
















국 문 요 약

제대 혈 CD 34 양 성 조 혈모 세포 로부 터 거 핵구 분화 유도 와

이 에 따 른 거 핵구 의 미 세구 조 분 석

조혈모세포 이식원 중의 하나인 제대혈은 저장이 용이하고 이식편대숙

주병을 적게 유발하는 점 등 여러 장점을 가지고 있다. 그러나 제대혈은

조혈모 세포의 수가 적고 이식 후에 혈소판 회복이 지연된다는 제한점이

있다. 최근에는 이를 극복하고자 throm bopoiet in (T PO)을 비롯한 여러

종류의 사이토카인을 이용한 거핵구 계열로의 체외증폭에 대한 연구가

시도되고 있으나 주로 세포의 표현형에 근거한 실험이고 미세구조변화에

대한 연구는 아직 이루어진 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 제대혈

CD34+ 세포를 T PO과 최근 그 유용성이 제기되고 있는 flt3- ligand (F L ),

int erleukin (IL )- 3, IL - 11, stem cell factor (SCF )의 조합(T P O, T PO+FL,

T P O+F L +SCF , T P O+F L +IL - 3, T PO+FL +IL - 11)을 이용하여 체외증폭을

시키고, 이 과정에서 거핵구 계열세포로의 분화 및 세포고사를 유세포분

석과 광학, 전자현미경 관찰을 통하여 종합적으로 분석하였다.

그 결과 T P O만으로 체외증폭시켰을 때에는 세포고사에 의해 11일 이후

에는 생존 세포수가 급격하게 감소하였다. 반면 사이토카인을 병용하였을

때에는 모두 2주 후부터 50배 이상으로 증폭되었다. CD61+CD14- 분획은

T P O 단독 투여시 배양 4일째부터 나타나 9일째에 최고조에 달했다가 14

일부터 감소하였다. 이러한 양상은 T P O과 함께 각각의 사이토카인 조합

을 투여했을 때에도 동일하였다. 그러나 T PO을 제외시켰을 때에는 거핵

구로의 분화를 관찰할 수 없었다. Ann ex in V를 이용한 세포고사 분석에

서 세포고사는 T PO 단독 투여시와 T PO과 F L, IL - 3, IL - 11 등의 조합을

투여시 배양 4일째부터 나타나 배양 14일째에 최고에 달하였으며 특징적
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으로 S CF를 첨가하면 배양초기에는 비거핵구 계열세포의 세포고사를 유

도하는 반면 배양후기에는 오히려 거핵구 계열세포의 세포고사를 억제하

는 효과를 보였다.

광학현미경 소견상 뚜렷한 거핵구로의 분화는 사이토카인의 조합에 관

계없이 배양 7일경부터 관찰되기 시작하였다. T P O만 투여했을 때에는

배양 14일째에 소수의 거핵구 계열세포와 탐식세포만이 관찰되었다. 반면

에 다른 사이토카인을 첨가했을 때에는 18일 째에도 다수의 거핵구 계열

세포와 다른 미성숙 세포들이 혼재되어 관찰되었다.

전자현미경으로 관찰하였을 때 T PO 단독 투여시 배양 7일부터 분획막

의 출현과 함께 혈소판의 출현을 관찰할 수 있었다. 배양 9일부터는 거핵

구 계열세포의 세포고사가 관찰되었다. 특징적으로 SCF를 첨가하였을 때

배양 7일째부터 비거핵구 계열 세포의 세포고사를 확인 할 수 있었고,

IL - 3을 첨가했을 때에는 배양후기까지 지속적으로 특정 분화를 보이지

않는 미성숙 세포가 나타났으며 분획막의 발달이 거의 관찰되지 않았다.

IL - 11과 F L를 첨가했을 때에는 14일째까지는 미세형태소견이 T P O 단독

투여했을 때와 같았고, 18일째에는 거핵구 계열 세포와 함께 미성숙 형태

의 비거핵구 계열의 세포를 함께 관찰할 수 있었다.

결론적으로 T P O은 제대혈 CD34+ 세포로부터 거핵구 세포로의 체외증

폭에 필수적이며, T P O 이외의 사이토카인은 부가적인 효과가 있음을 확

인할 수 있었다. SCF는 T P O과 병용시 배양 초기에 비거핵구 계열세포

의 세포고사는 증가시키지만, 배양후기에 거핵구 계열세포의 세포고사를

억제하여 거핵구의 성숙 및 혈소판 생산을 항진시켰다. IL - 3는 T P O에

의한 거핵구 계열로의 분화를 오히려 저해하였고, IL - 11과 FL는 세포의

증식효과만을 나타내었다.

핵심되는 말: 제대혈, 체외배양, 거핵구, 세포고사, throm bopoietin ,

st em cell factor , 미세구조
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이 에 따 른 거 핵구 의 미 세구 조 분 석

< 지도교수 양 우 익 >

연 세 대학 교 대 학 원 의 과 학 사 업단

기정 혜

I . 서 론

조혈모세포의 이식은 혈액질환 치유 방법의 중요한 분야이며 이러한

조혈모세포원으로는 골수 , 말초혈액, 제대혈이 있다 .1 이중 제대혈은

골수와 비교할 때 채취나 저장이 용이할 뿐만 아니라 이식편대숙주병

(gr aft v er su s host disease)을 적게 유발하는 점등 여러 가지 장점을 가

지고 있다.2 그러나 제대혈은 아직까지 보편화되지 못하고 있는데 그 이

유는 골수에 비해 제대혈 속의 조혈모세포의 수가 절대적으로 적어서

생착이 지연(delay ed en graftm ent )되기 때문이며 그 중에서도 혈소판의

회복이 가장 느린 것으로 알려져 있다.3 최근에는 이를 극복하기 위해서

사이토카인을 이용한 제대혈 조혈모세포의 체외증폭에 관한 연구가 많이

진행되고 있다.4 ,5 특히 throm bopoietin (T P O)은 특별한 관심의 대상이 되

고 있는 데, 그 이유는 T P O이 거핵구의 분화, 혈소판의 생산 및 생산된

혈소판의 기능에 이르기까지 전과정을 활성화시키기에 충분한 작용을 할

뿐만 아니라, 초기 조혈과정 즉, 원시 조혈모세포에 대한 직접적인 작용

을 함께 가지고 있기 때문이다.6 - 1 1 이의 가장 직접적인 증거는 T P O이나

- 3 -



그 수용체인 c- Mpl이 결핍된 백서에서 거핵구 계열만 결핍되는 것이 아

니라 모든 계열세포들이 함께 결핍되는 것이다.1 2 ,1 3
따라서 T P O은 거핵

구 계열에 특이적인 역할을 할뿐만 아니라 원시 조혈전구세포에도 작용

하는 다기능(pleiotropic) 사이토카인이라 할 수 있다. 이에 T PO을 사용

한 체외증폭은 조혈모세포의 증폭과 거핵구의 분화 및 혈소판 생산이라

는 두 가지 효과를 동시에 기대할 수 있다.

한편 혈소판감소증은 앞서 언급한 바와 같이 조혈모세포 이식 이후나

고용량화학요법 후에 발생하는 중요한 문제점으로 남아 있다 .1 4 그럼에

도 불구하고 정상 골수에서의 거핵구 분화 및 혈소판 생성의 미세구조

변화에 관해서는 비교적 잘 알려져 있지 않았다. 이는 정상 골수에서 관

찰되는 거핵구의 수가 전체 단핵세포의 약 0.05% 정도로 극히 제한되어

있기 때문이다.1 5 이제까지 체외배양시스템을 사용하여 거핵구 분화에 관

한 미세구조 분석을 시도한 보고가 두 편 있었다. 이들은 각기 골수와 말

초혈액의 조혈모세포를 대상으로 T PO을 사용하여 거핵구의 분화를 유도

하였다.1 6 ,1 7 두 편 모두에서 분화과정 중에 미성숙 세포고사(pr em ature

apoptosis )가 수반됨을 전자현미경적 소견과 함께 보고하였다. 또한 최근

에 Seoh등1 8이나 Ryu등1 9이 제대혈 CD34+ 세포를 T PO을 이용하여 체

외증폭 시키는 과정에 거핵구 계열에서 세포고사가 동반되는 것을 세포

표현형 분석을 이용하여 보고한 바 있다. 이제까지의 모든 보고들을 종합

하면 체외배양체계(ex v ivo culture sy st em )에서 T P O을 사용하여 거핵구

분화를 인위적으로 유도하면 거핵구로의 분화와 함께 미성숙 노화

(pr em ature senescence)가 함께 발생하는 것으로 추측된다.

이러한 거핵구로의 분화에는 T P O 이외에도 비록 그 정도에는 차이가

있으나 flt3- lig an d (F L ), inter leukin (IL )- 3, IL - 6, IL - 11과 st em cell

factor (SCF )등이 관여하며, 이들은 독립적으로 혹은 T PO의 효과에 상승

적 역할을 하는 것으로 보고되어 왔다.2 0 - 2 5 그러나 최근 Gain sford등2 6 ,2 7은
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c - mpl/ IL - 3 결핍 백서를 이용한 실험에서 IL - 11은 T P O와 독립적으로는

거핵구 형성에 관여하지 않는다고 보고한 바 있다. 또한 Norol등2 8
도

IL - 3, SCF , IL - 6의 첨가에 의한 거핵구 형성을 보고하면서 이들 각기는

미미한 효과를 보인다고 기술하였다. 따라서 T P O 이외의 사이토카인에

의한 거핵구 형성 효과는 아직 더 연구되어야 할 점이 많다.

위와 같은 내용을 근거로 본 연구에서는 제대혈 조혈모세포를 대상으로

체외에서 T P O, F L, IL - 3, IL - 11, SCF 등의 사이토카인을 이용하여 거핵

구로의 분화를 유도하고 이때 각 사이토카인 조합별로 거핵구로의 분화

및 세포고사의 정도를 표현형 분석과 더불어 미세구조 분석을 병행하여

거핵구 분화 및 혈소판 생산에 있어 체외증폭 시스템의 유용성을 분석하

고자 하였다.
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II. 재료 및 방 법

1. 제대혈 CD34+ 세포의 분리

만삭에 정상 질식분만을 한 4명의 산모들로부터 제대혈을 채혈하였다.

제대혈의 단핵세포는 F icoll- Hypaqu e (den sity 1.077 g/ m L ; Pharm acia

Biotech , Upp sala , S w eden ) 중층법으로 분리하였다. 분리된 단핵세포층을

Iscov e ' s m odified Dulbecco ' s m edium (IMDM ; Gibco, Gran d Islan d,

NY , USA )에 부유시켜 플라스틱 Petri dish에 분주하여 37℃, 5% CO2 배

양기에서 60분씩 2회 배양하여 유착세포를 제거하고, 세척한 후 0.1% 우

혈청알부민(bovin e serum album in , BSA ; Stem Cell T echnologies In c .,

Vancouv er , Canada )이 포함된 인산완충식염수(ph osphate- buffer ed

salin e, PBS ; pH 7.4)에 재부유시켰다.

CD34+ 세포는 항CD34단클론항체(QBEND 10; Miltenyi Biotec ;

Bergisch Gladbach , Germ any )와 m iniMACS sy stem을 사용한

superparam agnet ic m icrobead (Milt enyi Biotec, Bergisch Gladbach ,

Germ any )를 사용하여 분리하였다. 분리된 CD34+ 세포의 순수도를 확인

하기 위하여 F IT C (flu oroscein isothiocy an ate)가 부착된 항CD34항체

(HPCA - 2; Becton Dickin son (BD), M ountain View , CA , USA )와 반응시

킨 후 유세포분석기(FA CSCalibur , BD )로 분석하였다.

2. CD34+ 세포의 체외증폭

CD34+ 세포를 1.0 x 105 cells/ m L의 농도로 맞추고 무혈청배지인

SFEM (Stem Cell T echn ologies In c .)에 BSA , in sulin 과 t ran sferr in (BIT

solution , Stem Cell T echn ologies Inc .)을 첨가하여 배양하였다. 조혈성장

인자로는 T PO (50 n g/ m L ; Kirin Brew ery , M aeba shi, Japan )을 단독으

로 사용하거나 flt3- lig an d (F L ; 50 n g/ m L ; Chem icon , T em ecula , CA ,
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USA ), stem cell factor (S CF ; 50 n g/ m L ; Kirin Brew ery ), IL - 3 (200

U/ m L ; Chem icon ) 및 IL - 11 (20 n g/ m L ; Chem icon )과 병용해서 사용하

였다. 그리고 주 2회씩 배지의 절반을 새로운 배지로 교환하고 조혈성장

인자를 첨가하면서 4주까지 배양하였다. 이때 배지의 교환시기마다

t rypan blue로 염색하여 생존 세포수를 산정하였고, 유세포 분석과 미세

구조 분석을 시행하였다. 대조군으로 T PO을 제외한 FL, IL - 3, IL - 11,

S CF를 다양하게 조합하여 같은 방법으로 4주까지 배양하였다.

3 . 표현형과 세포고사의 분석

면역표현형 검사를 위해 수확된 세포의 F c 수용체를 차단하여 비특이적

결합을 방지하기 위하여 먼저 사람의 AB +형 혈청과 4℃에서 10분간 반

응시킨 후 아래와 같은 항체를 사용하여 4℃에서 30분간 차광상태에서

세포들을 형광 염색하였다. 실험에 사용된 항체는 F IT C 혹은

phy coerythr in e (PE )이 부착된 항CD34단클론항체(BD) , F IT C (BD ) 혹은

peridinin e chlorophyll protein이 부착된 항CD61단클론항체(P erCP ; BD ),

F IT C (BD ) 혹은 PE이 부착된 항CD41단클론항체(S erotec, Ox ford, UK ),

F IT C가 부착된 항CD14단클론항체(BD ), PE이 부착된 항CD15단클론항체

(BD ) 등이다.

세포고사 측정을 위해 F IT C 혹은 PE이 부착된 ann exin V

(Ph arMin g en , S an Dieg o, CA , USA )를 사용하였다. 140 m M NaCl과 2.5

m M CaCl2를 함유하는 10 mM HEPES buffer (pH 7.4)에서 ann exin V (1

m M )와 반응시켰다. 음성대조로는 특이성이 무관한 동일한 isotype의 항

체를 같은 조건으로 반응시킨 부유액을 사용하였다. 분석은 CellQuest

(BD ) softw are를 이용하여 10,000개의 세포를 분석하였다.

4 . 광학현미경 검사
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분리된 CD34+ 세포 또는 배양된 세포의 광학 현미경적 형태 분석을 위

하여 유리슬라이드에 500 r .p .m .에서 5분간 세포원침시키고(Cytospin 3,

Shan don , P itt sburgh , PA , USA ), 슬라이드를 공기중에서 건조시킨 후

M ay - Grun w ald - Giem sa와 PA S 염색을 시행하였다.

5 . 전자현미경을 이용한 미세구조 분석

세포 부유액을 pH 7.3의 0.1 M 인산완충용액에 수세 후, 1200 r .p .m .으

로 원심분리하여 즉시 2.5% glutar aldehy de에 1시간 동안 고정시켰다. 그

후 1% OsO4로 후고정시킨 후 alcoh ol로 탈수시킨 다음 플라스틱 r esin에

포매하였다. 조직을 박절하여 nickel 격자에 수집하고 uranyl acetat e와

lead cit rat e로 염색한 후 Philip s CM 10 전자현미경으로 80 KV에서 관

찰하였다. 형태학적 소견에서 핵의 모양, 분획막(dem arcat ion m embran e)

의 유무, 당원과립(gly cog en granule)의 분포양상, 세포질내 과립의 크기

와 전자밀도(electron den sity )등을 거핵구 계열로의 분화기준으로 삼았

다.

6 . 통계 검사

통계 검사는 pair ed Student ' s t - test를 실시하였으며 P - v alue 0.05 미

만을 유의한 것으로 판정하였다.
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III. 결 과

1. 제대혈에서 분리한 CD34+ 세포 분획의 양상

네 개의 제대혈에서 분리한 CD34+ 세포 분획의 순수도는 평균 95.7%

(93.6∼98.2% )이었다(F ig . 1). 이들 세포 분획에는 거핵구 계열 표지인

GPIII (CD61), GPIIb/ IIIa (CD41), GPIb (CD42b )를 발현하는 세포가 각

각 3.4+1.1% , 3.2+0.9% 및 2.9+0.7% 포함되어 있었다.

이들 세포분획의 광학현미경 소견은 비교적 균일하게 작은 세포들로 핵

이 크고 세포질은 적은 미성숙 단핵 세포들로 구성되어 있었다(F ig . 2).

전자현미경 소견은 명백한 핵소체를 포함한 진정염색질(euchrom atin )의

큰 핵을 가지고 있었으며, 세포질은 양이 적고 그 내부에는 자유리보소체

(fr ee r ibosom e)와 소량의 미토콘드리아 및 극세사(microfilam ent )들이 차

있었다(F ig . 3).

Fig . 1. Phenotype of the purified cells . Dotted lines represent negative controls . T he numbers

are data represented as mean+SD of four separate experiments .
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Fig . 2. Light microscopic examination of the purified CD34+ cells show ing hom ogenous

imm ature cells w ith high N/ C ratio and basophilic cytoplasm (May Grunw ald- Giem sa

stain , x 1,000).

F ig . 3. Electron microscopic observ ation of an imm ature cell in the purified cell fraction . T he

cell has a large nucleus w ith euchrom atin and prominant nucleoli, and relatively

scant amount of cytoplasm packed w ith abundant free ribos omes (empty arrow ),

sm all number of mitochondrias (arrow ), and microfilaments (arrow head) (uranyl

acetate and lead citrate stain , x 13,220).
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2. 체외증폭

제대혈에서 분리한 CD34+ 세포 분획을 체외 증폭시켰을 때 생존세포수

의 변화는 Fig . 4와 같이 사이토카인 조합에 따라 차이가 있었다. T P O만

사용하였을 경우에는 생존세포수가 배양 11일까지 37.7+1.6배 증폭되다가

그 이후로는 감소하였다. F L, IL - 11, IL - 3, SCF 등을 병용하였을 때는

지속적으로 증가하여 2주 후부터 모두 50배 이상으로 증폭되어 배양 4주

까지 지속적으로 증폭되었는데, FL와 SCF를 함께 첨가한 경우에 가장

많이 증폭되었다.

Fig . 4. Evolution of cellularity during ex vivo expansion of purified human cord blood CD34+

cells according to the combination of cytokines . Data represent mean + SD of four

separate experiments . T PO, thrombopoietin ; FL, flt3- lig and; SCF , stem cell factor ;

IL- 3, interleukin- 3; IL- 11, interleukin- 11.

- 11 -



3. 체외증폭 과정에 거핵구 계열 분화의 표현형 분석

T P O을 사용한 체외증폭 과정에서 거핵구 계열 분화의 표지자로 CD61

에 대한 형광염색을 시행하였으며 F c 수용체에 의한 비특이적 반응을 배

제하기 위하여 CD14를 중복 염색하였다. 그 결과 F ig . 5와 같이 배양 4

일째부터 CD61+CD14- 세포 분획이 출현하기 시작하여 9일째 최고에 달

했다가 14일부터 감소하였다. F L, IL - 3, IL - 11과 S CF를 첨가하였을 때

전체적인 양상은 T PO만 첨가하였을 때와 같았으나 각 분획의 비율에는

차이가 있었다(T able 1). 그러나 T able 2에서 보는 바와 같이 비록 통계

적으로 각 조합간에 CD61+ 세포의 분획에는 차이가 있으나 생존 세포수

의 차이를 함께 고려하면 CD61+ 거핵구 계열세포의 절대수치는 각 조합

간에 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 한편 T PO을 제외한 사이토카인

조합으로 배양하였을 때에는 세포 표현형 분석상 Fig . 6와 같이 거핵구

계열로의 분화가 거의 일어나지 않았다.
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Fig . 5. A series of representative scattergram s show ing phenotypic changes during ex vivo

expansion of hum an cord blood CD34+ cells using thrombopoietin . T he number s are

proportions of each quadrant of an experiment .
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T able 1. Proport ion s of CD61+CD14- fraction s according t o th e

com bin ation of cyt okines durin g ex v iv o ex pan sion

Cytokine

combination

Day s of culture

0 4 7 9 14 17

T PO 2.9+0.8 15.7+2.1 60.0+5.2 75.6+5.4 66.8+6.2 27.7+3.3

T PO+FL 2.9+0.8 10.3+2.3 35.5+4.2 46.4+3.8 34.2+3.1 20.3+3.0

T PO+FL+SCF 2.9+0.8 9.4+1.1 14.6+2.0 18.0+4.3 14.0+2.1 12.6+1.9

T PO+FL+IL- 3 2.9+0.8 10.7+2.0 34.5+3.9 44.2+3.7 31.9+4.2 19.3+2.3

T PO+FL+IL- 11 2.9+0.8 11.2+1.7 33.6+2.8 46.5+4.6 38.5+3.9 22.5+2.8

Data represent mean ± SD of four separate experiments .

T PO, thrombopoietin ; FL, flt3- lig and; SCF , stem cell factor ; IL- 3, interleukin - 3; IL- 11,

interleukin - 11

T able 2. T he result s of ex v iv o ex pan sion of cord blood CD34+ cells for

9 day s

Cytokine

combination

CD61+ Fraction

(%)

T otal v iable cell

number (x 106 )

Absolute count of

CD61+ cells (x 106 )

T PO 84.13 + 2.58* 1.76 + 0.11* 1.48 + 0.11

T PO+FL 55.30 + 3.66* 3.03 + 0.17* 1.68 + 0.20

T PO+FL+SCF 25.78 + 0.71* 5.53 + 0.36* 1.42 + 0.09

T PO+FL+IL- 3 37.23 + 3.43* 3.53 + 0.22* 1.31 + 0.39

T PO+FL+IL- 11 48.75 + 2.89* 3.45 + 0.43* 1.68 + 0.28

Data represent mean + SD of four separate experiments

*P - v alue < 0.05

T PO, thrombopoietin ; FL, flt3- lig and; SCF , stem cell factor ; IL- 3, interleukin - 3; IL- 11,

interleukin - 11
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Fig . 6. Representative scattergram s comparing phenotypic changes during ex vivo

expansion of hum an cord blood CD34+ cells in the presence or absence of

thrombopoietin . T he numbers are proportions of each quadrant of an experiment .

T PO, thrombopoietin ; FL, flt3- lig and; SCF , stem cell

factor ; IL- 3, interleukin - 3; IL- 11, interleukin - 11.

- 15 -



4. 체외증폭 과정에 세포고사 분석

체외증폭 과정에 일어나는 세포고사 분획을 ann ex in V 염색법으로 분

석한 결과 T able 3과 같이 각 조합군 모두에서 배양 4일부터 증가하기

시작하여 배양 14일 째 최고에 달했다가 그 이후부터는 감소하였다. 특징

적으로 SCF가 첨가된 경우 배양 초기인 제 4일과 7일째에는 세포고사

분획의 비율이 다른 사이토카인 조합에 비해 유의하게 높았으며 반면 배

양 후기인 제 14일과 17일째에는 다른 사이토카인 조합에 비해 유의하게

낮았다. S CF가 첨가된 경우 발생하는 초기 세포고사는 거핵구 계열이 아

닌 다른 분획에서 일어났고(F ig . 7) 배양 후기(제 15일 부터)에는 거핵구

계열의 세포고사가 유의하게 감소되었다(F ig . 8).

T able 3. Proportion s of apoptotic fr action s according to th e

com bin ation of cyt okines durin g ex v iv o ex pan sion

Data represent mean + SD of four separate experiments

*P - v alue < 0.05

T PO, thrombopoietin ; FL, flt3- lig and; SCF , stem cell factor ; IL- 3, interleukin - 3; IL- 11,

interleukin - 11

Cytokine

combination

Days of culture

0 4 7 9 14 17

T PO 1.9+0.7 2.6+0.9 6.2+1.7 14.0+2.5 38.8+4.7 27.3+4.1

T PO+FL 1.9+0.7 3.2+0.8 5.8+1.2 10.1+3.4 34.3+4.1 26.3+4.0

T PO+FL+SCF 1.9+0.7 10.0+1.5* 12.7+2.2* 13.9+3.3 25.4+3.1* 23.4+2.8*

T PO+FL+IL- 3 1.9+0.7 3.3+1.0 4.8+2.1 14.8+2.9 29.8+3.3 26.3+3.5

T PO+FL+IL- 11 1.9+0.7 3.2+1.2 6.3+1.4 10.6+3.5 36.9+4.8 27.5+3.3
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Fig . 7. Representative scattergram s demonstr ating that the apoptotic fr actions at early phase

in the cultures w ith stem cell factor do not belong to CD41+ fractions . T he number s

are proportions of each quadrant of an experiment .

F ig . 8. Representative histograms dem onstrating that stem cell factor (SCF ) decreased the

apoptosis in meg akaryocyte fractions during ex vivo expansion of CD34+ cells using

thrombopoietin (T PO) and flt3- lig and (FL). T he number s are data represented as

mean + SD of four separate experiments . T F , T PO+FL; T F S, T PO+FL+SCF ; MK,

megakary ocyte .
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5. 체외증폭 과정에 광학현미경적 형태의 변화

PAS 염색에서 배양 5일부터 소수의 세포에서 당원과립이 산재된 형태

를 볼 수 있었다. 배양 7일부터는 당원과립이 주로 세포질 주변부로 군집

된 형태를 보이면서 세포질돌출(cytoplasm ic protru sion )이 보였다. 배양

9일부터는 비교적 많은 수의 당원과립을 포함한 세포분절과 함께 주변에

혈소판들이 출현하기 시작하였다(F ig . 9A ). T PO만 첨가된 경우에는 14일

경에는 세포밀도가 급속히 감소되면서 주변에 많은 수의 탐식세포를 볼

수 있었다(F ig . 9B ). 반면에, 각종 사이토카인이 첨가 된 경우에는 18일

경에도 거핵구 계열의 세포와 함께 M ay - Grun w ald - Giem sa 염색에서 세

포질내에 다량의 과립을 보이는 많은 수의 미성숙세포들을 볼 수 있었다

(F ig . 9C). 이와 같은 형태학적 변화는 4개의 제대혈 시료에 따라 차이가

없었다.
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Fig . 9. Light microscopic examination of the cytospined cells . (A ) Ex vivo expanded cells

for 9 days using thrombopoietin . T here are scattered large cells w ith multilobulated

large nuclei and cytoplasmic protrusions containing glycogen granules in blocked

pattern . Also a few scattered platelet s are seen (PA S stain , x400). (B) Ex vivo

expanded cells for 14 days using thrombopoietin . T here are scattered sm all cells

show ing cytoplasmic protrusions w ith glycogen granules in blocked pattern and

m acrophages (PAS stain, x400). (C) Ex vivo expanded cells for 18 days using

thrombopoietin , flt3- lig and and stem cell factor . Some cells are meg akaryocytes

having cytoplasmic bubbles and protrusions and others are imm ature cells w ith

cytoplasmic eosinophilic coarse granules (May - Grunw ald- Giem sa stain , x400).
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6. 체외증폭 과정에서 거핵구의 미세구조 변화

T P O만을 첨가하였을 때 거핵구 분화과정의 미세구조 변화는 배양 5일

째에 핵은 부분적으로 함입되고 세포질은 소수의 작은 전자고밀도 과립

(electron den se granule) 발생과 함께 상대적으로 그 양이 증가되었다.

그러나 명백한 거핵구로의 분화 증거는 찾을 수 없었다. 배양 7일째에는

핵은 길게 모양이 늘어나면서 세포질내에서 거핵구 분화과정중에 나타나

는 분획막이 관찰되었으며, 전자고밀도과립의 양이 증가하고 당원과립이

관찰되었다(F ig . 10A ). 또한 드물게 부분적으로 세포질의 분절과 혈소판

의 형성이 관찰되었다(F ig . 10B ). 배양 9일째에는 핵이 분엽(lobulation )되

면서 이염색질의 형태를 보였고, 세포질에는 광범위하게 분획막이 발달하

면서 많은 수의 다양한 전자밀도의 과립과 함께 세포질의 분절과 혈소판

의 형성이 관찰되었다(F ig . 10B ). 한편, 배양 9일째부터 드물게 거핵구의

세포고사를 관찰할 수 있었다. 배양 11일째에는 많은 수의 거핵구 세포와

함께 지속적인 혈소판 형성을 관찰할 수 있었다. 배양 14일째에는 저배율

소견상 세포의 수 자체가 급격히 감소하였는데, 소수의 혈소판 형성과정

중인 거핵구, 세포고사 과정중의 거핵구와 함께 탐식작용중인 많은 수의

탐식세포들이 관찰되었다(F ig . 10C).

T P O과 함께 F L를 첨가하였을 때 배양 5일에서 14일까지 보이는 형태

학적 소견은 T PO만 첨가하였을 때와 동일하였다. 배양 18일째에는 거핵

구로 분화되는 세포이외에도 단구와 더불어 어떠한 특정 분화를 알 수

없는 미성숙 세포 및 골수세포쪽으로 분화하는 세포들을 볼 수 있었다.

T P O, FL와 함께 IL - 3를 첨가하였을 때 배양 5일과 7일째에 보이는 형

태학적 소견은 T PO만 첨가하였을 때와 동일하였다. 그러나 배양 9일, 11

일, 14일에도 특정 계열로의 분화를 알 수 없는 미성숙 세포들을 상당히

많이 볼 수 있었다(F ig . 11A , B ). 배양 18일째에는 극소수의 거핵구와 혈

소판 형성이 관찰되었다. 동시에 많은 수의 단구와 골수세포로 분화되는
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세포들이 관찰되었다.

T P O, F L와 함께 IL - 11을 첨가하였을 때에는 T PO만 첨가하였을 때와

동일한 양상이었다. 다만, 배양 18일째까지 저배율 소견상 거핵구로 분화

되는 세포와 함께 많은 수의 미성숙 세포, 골수세포, 단구로 분화되는

세포들이 관찰되었다.

T P O, F L와 함께 SCF를 첨가하였을 때에도 T P O만 첨가하였을 때 나

타나는 거핵구 계열로의 분화 양상은 동일하였다. 특징적으로 배양 7일과

9일째에 많은 수의 세포고사를 볼 수 있었다. 그러나 세포질 내의 분획막

이나, 전자고밀도과립등이 관찰되지 않으면서 많은 수의 리조좀이 보이는

점으로 보아 세포고사를 보이는 많은 세포들은 거핵구 계열이 아닌 탐식

구 계열의 세포로 생각되었다(F ig . 12A ). 배양 18일째에는 다른 제대혈

시료를 첨가했을 때와 동일하게 거핵구로 분화되는 세포와 함께 미성숙

세포, 단구, 골수세포 등으로 분화하는 세포들을 볼 수 있었으며 다른 제

대혈 시료에 비해 상대적으로 더 많은 수의 거핵구 계열의 세포와 혈소

판을 볼 수 있었다(F ig . 12B , C).

각기 모든 제대혈 시료의 첨가시 나타나는 거핵구 계열의 세포는 시료

에 따른 형태학적 소견의 차이는 없었으며 가장 큰 세포의 크기가 각기

20 ㎛를 넘지 않았다. 한편 T P O을 제외한 제대혈 시료 조합을 첨가하여 배

양한 경우에는 배양 7일째에도 비교적 세포질에 대한 핵의 비율이 높으면서

세포질내 기관 (cyt oplasm ic organ elle )들의 발달이 미숙하였다 (F ig . 13A ). 배

양 14일째에는 다양한 크기의 전자고밀도과립과 리조좀을 함유하면서 가는

세포막돌기 (cyt opla sm ic process )들을 보이는 골수세포계열로의 분화를 보였

다 (F ig . 13B ). 그러나 T P O을 제외한 어떠한 조합에서도 분획막의 출현이나,

세포질의 분절은 관찰할 수 없었다.
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Fig . 10. Electron microscopic observation of the expanded cells using thrombopoietin (uranyl

acetate and lead citrate stain ). (A ) On day 7, a meg akaryocytic cell w ith elong ated

nucleus and abundant cytoplasm w as observed. Dem arcation membranes (aterisk)

begin to appear w hile electron dense core granules (open arrow ) and glycogen

granules (open arrow head) increased (x 10,400). (B) From day 7, a platelet show ing

electron dense granules (open arrow ), mitochondrias, open canalicular sy stem

(arrow ) in central area, and glycogen granules (open arrow head) and

microfilaments (arrow head) in peripheral area w as observed (x 17,800). (C) On day

14, apoptosis of megakaryocytic cells show ing dem arcation membranes (aterisk) w as

observed (x 10,400).
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Fig . 11. Electron microscopic observation of the expanded cells using thrombopoietin,

flt3- lig and and interleukin - 3. On day 9 (A ) as w ell as day 14 (B), m any residual

immature cells w ere observed, in w hich large euchromatic nucleus and cytoplasm

w ith m any mitochondrias and electron dense granules (open arrow ) of v ariable size

w ere show n (uranyl acetate and lead citr ate stain , x5,900).

- 23 -

A B



Fig . 12. Electron microscopic observation of the expanded cells w ith thrombopoietin,

flt3- lig and, and stem cell factor (uranyl acetate and lead citr ate stain ). (A ) On day

7, m any apoptotic cells w ere observed. Considering the cytoplasmic details w ith

many lys osom al granules (arrow head) and no evidence of dem arcation membrane,

they seem to belong to non - meg akaryocytic lineage (x5,900). On day 18, there are

many megakary ocytes (B) and some immature cells (C) show ing euchrom atic large

nucleus and cytoplasm w ith many mitochondria, sm all number of electron dense

granules (open arrow ) and microfilaments (open arrow head) (x 10,400).

- 24 -

BA

C

◀

▶



Fig . 13. Electron microscopic observation of the expanded cells w ith flt3- ligand,

interleukin - 11, and stem cell factor (uranyl acetate and lead citrate stain ). (A ) On

day 7, a relatively imm ature cell w ith high N/ C ratio and euchrom atic nucleus,

prominent nucleoli and a few cytoplasmic org anelles including mitochondria,

microfilaments (arrow head), and multivesicular lys osomes (open arrow head) w as

observed (x 13,220). (B) On day 14, a cell show ing myeloid differentiation by

elong ated heterochromatic nucleus and abundant cytoplasm including m any electron

dense granules (open arrow ) of variable size, lysos omes , and diffusely scattered

glycogen granules w ith thin cytoplasmic process (arrow ) w as observed (x 10,400).

- 25 -

A B

▶

▶

◀



IV . 고찰

제대혈은 골수를 대체할 수 있는 조혈모세포원으로서 매우 유용하나 생

착지연, 특히 혈소판 회복이 느린 단점이 있다. 따라서 이를 해결하기 위

해 최근에는 여러 사이토카인을 이용한 조혈모세포의 체외증폭이 시도되

고 있으며 특히 거핵구 계열로의 분화유도에 관심이 높다. T PO은 이러

한 거핵구 계열로의 분화유도에 핵심적 역할을 하는 것으로 알려져 있으

며 이외에 F L, IL - 3, IL - 11, SCF 등의 역할에 대해서도 다양한 연구가

이루어져 왔다. 한편 조혈모세포의 거핵구 계열로의 체외증폭에 따른 세

포고사 양상과 미세구조변화에 대해서는 아직 그 연구가 미비한 실정이

다. 이에 본 연구에서는 제대혈 CD34+ 세포를 여러 가지 사이토카인 조

합으로 체외증폭시킬 때 일어나는 거핵구 계열 분화 과정의 표현형과 세

포고사 양상 그리고 미세구조 변화를 분석하였다. 그 결과 T P O 단독 투

여시에는 거핵구 계열로 분화하는 세포분획의 비율이 가장 높았다. 그러

나 배양 11일 이후에는 거핵구 계열의 비율이 감소하여 T PO 단독으로는

초기작용 사이토카인의 역할은 하지만 지속적인 세포의 증식 작용은 하

지 못하는 것을 알 수 있었다. 이는 T PO, F L - 3, IL - 3등의 사이토카인을

단독으로 투여시에는 세포증식이 10일 이상을 지나지 못하지만 T PO과

다른 사토카인의 조합에 의하면 지속적으로 증식한다는 보고와 일치하였

다.2 9 ,3 0
본 실험에서 T P O 단독 투여시 배양 4일째에 표현형 분석에서

CD61+CD41- 의 거핵구 계열의 분화가 나타나는 것을 관찰할 수 있었으

며 또한 배양 4 일째에 ann ex in V 형광염색에 의해 세포고사가 발생하

는 것을 관찰할 수 있었다. 형태적으로도 약 9일경부터는 거핵구 계열세

포의 세포고사를 확인할 수 있었다. T P O 단독 투여시 발생하는 세포고

사가 거핵구 계열의 세포에서 발생하는 것은 최근 Seoh 등1 8이나 Ryu 등

1 9에 의해 보고된 바 있다. 즉 이들은 제대혈을 T PO을 이용하여 거핵구
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계열로 체외배양시키는 과정에서 거핵구 계열의 세포들이 미성숙 단계에

서 이미 세포고사가 함께 나타남을 표현형 분석을 통하여 보고하였다. 한

편, 본 실험에서는 다른 사이토카인과의 조합시에 나타나는 세포고사의

양상을 비교한 결과 FL, IL - 3, IL - 11을 첨가한 경우에는 세포고사 양상

이 T P O 단독 투여시의 양상과 동일하였다. 따라서 이들 사이토카인은

T P O 투여로 인해 발생하는 거핵구 계열세포의 미성숙단계에서 일어나는

세포고사를 억제시키지는 못하는 것으로 보인다. 그러나 S CF를 첨가한

경우 초기에는 오히려 비거핵구 계열세포의 세포고사를 증가시킨 반면

후기에는 거핵구 계열세포 자체의 세포고사를 억제하는 효과를 보였다.

초기의 세포고사를 보이는 세포들은 전자현미경적 소견에서 많은 리조좀

과립을 보이는 것으로 보아 탐식구 계열의 세포로 추측된다. 이는 T PO

단독투여 배양 후기에 많은 수의 탐식 세포가 나타나면서 세포고사 과정

의 세포를 탐식하는 점을 고려할 때 초기에 선택적으로 거핵구 계열로의

분화에 일조의 역할을 할 수 있을 것이다. SCF는 배양 후기에는 거핵구

계열세포의 세포고사를 선택적으로 억제하는 효과를 보였는데 이는 T PO

투여시에 발생하는 미성숙 상태의 거핵구 계열세포의 세포고사를 억제함

으로써 혈소판 생성의 증대효과를 기대할 수 있을 것이다. 전자현미경 소

견에서 T PO 단독투여시와 각종 사이토카인과의 조합을 투여했을 때 모

두에서 거핵구 계열세포의 크기는 전자현미경 소견상 20 ㎛를 넘지 않았

다. 이는 정상골수에서 발견되는 거핵구의 크기가 15∼80 ㎛라는 점을 생

각할 때 제대혈 세포의 체외증폭에 의한 거핵구 계열세포들이 완전한 성

숙 형태는 보이지 못한 상태에서 혈소판을 생성하는 것임을 알 수 있다.

S CF도 비록 미성숙 상태에서의 세포 고사를 억제하기는 하나 그 자체가

완전 성숙에 이르는 역할을 하게 하지는 못하는 것으로 보인다. 한편 본

연구에서 표현형 분석결과 배양 4일째부터 CD61+CD14- 의 거핵구 계열

의 세포가 나타나는 반면 형태학적 소견에서 거핵구 계열의 분화를 보
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이는 것은 배양 7일째부터였다. 표현형상에서 측정하는 CD41, CD61등은

int egr in의 한 종류로서 이들은 혈소판에서는 형질막(plasm a m embran e)

내측, 전자고밀도 과립, 열린세관계(open can alicular sy stem )에 위치하고

거핵구에서는 골지체나 전자고밀도 과립에 존재한다.3 1 ,3 2
따라서 표현형분

석에서 배양 4일 경에 나타난 표현형 표지자들은 형태학적 소견상 배양

5일째에 보였던 소수의 전자고밀도 과립이나 골지체에 존재하는 것을 감

지한 것으로 생각된다. 또한 세포고사도 annex in V 형광염색에서 배양 4

일째부터 감지된 반면 전자현미경 소견에서는 배양 9일째부터 확실한 핵

의 변화를 관찰 할 수 있었다. ann ex in V 형광염색법은 세포고사시 세포

막의 인지질 불균형이 소실되면서 세포표면에 노출되는

phosph aty dilser in을 형광염색된 ann exin V와 결합시켜 인지하는 방법으

로 다양한 세포고사 측정방법 중에서 가장 초기에 세포고사를 감지하는

방법이다.3 3 ,3 4 반면에 형태학적 소견, 특히 핵의 변화는 이미 세포고사가

진행중인 세포에서 나타나는 소견으로 Kim ura 등3 5은 전자현미경을 통한

세포고사분석과 생화학적 세포고사분석방법을 비교하고 생화학적인 분석

방법이 더 초기의 변화를 감지하는 것을 보인 바 있다. 따라서 본 연구

결과도 이러한 연유에 기인한 것으로 생각된다.

본 연구에서 IL - 3의 투여시 거핵구 계열세포의 절대수치는 다른 사이토

카인 조합시와 통계적으로 차이는 없었으나 전자현미경 소견상 미분화

상태가 오래 지속되었으며 혈소판 생성의 열쇠라 할 수 있는 분획막의

발달이 거의 보이지 않았다. IL - 3은 한 때 거핵구 계열로의 체외증폭과

정에서 유용한 역할을 하는 것으로 보고되었다.2 2 ,3 6 그러나 최근에는 그

역할에 대해 많은 논란이 있다. Dolzh an skiy 등3 7은 IL - 3이 오히려 다배

수체화(polyploidization )를 억제하는 효과가 있어 거핵구 계열로의 분화를

억제한다고 보고하였으며, Lazzar i 등3 8도 IL - 3의 첨가시 T P O에 의한 세

포증식효과에는 일조를 하나 분화시키는 양상에 있어 오히려 골수세포계
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통으로 분화를 더 많이 유도하는 것으로 보고하고 있다. 이러한 내용들은

모두 세포표현형 분석의 내용에 근거를 둔 것이었다. 이미 언급한 바와

같이 표현형분석의 CD41과 CD61측정은 세포질내에 존재하는 int egr in의

한 부류를 감지하는 것으로 이들의 발현이 반드시 혈소판을 형성하는 거

핵구라고만은 할 수 없을 것이다.3 1 ,3 2
또한 최근에 Law 등

3 9
은 이중착색면

역형광표지(dual- color im munoflu orescent labelling )를 이용하여 CD14양

성 단구 계열세포들도 CD61에 양성일 수 있음을 보이고 이러한 세포들

이 전자 현미경 소견에서는 거핵구 계열의 분화를 전혀 보이지 않음을

보고하였다. 본 실험 결과를 보면 IL - 3을 투여시 표현형 자체는 다른 사

이토카인 조합과는 의미 있는 차이가 없었으나 형태학적 양상을 볼 때

오히려 IL - 3 은 거핵구 계열로의 분화를 억제하는 효과를 보였다.

IL - 11은 한 때 T PO과 상승적으로 혹은 독립적으로 거핵구 계열로의 분

화유도 및 세포증식에 관여한다고 보고되어 왔다.2 3 ,3 9 - 4 2 본 연구 결과

IL - 11은 FL와 마찬가지로 거핵구 계열 및 비거핵구 계열로의 분화 유도

와 함께 세포증식에 상승적 작용을 하였다. 그러나 IL - 11에 의하여 특이

적으로 거핵구 계열의 분획이 증가하거나 형태학적으로 거핵구의 성숙도

가 증가되는 소견은 관찰할 수 없었으며 세포고사의 양상도 T PO 단독

투여시와 다른 바가 없었다. 따라서 IL - 11의 첨가에 의해서는 조혈모 세

포의 다계열분화(multilin eag e differ ent iation )와 세포의 지속적 증식 이외

에는 특별한 효과를 기대하기 어려운 것으로 보인다. 또한 본 연구에서는

T P O을 제외한 F L, IL - 3, IL - 11, S CF등의 조합을 투여해서 배양했을 때

세포 표현형과 전자현미경 소견 모두에서 거핵구로의 분화를 확인 할 수

없었다. 비록 이들 사이토카인 조합에 의한 독립적인 거핵구 형성에 대한

보고들이 있으나 이들은 c- Mpl 결핍 백서를 이용 체내에 사이토카인을

투여하여 실험하였거나 혹은 체외에서 배양을 하더라도 세포 표현형으로

만 분석을 하였다.2 1 ,2 2 ,3 6 ,4 3 ,4 4 본 연구는 세포 표현형 분석과 더불어 전자현
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미경검색을 통하여 제대혈의 체외배양시 T P O의 투여가 없이는 실제적으

로 거핵구로의 분화가 일어나지 않음을 명백히 보이고 있다. 따라서 앞으

로 제대혈 세포의 거핵구 계열로의 체외증폭에 관한 연구는 T P O을 근간

으로 이루어져야 할 것이다. 본 연구에서 보인 바와 같이 SCF는 T PO에

의한 거핵구로의 분화과정에서 배양초기에는 탐식구 계열의 세포고사를

유도한 반면 후기에는 분화과정중에 T PO에 의해 유도되는 미성숙 단계

의 세포고사를 억제하는 효과를 보였다. 따라서 체외증폭체계를 이용한

거핵구로의 분화 유도 및 혈소판 생산에 SCF가 유용하게 이용될 수 있

을 것이다.
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V . 결론

본 연구에서는 제대혈 CD34 양성 조혈모세포를 throm bopoiet in (T PO)

을 비롯한 flt3- lig an d (FL ), inter leukin (IL )- 3, stem cell factor (S CF ),

IL - 11을 사용하여 체외증폭시켜 거핵구 계열로의 분화 과정에서의 표현

형과 세포고사 양상, 미세구조 분석을 시행하였다. 그 결과 T PO만 첨가

하였을 때에는 초기 거핵구 계열로 분화하는 세포 분획의 비율이 가장

많았지만, 세포고사에 의해 11일 이후에는 생존 세포수의 급격한 감소를

보였다. FL , IL - 3, IL - 11, S CF 등을 병용하였을 때에는 모두 2주 후까지

지속적으로 증폭되었다.

표현형과 annex in V를 이용한 세포고사 분석에서 T PO, F L, IL - 3,

IL - 11에 의한 체외증폭시 거핵구 계열로의 분화에 따라 세포고사를 보였

다. 그러나 SCF를 첨가했을 때에는 초기에 거핵구 계열이외 세포의 세포

고사를 유도하는 반면 후기에는 오히려 거핵구 계열세포의 세포고사를

억제하였다.

전자현미경을 이용한 미세구조 분석에서 T PO 단독 투여시 배양 7일째

부터 세포질내에 분획막이 나타나면서 세포질의 분절과 함께 주변에 소

수의 혈소판이 관찰되었으며 배양 9일째에 거핵구 계열 세포의 세포고사

가 소수 관찰되기 시작하였고 배양 14일째에 급격한 세포 수의 감소와

함께 많은 수의 거핵구의 세포고사, 탐식작용중인 탐식구가 관찰되었다.

F L과 IL - 11을 함께 투여했을 때에는 미세구조의 분화 양상은 T PO 단독

투여시와 동일하였으며 배양 18일째에도 거핵구 계열세포 이외에 많은

수의 비거핵구 계열의 미성숙 세포를 볼 수 있었다. SCF를 첨가했을 때

에는 배양 7일째에 비거핵구 계열세포, 즉 탐식구의 세포고사를 확인 할

수 있었고 배양 18일째에는 지속적인 거핵구 계열세포 및 혈소판의 출현

과 함께 비거핵구 계열의 미성숙 세포를 함께 볼 수 있었다. IL - 3의 첨가
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시 표현형에서는 차이가 없었으나 전자현미경 소견에서 비교적 오래 지

속적으로 특정 분화를 보이지 않는 미성숙 세포가 관찰되고 분획막의 발

달이 거의 없어 오히려 거핵구 계열로의 분화를 저해하는 것으로 나타났

다. 따라서 체외증폭 체계를 이용한 거핵구의 분화 유도 및 혈소판 생산

에서 SCF가 유용하게 이용될 수 있을 것이다.
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A b s tra ct

M orpholog ic and flow cy tom etric s tudy of

m eg akary ocy topoie s i s during ex v iv o ex pans ion of

hum an cord blood CD 34 po s itiv e hem atopoietic cells

Jeon g - Hae Kie

B rain K orea 21 P roj ect f or M ed ical S cience

D ep ar tm ent of M ed icin e

T he Grad uate S chool, Y ons e i Un iv ers ity

(Direct ed by A ssociat e Professor W oo- Ick Yan g )

Cord blood (CB ), a s an altern ativ e source of h em at opoietic stem cells

(HSCs ), ha s m any adv antag es , that inclu de am ong other s ease of

b ankin g an d low inciden ce of graft v er su s h ost disease . How ev er ,

in sufficient num ber of HSCs and delay ed en graftm ent , especially

delay ed plat elet r ecov ery , ar e the pot ent ial lim itat ion s to th e

w idespread u se of CB for m arrow replacem ent . Recently ,

cytokin e- m ediated ex v iv o ex pan sion , especially u sin g thromb opoiet in

(T P O), h as been ev aluat ed t o ov ercom e th ese limitation s . How ev er ,

the fin ding s of m ost of these w ork s are ba sed on imm un ophen otypic

analy ses lacking th e ult rastructur al details of the

m eg akary ocytopoiesis durin g ex v iv o ex pan sion of CB cells . W e

therefore ex amin ed th e ultr astru ctural det ails of th e

m eg akary ocytopoiesis by light an d elect ron m icroscopy (EM ) a s w ell
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a s by flow cytom etr ic an aly ses durin g ex v iv o ex pan sion of CB

CD34+ cells that hav e been in duced by T PO, T P O+flt3- ligand (F L ),

T P O+F L +stem cell factor (S CF ), T P O+F L +inter leukin (IL )- 3, an d

T P O+F L +IL - 11.

Our result s docum ent ed th at w hen so in du ced the numb er of viable

cells in crea sed by m ore than 50- fold ex cept w here th e indu cin g ag ent

w as T PO alon e . W h ere cultur es w ere tr eated w ith T P O alone,

CD61+CD14- m eg akary ocyte (M K ) fraction b egan t o appear on day 4

and achiev ed it s m ax im um cellularity ov er the follow in g fiv e day s

b efore bein g declin ed from day 14 on w ards . How ev er without T P O,

EM ex am in ation as w ell as flow cytom etric an aly ses did n ot

dem on str ate any evidence of th e differentiation of CB CD34+ cells into

M K s . Apopt osis as determined by stainin g the cells with ann exin V

b egan t o appear from day 4 b efore b eing reach ed it s peak on day 14.

W hen in du ced by SCF , apoptotic fraction s inv olving m ostly cells of

n on - M K lin eag e w ere in creased durin g the early ph ase . How ev er ,

durin g the late pha se of SCF in duct ion , th ere w a s a decrea se in

apoptosis inv olv ing cells of M K lin eage th at hav e b een in du ced by

T P O.

On light microscopic ex amin at ion , definite ev iden ce of M K

differ ent iation could be n ot ed from day 7. T he cultures that had been

induced by T P O for 14 day s w ere spar sely cellular w ith m acroph ages

adm ix ed occasion ally with intact M Ks . T his is by contrast wh en

cultur es w ere in du ced by a combination of any of th e

abov e- m ention ed cytokin es that r esult ed in a ex uberant cellular ity

com prisin g m any platelet - form ing M K s a s w ell as imm ature cells of
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n on - M K lineage on day 18.

EM ex am in ation rev ealed dem arcat ion m em bran es an d platelet

t err it or ies on day 7 in the cultur es that h ad been indu ced by T PO

alon e . T h e fir st ev idence of apoptosis beg an to appear on day 9.

W hile addition of SCF hast ened th e appearance of apoptosis in cells of

n on - M K lineage from day 7, it r etarded apopt otic process in M K s that

h ad b een in duced by T P O. Under the in du ction of IL - 3, cellular

populat ion comprisin g poorly ch aracter ized imm ature cells appeared,

the presen ce of w hich could be dem on str ated until the late stage of

incubat ion . In the cultur es th at h ad been in duced by a combinat ion of

T P O, F L, and IL - 11, M K s adm ix ed with imm ature cells of non - MK

lineag e w ere present unt il day 18. H ow ev er , pr ior to day 14,

ultr ast ru ctural details of cultur es w ere similar irr espectiv e of w heth er

induced by T P O alon e or in combinat ion w ith other cytokin es list ed

a s abov e .

In conclu sion , although th e com bin ed effect s of th e abov e cyt okines

seem ed to b e additiv e on ex pan sion of M K lin eag e cells from th e CB

H SCs , T P O w as essential for m eg akary ocytopoiesis . W h en com bin ed

w ith T P O, SCF appeared to h av e the stron g est indu cin g influen ce on

m eg akary ocytopoiesis as it in du ced apopt osis of n on - M K cells at ear ly

stag e an d suppressed apoptosis of M K s at later st age . W hile IL - 11

and FL had an positiv e effect on th e ex pan sion of cellulr ity , IL - 3

seem ed to h av e retarded m egak ary ocyt opoiesis .

Key w ords : cord blood, ex v iv o ex pan sion , m eg akary ocyte, apoptosis ,

throm bopoietin , st em cell factor , ultr astru cture .
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