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- Abstract -

The experimental study of the bone regeneration

on -TCP in Rabbit Cranial Boneβ

Sung-Hoon Lee, Ji-Young Han**,

Kyung-Gyun Hwang, Sung-Sam Paik*, Kwang-Sup Shim

Division of Oral & Maxillofacial Surgery,

Department Of Dentistry, Department of Pathology*,

College Of Medicine Hanyang University,

Department Of Dentistry, Andong General Hospital**

Pure-phase beta-tricalcium phosphate( -TCP) proved to be a bone regenerationβ

material, providing the patient with vital bone at the defect site in a reasonable

time, making a second surgical procedure for bone harvesting unnecessary. This

study compares bone healing and BMP 2/4 expression in cranial defects in rabbits

grafted with autogenous bone and -TCP.β

Thirty New Zealand White rabbits was divided into 3 group of 10 animals each.

Bilateral calvarial defects were made in the parietal bones of each animal. -TCPβ

placed in one defect and the other defects was filled with autogenous bone. The

animal were sacrificed at 4, 8 and 12 weeks. Immunohistochemical analysis was

used to investigate the expression of BMP 2/4.

1. The new bone formation around autogenous bone from 4 weeks and -TCP fromβ

8 weeks.

2. In autogenous bone graft, BMP 2/4 expression was decreased from 4 to 12

weeks

3. In -TCP graft, BMP 4 expression was increased from 8 to 12 weeks. But,β

BMP 2 was observed from 12 weeks.

This study showed that bone healing, regeneration and, BMP 2/4 expression are

delayed in grafted -TCP than autogenous bone.β

--------------------------------------------------------------------

: rabbit, cranial bone, -TCP, BMP 2/4, immunohistochemical analysisβ
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I.

아 결 복하 해 통상 보철 신 공 아 식립하여 강 복

하고 지만 상하악골에 한 해 학 공 아 식립에 상당한 한 주게,

다 아 실에 한 상악동 실 한 골 결 상악. , ,

한 실등 변 강 경 공 아 식립 한 강 복 어

게 한다 변 골에 상 공 아 식립하 해 골 식 동 한 과.

수술 필 한다 골 식 골재생 과 생체 합 역 에 리한 가골.

지 지 많 사 해 나 식골 채취 한 가 수술과 감염 식골 수,

가 생할 수 므 근에 가골 신 동 골 골 또 생체 우수한, ,

골 체재료 많 사 한다1-3) 공 아 식립하 한 골 식술에 사 골 체재.

료 탈 동결건 골 골 상에 사 어 나 후천 역결핍 후 생, , ,

염 액과 직 통한 염 다 질병 염 험 가 고,

다 그 근 생체 우수한 수산 생체 리 생체도재 등 합. , , , polymer

골 체재료들 연 개 고 실 상에 사 어지고 다, , 4).

가골 체할 수 공 골 체 질 에 등 었Calcium-sulfate

나 에 수 해 한 골 도하지 못하 다 후 골과 사한, .

가진 생체 리 생체도재 등 사 하게 었다 골 직 결HA, , -TCP .β

수산 결 가지고 나 생체 내에 재하 수산 나 삼 슘,

산염등 결 에 재하 해 순수한 수산 과 달리

매우 다고 보고 다 수산 나 균. -tricalcium phosphateβ

공재료 액 나 직 매개 하 감염 험 거할 수 공 생체

골 체재료 다 미 공 연결 생체 재료 보다. -TCP HAβ

해도 보 다 보다 빠 수 보 고 골 진, calcium phosphate ceramics ,

하 한편 수 과 거쳐 가골 수 고 보고 고 다 그 공, . ,

아 골 식술 한 공골 체 질 근 사 어지고 다5).

골 단 질 골 도 질 골 에 내재해 태생 후 골 에(BMP)

골개 에 여하다가 골 상 나 질병 생하 다 함께 골,

도한다 학주 미 간엽 포 골결 하고 연골 포. BMP ,

골 포 도하 들 포 식에 여한다
8)

연골.

포 골 포 골 포 가 료 연골내 골 과 통해 신생골 한

다 여러 가지 골 단 질 다 골 단 질과 등에. BMP 2/4

비하여 열 가 사하고 생체 시험 에 낮 도에 골 뛰
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어나 골 단 질 골 도 검 하 동 실험에 많 고 다9,10).

본 연 가 개골 결 에 가골과 식하여 골 과 에-TCP ,β

골 단 질 가 포하 포 시 양상 역 직 학 하여2/4 ,

찰하고 식시에 골 과 가골과 비 평가하여 공 아 한 골 식, -TCP ,β

재료 상 가 알아보고 하 다-TCP .β



- 5 -

연 재료II.

실험동1.

실험동 동 건하에 사 체 약 주 내 가3.0 kg (15 ) NEW ZEALAND

마리 사 하 다30 .

수술2.

염산케타민(ketamineⓇ 한양행HCl, ) 1cc xylazine(RumpunⓇ한 엘 근, ) 1㏄

주사하여 마취 도하 다 가 삭 하고 타 독하 다 수술 지. .

만 에피 피린 함 리도케 수술 에 주사한다 개1 : 10 2% .

에 개 주어 개골 합 시켰다 골막하 리 양쪽 안 상연 지.

골막에 상 주지않게 시행하 다 개골에 합 피하여 뇌경막에 상 주.

지 않도 심하 직경 원 결 곳에 하 다 골결 한쪽, 15 mm .

가골 식 시행하 고 골결, -TCP(Cerasorbβ Ⓡ 단독, Curasan)

식 시행하 다 골막 피 합한다 수술 후(Fig. 1,2). 4-0 catgut 3-0 silk .

당 과 지 감염 겐타마 신2 (GentamycinⓇ동 약 근주하, ) 2 cc

다.

직학 찰3.

각 실험 후 주 간격 각각 마리 생하여 고4, 8, 12 10 , 4%

시행하고 탈 산 액 간 수 하여paraformaldehyde , 0.1M 30 0.1M

산 액에 시킨 에 간 탈 하 다10% EDTA 4 C 10 . Hematoxyline &⁰

염색하고 학 미경 검경하 다Eosin .

역 직 학 찰4.

역 직 학 염색과 슬 드 하여 하 다streptavidin-biotin .

편 탈 핀하고 각 단계 알콜 거쳐 함수시켰다 수 척xylene . 3

한 후 처 액에 담근상태에0.01 M sodium citrate buffer(pH6.0) microwave

씩 처리하 다 내 억 시키 하여 과산 수 수5 2 . peroxidase 3%

액 간 처리한 후 수 척하 다10 phosphate buffer solution(PBS) .

DAKO LSABkit(DAKOⓇ 시약 간. California, U.S.A.) blocking 20
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시켜 비특 결합 지하 다 그리고 상 에 각각 차(incubation) IgG . BMP 2/4

항체 시간 상 한 척하 다 에 한 차 항체1 PBS 3 . BMP 4

polyclonal goat anti-BMP 2/4 antibodies (SantaCruzⓇ 각각, California, U.S.A.) 50:1

하여 사 하 다 후 지 차항체 간 한 후. biotin 15 PBS 3

척하 다 가 지 간 시키고 척. Peroxidase streptavidin 15 PBS

하 다 직 갈색 간 색시킨 후 수. DAB (3,3-diaminobenzidine) 5

척하 고 염색한 후 하 다Meyer's hematoxyline permount .
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연 결과III.

직학 찰1.

가골 식1)

주 식골 주 신생골 생 찰 신생골 주 골 포(1) 4 : ,

아 포 내피 포 식 찰 었다 식골 주변 다수 핵 가진.

식 포 들 찰 었다(phagocyte) (Fig. 3).

주 식골 주 신생골 생 많 찰 신생골 주 골 포(2) 8 : ,

아 포 내피 포 식 찰 었다 식골 신생골 러.

싸여 식 포 들 찰 지 않았다, (phagocyte) (Fig. 4).

주 식골 주 많 신생골 생 찰 어 식골 신생골(3) 12 : ,

러싸여 것 찰 었다 하지만 신생골 주 골 포들 보 지 않고. , ,

체 신생골 생 보다 골개 상 어난 것 찰 었다(Fig. 5).

식2) -TCPβ

주 식 주변 많 다수 핵 가진 식 포 들(1) 4 : -TCP (phagocyte)β

찰 고 들 주변 아 포 내피 포 식 찰 었다, .

골변연 에 신생골 생 찰 지 않았다-TCP (Fig. 6).β

주 식 주변 신생골 생 나 신생골 주 골(2) 8 : -TCP ,β

포 아 포 내피 포 식 찰 었다 다수 핵 가진 식 포.

들 주변 찰 었다(phagocyte) -TCP (Fig. 7).β

주 식 주변 한 신생골 찰 어 식(3) 12 : -TCP , -TCPβ β

러싸 신생골 연결 것 찰 었다 주변 간간 다수. -TCPβ

핵 가진 가 찰 었다 수 어 크 찰 고 신phagocyte . -TCP ,β

생골 주변 골 포 많 결체 직들 찰 었다(Fig. 8).

역 직 학 찰2.

개 본에 찰하여 다 과 같 양상 찰하 다30 BMP 2/4 .

주 신생골 주변 골 포에 었고 아 포에 에BMP 2/4 ,

양상 보 다(Table 1,2).
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가골 식1)

주 식골 주변 골 포에 찰 었(1) 4 : BMP 4 ,

아 포 핵에 도 찰 었다BMP 4 (Fig. 9). BMP 2

주 골 포에 찰 었다(Fig. 10).

주 식골 주변 골 포에 찰 었 나 주에(2) 8 : BMP 4 . 4

보다 체 어지 것 찰 었다 아 포에.

도 주 별다 차 가 없었다 도 주 골4 (Fig. 11). BMP 2

포에 찰 었고 주보다 도 감 함 찰할 수 었다, 4 (Fig. 12)

주 식골 주변 골 포 수 하게 어든 양상(3) 12 : BMP 2/4

찰 었다(Fig. 13,14).

식2) -TCPβ

주 주변과 아 포에 찰 지 않았다(1) 4 : -TCP BMP 2/4 (Fig.β

15,16).

주 주변 골 포에 가하 것 찰 었고(2) 8 : -TCP BMP 4 ,β

아 포에 주 별다 가 보여주지 못하 다4 (Fig. 17).

골 포 아 포에 미약하 다BMP 2 (Fig. 18).

주 주변 골 포에 매우 가하 것 찰(3) 12 : -TCP BMP 4β

었고 아 포에 주에 비해 별다 가 보여주지 못, 4

하 다 골 포에 약간 가하 양상 보(Fig. 19). BMP 2

다(Fig. 20).
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고찰IV.

공 아 식립하 한 골 식재료 가 리 사 고 것 가골 다 가.

골 식 다 골 식에 비해 식편에 살아 골 포 골간엽 포가

많아 골 에 해 가 고 역학 거 나 질 우 가 없다, .

하지만 가골 식 공여골 채취 한 가 수술과 감염 공여할 수 골,

양도 한계가 다 그러므 근에 가골 신 동 골 골 나 생체 우수. , ,

한 골 체 질 많 사 한다 동 골과 골 재 상에 많 사 고 지만. ,

간염 등 염 질 하지 못한다 단 갖고 어 많 나 에, HIV ,

사 엄격 규 하고 실 다 말미암아 생체 우수한 수산.

생체 리 생체도재 등 합 골 체재들 개 고 실 상에 사, , , polymer ,

어지고 다 균 공재료 액 나 직 매개 하 감염. -TCPβ

험 거할 수 생체 골 체재료 다 미 공 연결. -TCPβ

생체 재료 보다 해도 보 다 보다HA , calcium phosphate ceramics

빠 수 보 고 골 진하 한편 수 과 거쳐 가골, ,

수 고 보고 함께 상에 도 개 어 공 아 골 식술 한 공골 체,

질 근 사 어지고 다.

골 직 결 다 골 결 골 계 강도 게60-70% .

할 뿐만 아니 생리 직액 내 같 고 역할Ca, PO₄

한다 골 직 결 수산 결 가지고 다 하지. (HA) .

만 골 결 에 재하 순수한 수산 과 달리 매우

다고 알 다11) 생체 내에 재하 수산 과 비슷한 가지 공골재.

료 개 하 한 시도 에 사 하 지만 에100 Calcium-sulfate(gypsum) ,

빠 수 해 한 골 도하지 못하 다 수산 생체 리 생체. , ,

도재 등에 한 리 학 질 연 하 나 아직 지 골 결 과, polymer ,

비슷한 리 학 질 비슷한 공합 개 지 않고 다 골과 사한.

가진 나 등 개 고 지만 식 후 식재료 수 에HA -TCP ,β

만 할 만한 결과 보여주지 못하고 다12-14).

등 들 골 체 과 해 변 착 학주Ducheyne ceramic , , , , ,

포 착과 식 포 포 질 에 주변 경 또 골과 한다, ,

고 보고하고 다11) 등 생체 해 리 학 해 또 해과. Lu TCP ,

거 단계 골 포 식 포 해과 에 해 어나고 식 에 주 리,
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학 해과 주 루고 후 갈수 포 태 수 보,

골개 상 어난다고 보고하 다, 14,15) 등 식한 후 한. Wiltfang -TCPβ

개월 후에 공 아 식해야 한다고 보고하고 다 수5-6 . Wiltfang -TCPα β

양상 살펴본 연 에 수양상 주에 비슷하고 주에TCP 4 , 16 70%, 40%

재 주에 다 하 남게 다고 보고하고 공 아 개월 후에나, 68-86 10% , 5-6

식립 하여야 한다고 주 하고 다16) 본 연 에 도 주에 식 수나. 4 -TCPβ

주변 골 찰 지 않았고 다수 핵 가진 들 찰 었다, phagocyte . 8

주나 주 갈수 골 포들 과 골 단 질 가하 것 보아12

식 골 과 리 학 수 시 해 주경에-TCP , 8-12β

포 골 과 어나 것 찰 었다 가 수 시. -TCPβ

등 개월에 수 고 해 학 나 골 체 다고Szabo 12-18

한다7) 경우 가 한 보다 수가 빠 다고. BCP(HA+ -TCP) BCP(25/75) pure -TCPβ β

한다 단순한 학 해 도 골 포 골개 시 에 욱 한 역할.

한다고 보고 고 다 등 에 식. Merten Goettinggen miniature pigs -TCPβ

골 과 에 에 주 어나고 후 주hydrolytic-cellular degradation , 20

상에 어난다고 하 다bifunctional remordeling 15,16).

골 체 질 수 에 식재 리 학 질에 많 차 가 보 게,

다 생체 질 해 리학 크 공 크 결 크. Ca-P , , ,

나 에 향 고 학 나 시 압 과 도, pH Ca/P ratio, sintering ,

에 많 향 다고 한다17) 골 결 크 결 해도 계.

가 다 특 극미 결 해도 결 크 에 우 것 아주.

양 크 변 도 해도에 민감하게 다 골결 생 후 숙과 에 해 약간.

학 변 겪 다 결 에 재하 것 믿어지. PO4,

CO3 같 비결 들 양 감 한다 숙 골결 미 숙 골결 에 비.

해 낮아진다고 한다18-21) 비 또. Bioactive ceramic Ca/P

비에 해 차 가 난다 등 실험에 하 에Carbonate PO . Lu rabbit 24₄

주 후에 도 어나고 만 수 다고 하 고55% degradation HA 5% 19), TCP

보다 산 에 염 에 빨리 수 다고 보고 고 다 러한 수에HA 12.3 22.3 .

향 미 해도 고Ca/P ratio , TCP Ca/P ratio 1.67 , HA Ca/P ratio

고 하 다1.7 14.15).

등 상 골 직 과 염 과 아 직 하 단계 막내Bolander ,

골 단계 연골 단계 연골내 골 단계 단계 나 고 단계에 골 에, , 4

각 단계에 달리 나타난다고 보고하고 다22) 골 과 골개 과 에.
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골 단 질 또 골 에 단 질 양상도 식골 과 에 여

러 단계에 다 게 나타날 것 다23,24) 골 포에 한 식골 수 골 포.

가시켜 골 단 질 시킬 수 다 보고가 다25) 여러 가지.

골 단 질 낮 도에 골 뛰어나 골 단 질 골BMP 2/4

도 검 하 동 실험에 많 고 다 골 단 질 골 포.

골 포 할 수 지 않지만 골 직 상 나 골 에,

다고 본다 식골주변에 골 단 질 골 하게 어나

시 골 포 해 식골 수 또 해과 어나 시 결 하 ,

한 단 가 다6,12) 등 귀에 결 과 에 에 한 역. Urist rabbit BMP2

직 학 실험에 주경에 골 단 많다고 보고하고 다2-4 26) 본 실험.

결과 보 가골 식에 어 주 해 감 하 양, 4 BMP 2/4

상 보 다 가골 식에 골재생 주 에 어난다고 할 수. BMP 4

다 식 후 주 갈수 가함 보 것. , -TCP BMP 2/4 4-12β

보아 가골 식 보다 지연 골재생시 보여 다 골 도 가골에 비, .

해 골 도 없 골 체 질에 골재생 시 도 지연 다고 하겠다 에3 .

골 도하 한 동시에 들 골 체 질 식에 한 연 가-TCPβ

계 필 하다.
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결V.

본 연 가 개골 결 에 가골과 동시에 식하여 식골-TCP ,β

과 에 가 포하 포 시 양상 역 직 학 하BMP 2/4 ,

여 찰하여 다 과 같 결과 얻었다.

신생골 가골 식체에 주에 식체에 주에 찰 었다1. 4 , -TCP 8 .β

가골 식시 골 포에 주에 가 많 었고 주 갈 수2. , BMP 2/4 4 , 12

차 감 었다.

식시 골 포 주에 주 갈수 가하 다3. -TCP , BMP 4 4 12 . BMP 2β

주에 약간 었다12 .

상 결과 볼 골 도 가골에 비해 공골 체재료 식과, -TCPβ

골 에 신생골 과 지연 어 찰 었다 그러므BMP . -TCPβ

한 골 식술에 골 간 가골보다 한 시간 필 하다고 결 지어 다.
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Table 1. Immunohistochemical study on BMP-2 expression

Autogenous bone graft -TCP graftβ

4 weeks 8weeks 12weeks 4 weeks 8weeks 12 weeks

Sample 1 Osteoblast ++ ++ - - - -

Fibroblast - - - - - -

Sample 2 Osteoblast ++ ++ + - +++ -

Fibroblast - - - - - -

Sample 3 Osteoblast ++ + + - - -

Fibroblast - - - - - -

Sample 4 Osteoblast ++ - - - - -

Fibroblast - - - - - -

Sample 5 Osteoblast ++ ++ + - - +

Fibroblast - - - - - -

Sample 6 Osteoblast ++ - + - - +

Fibroblast - - - - - -

Sample 7 Osteoblast + ++ + - - +

Fibroblast - - - - - -

Sample 8 Osteoblast + + - - - +

Fibroblast - - - - - -

Sample 9 Osteoblast - ++ - - + +

Fibroblast - - - - - -

Sample 10 Osteoblast +++ - + - - ++

Fibroblast - - - - - -

Positive was graded on a scale, with - representing no staining, + weak staining, ++ moderate

staining, and +++strong staining.
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Table 2. Immunohistochemical study on BMP-4 expression

Autogenous bone graft -TCP graftβ

4 weeks 8weeks 12weeks 4 weeks 8weeks 12 weeks

Sample 1 Osteoblast +++ +++ + + ++ +++

Fibroblast + ++ - + - -

Sample 2 Osteoblast ++ +++ +++ - +++ +++

Fibroblast + + + + - +

Sample 3 Osteoblast +++ ++ ++ - + +

Fibroblast + + - + - -

Sample 4 Osteoblast +++ + + - ++ ++

Fibroblast ++ + + - + +

Sample 5 Osteoblast + +++ + - + +

Fibroblast + + + - + -

Sample 6 Osteoblast +++ + + + + +++

Fibroblast - - - + ++ +

Sample 7 Osteoblast ++ +++ + - ++ +++

Fibroblast + + - - + +

Sample 8 Osteoblast + ++ + - - ++

Fibroblast + - - - - -

Sample 9 Osteoblast +++ ++ + - + +++

Fibroblast ++ + - + - ++

Sample 10 Osteoblast +++ + + - + ++

Fibroblast - + - - - -

Positive was graded on a scale, with - representing no staining, + weak staining, ++ moderate

staining, and +++strong staining.
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사진 도
Fig. 1. Two calvarial defect was filled with autogenous(right) bone and -TCP(left).β

Fig. 2. -TCP(tricalcium phosphate).β

Fig. 3. Microscopic exam. show the autogenous bone graft. 4week (x200, H&E).

Fig. 4. Microscopic exam. show the autogenous bone graft. 8week (x200, H&E).

Fig. 5. Microscopic exam. show the autogenous bone graft. 12week (x200, H&E).

Fig. 6. Microscopic exam. show the -TCP graft. 4week (x200, H&E).β

Fig. 7. Microscopic exam. show the -TCP graft. 8week (x200, H&E).β

Fig. 8. Microscopic exam. show the -TCP graft. 12week (x200, H&E).β

Fig. 9. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the autogenous bone graft.

4 weeks (x200).

Fig. 10. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the autogenous bone graft.

4 weeks (x200).

Fig. 11. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the autogenous bone graft.

8 weeks (x200).

Fig. 12. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the autogenous bone graft.

8 weeks (x200).

Fig. 13. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the autogenous bone graft.

12weeks (x200).

Fig. 14. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the autogenous bone graft.

12weeks (x200).

Fig. 15. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the -TCP graft. 4weeksβ

(x200).

Fig. 16. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the -TCP graft. 4weeksβ

(x200).

Fig. 17. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the -TCP graft. 8weeksβ

(x200).

Fig. 18. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the -TCP graft. 8weeksβ

(x200).

Fig. 19. Immunohistochemical exam. of BMP-4 show the -TCP graft. 12weeksβ

(x200).

Fig. 20. Immunohistochemical exam. of BMP-2 show the -TCP graft. 12weeksβ

(x200).


