -13, by advanced glycation end product

bovine serum albumin (AGE-BSA). The expression levels of MMP-1, -3, and -13 were also analyzed by

Western-blot assays (A). Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) performed for productions of MMP-1

(upper panel), MMP-3 (middle panel), and MMP-13 (lower panel) (B). Results are representative of duplicate

experiments. n=6, *p＜0.05. compaired with none and AGE-BSA or BSA treatment.
†
p＜0.05. compaired with

same dose of BSA.
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을 수행하였다. 그러나 BSA는 종양괴사인자-α를 자

극하지 않았다(그림 2B). 그러므로 전 염증 시토카

인의 한 종류인 종양괴사인자-α가 진행성당화종말

생성물에 의해 활성됨을 확인하였다.

4. 골관절염 연골세포에서 진행성당화종말생성물에

의한 기질단백분해효소-1, 3와 13의 발현

기질단백분해효소와 진행성당화종말생성물이 어떠

한 관계가 있는지 알아보기 위하여 골관절염 연골세

포에 BSA와 결합시킨 진행성당화종말생성물을 농도

별(0, 10, 100, 400μg/mL)로 처리한 후 세포에서 발

현되는 기질단백분해효소를 zymography, western blot

과 ELISA 방법으로 측정하였다. 또한 BSA의 기질단

백분해효소에 대한 영향을 알아보기 위하여 BSA를

농도별(0, 10, 100, 400μg/mL)로 처리하여 같은 실험

을 수행하였다.

먼저 기질단백분해효소의 활성을 측정하기 위해

zymography를 수행하였다. Zymography를 위한 겔의

종류에는 카세인 겔과 젤라틴 겔이 있는데 카세인

겔은 기질단백분해효소-1, 3와 13을 확인에 사용되

고 젤라틴 겔은 기질단백분해효소-2, 9 확인 시 사

용한다. 실험 결과 진행성당화종말생성물에 의해 골

관절염 연골세포에서 기질단백분해효소-1, 3와 13이

활성됨을 확인하였다(그림 3). 반면 기질단백분해효

소-2와 9은 활성되지 않았으며, 기질단백분해효소-1,

3와 13이 측정 위치가 비슷하여 겔상에서는 구분되

지 않았다(기질단백분해효소-1은 55 kD, 기질단백분

해효소-3는 57 kD, 기질단백분해효소-13은 60 kD).

Western blot (그림 4A)과 ELISA 결과 콜라겐 섬

유를 분해하는 기질단백분해효소-1은 BSA와 결합시

킨 진행성당화종말생성물을 처리하였을 때 100μg/

mL부터 편평기를 이루었고, 프로테오글리칸과 type

IX 콜라겐을 분해하는 기질단백분해효소-3는 BSA와

결합시킨 진행성당화종말생성물을 처리하였을 때

100μg/mL부터 발현이 증가하여 200μg/mL 때 편평

기를 이루었다. BSA를 처리하였을 때도 기질단백분

해효소-1, 3의 발현이 확인되었지만, 이보다 BSA와

결합시킨 진행성당화종말생성물을 처리하였을 때 기

질단백분해효소-1은 약 3배 정도, 기질단백분해효소-3

는 약 2배 정도 발현됨을 확인하였다. 그러므로 BSA

에 의한 영향이 아닌 진행성당화종말생성물에 의해

기질단백분해효소-1과 3가 발현됨을 확인하였다(그림

3B). AGE-BSA Aggrecan과 type II 콜라겐의 분해에

관여하는 기질단백분해효소-13은 BSA와 결합시킨

진행성당화종말생성물을 처리하였을 때 100μg/mL부

터 발현이 증가하여 400μg/mL를 처리하였을 때 편

평기를 이루었다. BSA를 처리하였을 때는 10μg/mL

부터 발현됨이 확인되었지만, 이보다 BSA와 결합시

킨 진행성당화종말생성물을 처리하였을 때 약 2배

정도 발현됨을 확인하였다. 그러므로 BSA에 의한

영향이 아닌 진행성당화종말생성물에 의해 기질단백

분해효소-13이 발현됨을 확인하였다(그림 3B). 기질

단백분해효소-13은 발현양이 적어 western blot으로

확인할 수 없었고, 기질단백분해효소-2와 9은 발현

되지 않았다(그림 제시하지 않음). 기질단백분해효소

-1, 3와 13 중 발현양이 가장 많은 것은 기질단백분

해효소-3였다.

고 찰

이 연구의 목적은 진행성당화종말생성물의 이화작

용 효과, 특히 골관절염 연골세포에서 기질단백분해

효소-1, 3, 13과 종양괴사인자-α의 발현 정도를 알아

보기 위한 것이었다. 본 연구를 통해 BSA와 결합시

킨 진행성당화종말생성물이 기질단백분해효소-1, 3,

13과 종양괴사인자-α의 생성을 증가시킨다는 것을

보았다.

이전의 다른 연구는 지방산이 없는 BSA으로부터

생성된 진행성당화종말생성물 복합체나 pentosidine,

CML 같은 특정 진행성당화종말생성물을 사용했다.

본 연구에서 사용된 진행성당화종말생성물은 BSA이

결합되어 있는 진행성당화종말생성물이고 이것은 상

업적으로 구입 가능한 것이었다. 이것은 무균상태에

서 BSA과 글라이콜알데하이드를 반응시켜 투석과

정제 과정을 거쳐 생성한 것으로 최종 BSA이 결합

되어 있는 진행성당화종말생성물은 pentosidine, CML,

그리고 다른 종류의 진행성당화종말생성물을 포함하

고 있는 복합체이다 (15). 그러므로 본 연구의 결과

는 특정 진행성당화종말생성물에 국한되기보다는 진

행성당화종말생성물 복합체에 의한 결과라는 점에서

생체현상과 가까운 것이라 할 수 있을 것이다.

지금까지 당뇨 및 다른 질병과 관련되어 있는 진
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행성당화종말생성물의 기능에 관해서는 많은 연구가

있을 뿐 아니라 잠재적인 치료 표적으로서의 가능성

을 연구 중이다. 진행성당화종말생성물은 혈관 평활

근 세포와 포식세포에서 각각 기질단백분해효소-2,

9의 생합성을 유도한다 (16). 고혈당증은 미토겐 활

성 단백 키나아제(MAPK) 신호전달 과정을 통해 진

행성당화종말생성물의 축적을 증가시키고 죽상동맥

경화의 촉진을 유도한다 (17). 진행성당화종말생성물

은 또한 혈관의 기능장애로서, 사람의 배꼽 정맥 내

피세포(umbilical vein endothelial cells)에서의 종양괴

사인자-α 분비를 촉진한다 (18). 진행성당화종말생성

물 수용체의 활성은 내피, 단핵세포, 포식세포와 림

프구에서 염증반응과 연결되어 있는 중요한 신호전

달을 자극하여 다양한 염증 관련 유전자를 활성시킨

다 (19). 또한 extracellular-signal-regulated kinase (ERK)

와 RAGE의 직접 결합을 통한 ERK 신호전달 활성

과 p38, SAPK/JNK MAPK의 활성은 밝혀져 있다

(20). 게다가 rho-GTPase, phosphoinositol-3-kinase, Janus

kinase/signal transducer와 JAK/STAT pathway가 진행

성당화종말생성물 수용체 신호전달과 관련이 있다.

이러한 많은 신호전달 연쇄반응은 결국은 NF-κB의

활성을 일으킨다 (21,22).

골관절염에 대한 진행성당화종말생성물 최초의 생

체 내 실험은 인공적으로 슬관절의 불안정을 유도한

개 모델에서 진행성당화종말생성물이 증가한다는 소

견이었다 (1). 진행성당화종말생성물의 축적은 관절

연골의 유연성을 감소시키고, 기계적인 손상에 더

예민해진다고 하였으며 (23), 연골세포에서의 프로테

오글리칸과 콜라겐의 합성을 감소시키는 것으로 알

려져 있었다 (24). 이후 골관절염 환자에서 분리한

연골세포에서 RAGE의 발현을 확인하였으며 (25),

RAGE의 활성은 기질단백분해효소-1의 생성을 증가

시키는 것으로 알려져 있다 (26). 본 연구에서는 BSA

이 결합되어 있는 진행성당화종말생성물로 연골세포

를 직접 자극하였을 때 골관절염의 병태생리에 중요

한 작용을 하는 기질단백분해효소-1, 3, 13과 종양괴

사인자-α의 발현이 증가함을 최초로 밝힌 것이다.

본 연구에서 사용된 검체는 골관절염 환자 연골에서

주로 병변이 없는 부분에서 채취하였으므로 정상적

인 노화의 연골과 유사하지만, 진행성당화종말생성

물에 의한 이러한 연골세포의 반응이 골관절염 병태

생리 자체의 영향을 받을 수 있는 가능성을 완전히

배제할 수는 없다. 그러므로 이러한 결과를 류마티

스관절염 환자나 정상인의 연골에 모두 적용할 수는

없을 것이다.

또한 본 연구에서 비록 BSA가 기질단백분해효소-

1, 3, 13을 증가시키긴 하지만 증가폭은 BSA이 결합

되어 있는 진행성당화종말생성물에서 보여지는 것보

다 현저하게 작다. 게다가 종양괴사인자-α의 농도는

BSA를 처리하였을 때는 증가하지 않는다. 이 결과

는 BSA의 효과가 중요하지 않다는 다른 연구들과

일치한다 (26). 결과적으로, 진행성당화종말생성물의

축적이 골관절염의 발병기전에서 중요한 이화작용을

한다는 것을 제시한다. 골관절염의 잠재적인 치료 전

략으로서의 진행성당화종말생성물에 의한 신호전달

과정과 수용체-배위자 상호작용의 상세한 연구를 향

후 필요로 할 것이다.

결 론

이번 연구를 통해 처음으로 골관절염 연골세포에

진행성당화종말생성물이 기질단백분해효소-1, 3, 13

과 종양괴사인자-α의 발현을 증가시켰다. 더욱이 이

는 용량 의존적인 상관관계를 보이며, 아울러 NF-

κB의 발현을 증가시킴을 확인하였다. 그러므로 골

관절염의 발생에 진행성당화종말생성물이 중요한 역

할을 하는 것으로 보이며, 이는 골관절염의 생성의

방지와 치료의 주요 대상이 될 수 있는 가능성이 있

음을 알게 되었다.

앞으로의 연구에서는 진행성당화종말생성물의 종

류인 CML이나 pentosidine 각각의 기질단백분해효소,

종양괴사인자-α와 NF-κB에 대한 영향을 알아보고,

진행성당화종말생성물에 의한 기질단백분해효소 발

현 기전과 신호전달 체계에 대해서도 향후 연구가

필요할 것이다.
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