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국문 요약

v - my c 전이 에 의 한 인 체 이 개 연 골 세 포주 의

확립 및 특 성 규 명

연골의 조직공학술을 이루는 범주는 세포배양, 중합체, 세포 성장 인자 및

세포외기질, 재생된 조직의 혈류 공급 등으로 완성된다. 연골 조직의 재건

에서 조직공학술은 기존의 자가 연골 조직 이식에 따른 공여부에 후유증을

최소화할 수 있으며, 수혜부에 적합한 특성의 조직을 쉽게 조각하여 사용한

다는 점에서 이상적인 재건 방법이라 하겠다. 그러나 연골 세포의 경우, 연

골 조직 특유의 지지력과 탄력성을 유지시켜 주기 위해서는, 세포 배양에

따른 연골 세포 특유의 표현형 유지와 연골 세포에서 형성되는 세포외기질

및 신생 연골 조직의 특성을 유지시켜 주는 것이 가장 중요한 과제라 하겠

다. 그러나, 연골 세포는 생체에서 나오는 순간부터 연골 세포 특유의 콜라

겐 Ⅱ 단백질 표현형을 소실하기 시작하여, 8주 후에는 콜라겐 Ⅱ 단백질이

발현되지 않는다. 그러므로, 충분한 연골 세포수의 확보가 어렵고, 큰 신생

연골 조직의 대치에 제약이 된다. 본 연구에서는 이러한 제약을 극복하고

자, 인체 이개 연골 세포에 mur i ne r et r ovi r us vect or 를 이용하여 v -myc 유

전자를 이식하고 인체 이개 연골 세포주를 만든 후, v -myc 유전자의 이식을

확인하기 위하여, v -myc 유전자에 의해 생성되는 세포내 Myc 단백질의 발현

을 조사하였다. 또한 연골 세포주가 연골 세포 특유의 표현형을 유지하는지

알아보기 위하여 콜라겐 Ⅱ의 mRNA 및 콜라겐 Ⅱ 단백질의 존재를 확인하였

고, 세포주의 증식 정도는 이배가 시간을 측정하여 일차 배양한 연골 세포

와 비교하였다.

v -myc 유전자가 이식된 인체 이개 연골 세포주는 모든 세포에서 Myc 단백

질이 발현되는 것으로 관찰되어 v -myc 유전자의 이식을 확인할 수 있었다.

연골 세포주는 연골 세포의 표현형 유지에 가장 중요한 콜라겐 Ⅱ mRNA와

콜라겐 Ⅱ 단백질의 발현이 8개월까지 지속적으로 유지되었으며, 세포증식

능력도 향상되어 일차 배양한 연골 세포보다 4배 가량 빠른 양상을 보였다.

인체에서 기원한 이개 연골 세포주를 확립하였으며, v -myc이 암을 유발할
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수 있는 유전자이므로 이 연골 세포주를 직접 인체에 사용할 수는 없을 것

으로 생각한다. 그러나, 지속적으로 콜라겐 Ⅱ 단백질이 발현되며, 연골 세

포로의 표현형이 유지되므로, 연골 조직공학술의 훌륭한 재료로 사용될 수

있을 것이다. 또한 연골 세포주의 증식이 빠르고 세포외기질을 충분히 얻을

수 있다면 생체 물질로써 인체 조직공학술에 사용할 수 있을 것으로 기대한

다.

핵심되는 말 : 조직공학술, 연골 세포, 콜라겐 Ⅱ 단백질, 세포의 표현형,

세포외기질, v -myc , r et r ovi r us
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v - my c 전 이에 의한 인체 이개 연골 세포 주의

확립 및 특 성 규 명

<지도교수 박병 윤 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

정 재 호

I . 서 론

조직 공학술은 독립된 세포를 배양하고 중합체 구조물에 부착시켜 기능을

유지하는 생체의 한 부분을 재생하여 , 궁극적으로 기능을 가진 새로운 조직을

만들어내는 것이다.1 ) 조직 공학술을 이용하면 소량의 자가 연골을 이용하여

연골을 재생하여 두개안면기형 및 근골격 조직의 결손 및 변형에 이용할 수

있으며, 이는 다른 인공삽입물이나 동종 이식에 따른 부작용을 없앨수 있고,

많은 조직이 요구되는 자가조직의 이식도 가능케 할 수 있다.2 ) 이미 1994년

Brittberg 등은 무릎 연골의 손상 부위에 자가 관절 연골 세포를 배양, 이식

하여 연골 조직의 재생에 성공한 후, 이 수술 방법은 현재 미국이나 유럽의

여러 나라에서 혁신적인 수술법으로 인정받아 점차 널리 보급되고 있다.3 ) 그

러나 두개안면의 기형이나 조직 결손 특히 귀나 코의 조직 결손시에는 조직

고유의 형태를 유지시켜야 하며, 코의 비익은 유리 연골(hyaline cartilage),

귀는 탄성 연골(elastic cartilage)로 이루어져 있어, 조직 특유의 지지력과 탄

력성을 유지시켜 주는 것이 중요하다. 이를 위해서 세포의 배양에 따른 표현

형의 유지와 연골 세포에서 형성되는 세포외 기질 및 조직의 형태를 유지시

켜 주고 배양된 세포들이 부착하여 생체내에서 자랄 수 있는 생체 물질인

중합체(polymer )의 연구가 선행되어 왔다.4 ) - 12 ) 연골에 의해 대치되어야 할

인체의 조직 결손 및 선천성 기형 특히 소이증에 대한 재건술은 점차로 증

가하고 있으며, 그에 대한 연구도 많은 진전을 보았다. 실제로 현재에 사용

되는 연골의 대치 방법은 자가 연골을 주로 사용한다. 그러나, 이는 공여부

의 후유증을 남기며, 소이증의 재건에 주로 사용되는 늑연골은 섬유 연골
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(fibrocartilage)과 유리 연골로써 실제의 이개 연골과는 물리적, 기질적 특성

이 다르며, 필요한 수혜부에 맞추기 위한 크기 및 모양의 조각 또한 쉽지 않

은 단점이 있다. 조직 공학술을 이용하면, 공여부의 손상을 최소화할 수 있

고, 같은 특성의 조직을 얻을 수 있다는 장점이 있다. 물론 조직 공학술을

이루는 범주인 세포 배양, 중합체, 세포 성장 인자 및 세포외 기질, 재생된

조직의 혈류 공급 등에 있어서, 어떤 부분도 확실히 정립된 것은 현재까지는

없다. 세포 배양만 하더라도, 소이증 환자에서의 연골만으로는 원래 정상의

귀 모양을 만들기 위한 세포수의 확보가 어렵다고 하며,13 ) 중합체도 각각의

장단점 등이 발표되면서, 새로운 이상적인 중합체의 연구 또한 의공학 분야

에서 진행 중이다.7 ) - 12 ) ,14 ) - 18 )

사람의 이개 탄성 연골 세포는 생체내에서 외부에 노출되는 순간부터 그

표현형 및 세포외 기질 생성이 시간대에 따른 변화를 보이며, 8주 정도 후에

는 세포가 역분화(dedifferentiation ) 되어 섬유아 세포처럼 변화하며 콜라겐

II 단백질의 발현이 안되어 연골 세포로서의 표현형을 잃게 된다. 결국 원하

는 조직, 연골의 형성이 불가능해진다.6 ) 19 )20 ) 그러므로, 인체 이개 연골 세포

를 조직 공학술로 이용하려는 생화학적, 분자생물학적 연구에 많은 제약이

따른다. 이런 한계를 극복하기 위하여 다양한 인체 연골 세포주(human

chondrocytic cell line)가 개발되어 왔다. 대부분은 연골육종

(chondrosarcoma)에서 분리된 종양 세포주이다.2 1 ) 그 외에는 쥐의 유리 연골

에 v- my c과 v- raf oncogenes을 이식(tr ansfection ) 시켰거나,2 2 )23 ) v- my c 만

을 조류의 배아 연골(embryo chondrocyte)에 전이시킨 세포주가 보고되어

있으며,24 ) large T antigen에 의한 인체 관절 연골세포주(adult human

articular chondrocyte cell line) 등이 있다.25 )26 ) 그렇지만, 지금까지 보고된

연골 세포주는 대부분 유리 연골에서 기원한 것이며, 또는 동물에서 기원한

세포가 대부분이다. 그러므로 두개 안면부의 기형 중 하나인 소이증의 치료

에서나 미용목적으로 사용되는 융비술에 이개의 연골을 사용한다는 것을 고

려할 때, 탄성 연골에 대한 기본 분자생물학적, 생화학적인 자료를 얻기 위
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해서, 또는 세포외기질을 직접 임상에 사용할 수 있는 가능성의 여부에 대한

연구를 위하여, 인체에서 기원한 불멸의 탄성 연골 세포주가 있다면 많은 도

움이 될 것이다.

정상의 세포를 불멸의 세포주로 만드는 방법 중 하나로 retrovius를 vector

로 oncogene을 이식시키는 방법이 있다.2 2 ) Vir al oncogene인 v- my c 은 척추

동물의 cellular gene (c- my c)에 상동하는 구조를 가지며 avian

myelocytomatosis virus에 상주하고, retrovirus 등에 의해 정상세포 핵내의

DNA로 옮겨져 기능을 나타낼수 있다.27 ) - 29 )

본 연구에서는 인체 이개 연골 세포(human adult auricular chondrocyte)

에 murine retrovirus를 vector로 v- my c 유전자를 전이시켜, 연골 세포에

v - my c의 이식을 면역세포화학(immunocytochemistry ) 검사와, v - my c 유전

자에 의해 발현된 Myc 단백질의 발현으로 확인하였다. 또한 연골 세포주의

확립 후, 세포주의 이배가 시간(doubling time) 및 연골 세포의 표현형을 결

정짓는데 가장 중요한 콜라겐 II 단백질의 발현을 조사하였다.

인체 이개 연골 세포주(human adult auricular chondrocyte cell line)가

확립되고, 특성화 작업이 이루어진다고, 이 세포주를 직접 인체에 사용할 수

는 없으리라 생각된다. 그러나, 인체의 탄성 연골에서 기원한 세포주이고, 지

속적으로 콜라겐 II 단백질이 발현되며, 연골의 표현형을 유지한다면, 이개

탄성 연골의 분자 생물학적, 생화학적 자료를 얻기 용이할 것이다. 또한 이

세포주의 증식이 빠르고 세포외기질 생성이 왕성하다면, 생성된 세포외 기질

을 조직 공학술에 scaffold로 사용할 수 있는 가능성을 제시할 수 있을 것으

로 기대된다.4 )5 ) 1 1 )
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Ⅱ. 재료 및 방 법

1. 실험 재료

가 . 인체 이개 연골의 분리 및 배양

인체의 이개 연골은 아주대학교 성형외과에서 융비술을 시행받은 18세 환

자에서 채취된 이개 연골 조직을 사용하였다 . 환자에게는 본인의 조직을 사용

한다는 동의서를 받았다 . 조직은 phosphate - buffered s aline (PBS )에 냉장 보관

하였다가 , 연골막을 제거함으로써, 섬유아세포의 배양을 방지하였다 . 연골은 현

미경하에서 3- 5mm 3의 크기로 잘게 썰고, PBS로 세척한 후 0.25%

collagenase(W orthington Biochemical Corp ., F reehold, N .J ., USA )로 37。c에

서 12시간 가량 처리한 후 , 5% 우혈청과 5% 마혈청이 첨가된 Dulbecco ' s

m odified eagle ' s m edium (DMEM )에 su spension시켰다 . 배양액에는

gent amycin 25mg/ 1L와 amphotericin B 2.5m g/ lL를 포함시켰다 . 세포수와 생

존 여부는 hem ocytom eter와 trypan blue vit al dye를 이용하여 측정하였다 . 세

포들을 100mm petri dish에 옮긴 후 37。c에서 배양하였다 . 세포 배양액은 3,

4일마다 교환하며 , 세포들은 2주마다 주기적으로 trypsin 처리를 하여 계대배

양하였다 .

나 . v - my c을 포함한 r etov ir al v ector

실험에서 사용한 retroviral v ector는 스스로 복제 (r eplication )는 못하지만

세포내로의 감염력을 지니고 있으며 ,2 8 ) 3 0 ) av ian my c (v - m y c) 유전자와

neomycin에 저항력을 보이는 aminoglycoside phosphotr ansferase를 coding하

도록 제작되어졌다 (그림 1.). v - m y c은 세포의 불멸화를 유도할 수 있으며 ,

p - 100 gag - m y c 융합 단백질로 av ian viru s genom e에서 분리한 것이다 .3 1 )
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m y c 유전자는 av ian cellular DNA에 존재하는 MC29(av ian myelocytom atosis

v iru s str ain ) proviru s의 클론 (clone)을 BamHI로 자른 후 , 전체의 m y c 유전자

를 포함하며, gag , env 유전자의 sequence를 일부 포함하는 pBR322a2.3- kilobase(kb)

fragm ent의 subcloning을 통해서 얻었다 .3 2 )

그림 1. Retroviral vector의 모식도 . MLV LT R (murine leukemia viru s long

terminal repeat ), avian m y c(viral m y c gene), SVpro(Simian viru s

prom oter ), NeoR (neomycin resist ant gene), BamHI ; Cla I; BgIII :

r estr iction enzym es

2. 실험 방법

가 . 일차 배양된 연골 세포의 연골 세포주로의 전환 (tr ansform ation )

(1) 이개 연골 세포에 v - m y c 유전자 이식

이개 연골 세포를 일차 배양한 후 , 3- 4주에 걸쳐 증식시키고 , 6 w ell plate

에 70- 80% 정도 세포를 증식시켰다 . 연골 세포내로의 v - m y c 전이가 용이하도

록 diethylaminoethyl (DEAE )- dex tran 25 μg/ ml를 포함한 배양액에 37。C에
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서 1시간 배양하였다 . v - m y c이 포함된 r etroviru s를 생산하는 AM cell line의

배양액으로 2일간 연골 세포를 처리하여 v - my c을 포함하는 r etrov iru s로 감염

시켰다 . 유전자 전이 이후 neomycin an alogue인 geniticin418(G418)이 100μ

g/ ml, 200μg/ ml, 300μg/ ml, 400μg/ ml로 처리된 각각의 배양액내에서 연골

세포를 10일간 배양하여 , 고농도의 G418에 저항력을 보이며 생존하는 세포들

을 선택하였다 .

(2) Myc 단백질의 면역세포화학 검사

v - m y c의 전이로 전환된 연골 세포를 작은 커버슬립에서 배양한 후 4% 파

라포름알데하이드 중에서 5분간 실온에서 고정한 뒤 , PBS로 두 번 씻고 챔버

로 옮겼다 . 비면역 혈청으로 10% 마혈청을 PBS에 100배로 희석하여 커버슬

립에 올려놓고 30분간 실온에서 반응시켰다 . 커버슬립에서 비면역 혈청을 씻어

내지 않고 가볍게 부로팅을 하여 버리고, 1:200 일차 anti- Myc 항체 (S ant a

Cruz Biotechnology , S ant a Cruz, CA , USA )를 올려 놓고 실온에서 24시간 반

응시켰다 . 커버슬립을 PBS로 세 번 5분 간격으로 씻은 후 biotin 표식 인자를

함유한 이차 anti- m ouse Ab (S ant a Cruz Biotechnology , S ant a Cruz, CA ,

USA )를 100 배로 희석하여 30분간 실온에서 반응 시켰다 . 아비딘 액과 페록시

다제 결합 바이오틴액의 혼합액을 커버슬립에 올려놓고 30분간 실온에서 반응

시켰다 . 커버슬립을 PBS로 3번 5분간 씻은 후 DAB (3, 3- diaminobenzidine

tetr ahydroxychloride)반응을 10분간 시행하였다 . 탈수 , 투철 , 퍼마운트 봉입을

한 뒤 , 세포내 v - my c의 이식에 의해 생성된 Myc 단백질의 발현 여부를 면역

세포화학 검사로 확인하였다 .
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(3) Myc 단백질의 w estern immunoblotting 분석

(가 ) 세포질 및 세포막 단백질 분획

연골 세포주가 직경 10cm 용기에 confluent한 상태에서 배양액을 제거하고 ,

PBS로 1회 세척한 후 세포를 수거하였다 . 여기서 얻은 세포들을 4。C, 14,000

rpm에서 5분간 원심 분리하여 상층액을 제거한 후 세포 pellet을 취하였다 .

EBC buffer (120mM N aCl, 0.5% NP - 40, 40mM T ris , pH8.0, 1mM EDT A )를

세포에 가하고 4。C에서 15분간 단백질을 용출해 내고, 원심 분리하여 상층액

을 모았다 . 단백질 양은 Bio- Rad as s ay를 통하여 추출된 단백질의 농도로 계

산하였다 .

(나) 단백질의 전기 영동 및 w estern immunoblotting 분석

실험 조건에 따라 동량 (50 ㎍ )의 단백질을 sodium dodecyl- sulfate (SDS )와

β - m ercaptoethanol이 포함된 5X SDS 전기 영동 완충 용액 (250 mM T ris - Cl

[pH 6.8], 500 mM DT T , 1% SDS , 0.1% bromophenol blue, 30% glycerol)

에 각각 혼합하여 100。C에서 5분간 처리하였다 . 다음 Laemmli의 방법에 따라

12% SDS - poly acrylamide gel에 전기영동 하였다 .3 3 ) 전기 영동이 끝난 gel과

nitrocellulose (NC) m embr ane을 완충 용액 (25 mM T ris - Cl, pH 8.3, 1,4%

glycine, 20% m ethanol)으로 평형시킨 다음 , w estern blot용 cassette에 완충

용액에 적신 dacron sponge와 여과지 2매를 올려 놓고 이 위에 gel을 놓았다 .

다시 그 위에 NC m embr ane을 놓고 여과지와 dacron sponge, cas sette의 순서

로 올려 놓고 w estern blot ch amber로 옮긴 다음, 완충 용액을 cas sette 내의

m embrane이 충분히 잠기도록 채우고 150 mA로 하룻밤 동안 4。C에서 단백

질을 전이하였다 . P onceau S 용액 (Sigm a Biochemical Co., St . Louis ,

Missouri, USA )을 사용하여 NC m embr ane 상에 일차 배양 연골 세포와 연골

세포주의 단백질 전이를 확인하였고 , 단백질이 전이된 NC m embrane의
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immunost aining을 다음과 같이 시행하였다 . NC m embr ane을 5% 탈지 분유가

함유된 T ris - buffered s aline w ith tw een 20(T BST ) 완충용액 (10mM T ris - Cl,

pH 8.0, 150 mM N aCl, 0.05% T w een 20)에 담가 흔들면서 1시간 방치하여 비

특이적 반응을 차단한 후 용액을 버리고, Myc 단백질에 대한 일차 항체 (r abbit

polyclon al antibody ag ain st a recombin ant protein corresponding to amino

acids 1- 262 m apping at the amino terminus of c - Myc of hum an origin ,

S ant a Cruz Biotechnology , S ant a Cruz, CA , USA )를 이천배 희석한 5% 탈지

분유가 함유된 T BST 완충 용액에 4。C에서 18시간 동안 담가 반응시켰다 . 이

m embrane을 15분씩 2회 , 5분씩 3회 T BST 완충 용액으로 세척한 다음 , 다시

T BST 완충용액에 이차 anti- r abbit IgG hor srr adish perox idase conjugated

antibody (S ant a Cruz Biotechnology , S ant a Cruz, CA , USA )를 3,000배 희석한

용액에서 1시간 반응시켰다 . 반응이 끝난 후 다시 위와 같이 세척하고

enh anced chemiluminescence 시약 (Am ersham Life S cience, Litt le Chalfont ,

England, UK )인 용액 1과 용액 2의 1:1 혼합액 2 ml을 membrane 전체에 얹

은 후 1분간 방치하였다 . 혼합액을 제거한 후 m embr ane을 비닐로 싸고

Las - 1,000(F uji, T okyo, J apan )으로 현상하였다 .

나 . 이배가시간 측정 (Grow th r ate ev alu ation )

v - m y c이 전이된 연골 세포주를 계대 배양한 후 6개월 , 7개월 , 8개월에 세

포주를 6- w ell plate에 4×104 cells/ w ell씩 넣고 , 5% 우혈청과 5% 마혈청이

포함된 DMEM 배양액에 배양하였다. 정해진 시간(5일)내에 세포들을 trypsin

처리하여 coulter count를 이용하여 counting하였다 . 일차 배양한 연골 세포

도 같은 방법으로 배양 4주 , 5주 , 6주에 같은 방법으로 시행하였다 .
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Doubling tim e = (t - t 0 )log2 / (logN - logN 0 )

t , t 0 : g iv en time

N : Cell number at t

N 0 : Cell number at t 0

다 . 콜라겐 II 단백질의 발현

(1) 면역세포화학 검사

v - m y c의 전이로 전환된 연골 세포를 작은 커버슬립에서 배양한 후 4%

파라포름알데하이드 중에서 5분간 실온에서 고정한 뒤 , PBS로 두 번 씻고 챔

버로 옮겼다 . 비면역 혈청으로 10% 마혈청을 PBS에 100배로 희석하여 커버

슬립에 올려놓고 30분간 실온에서 반응시켰다 . 커버슬립에서 비면역 혈청을 씻

어내지 않고 가볍게 부로팅을 하여 버리고 , 1:200 m ouse anti- hum an collagen

typeII monoclon al antibody (Chemicon , T em ecula, CA , USA )을 올려 놓고 실

온에서 24시간 반응시켰다 . 커버슬립을 PBS로 세 번 5분 간격으로 씻은 후

biotin 표지 1:100 이차 anti- m ouse Ab (S ant a Cruz Biotechnology , S ant a

Cruz, CA , USA )로 30분간 실온에서 반응 시켰다 . 아비딘 액과 페록시다제 결

합 바이오틴액의 혼합액을 커버슬립에 올려놓고 30분간 실온에서 반응시켰다 .

커버슬립을 PBS로 3번 5분간 씻은 후 DAB 반응을 10분간 시행하였다 . 탈수,

투철 , 퍼마운트 봉입을 한 뒤, 세포내 v - m y c이 이식된 연골 세포주에서 콜라

겐 II 단백질의 발현을 면역세포화학 검사로 확인하였다 .
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(2) 콜라겐 II mRNA의 역전사 중합효소연쇄반응 (RT - PCR ) 검사

(가 ) 연골 세포주로부터 RNA의 분리

연골 세포주가 직경 10cm 용기에 confluent한 상태에서 denaturating

solution (guanidium thiocy anate, 0.75M sodium citr ate〔pH 7.0〕 , 10%

N - lauroylsarkosyl, diethylpyrocarbonate tr eated ddH 2 O) 50ml에 β

- m ercaptoeth anol 350μl로 세포들을 균질화 시키고, phenol로 단백질과 DNA

를 추출해낸 후 , isopropanol을 이용하여 RNA를 침전시켰다 . Eth anol을 이용하

여 세척한 후 RNA pellet을 건조시켰고 , diethylpyrocarbonate (DEP C)를 처리한

탈이온수에 용해하여 260 nm에서 흡광도를 측정 , RNA 양을 정량하였다 .3 4 )

(    ) 역전사 - 중합효소연쇄반응 (RT - P CR ) 검사

역전사는 t emplate RNA 1㎍ , r andom hex am er 1㎕, RNase- free w ater로

10㎕로 만들어 70。C에서 5분간 숙성시켰다 . 실온이 되면 얼음 용기에서

r ever se tr anscription (RT ) reaction buffer (5X) 4㎕, deoxynucleotide

trophosph ate (10mM each ) 2㎕, AMV rever se tr an script ase 1.5㎕ (15U ),

RNase- free w ater 2.5㎕를 첨가하여 최종 20㎕를 만들어 42。C에서 60분간 숙

성한 후 94。C에서 5분간 처리하여 생성된 cDNA를 4。C에 보관하였다 . PCR

은 5㎕의 cDNA , 0.2㎕ T aq polym er ase (5U/ λ ), 4㎕ dNT P (2.5mM each ), 5㎕

10X RT buffer , 4㎕ M g 2 + (25mM )에 각각의 prim er (20pmol/ λ ) 1㎕ 씩을 넣어

50㎕ PCR 반응 용액으로 P CR을 시행하였다 . 본 실험에서 사용한 PCR prim er

는 GenoT ech (〔주〕제노텍 , Seoul, Korea)에 의뢰하여 제작하였고, 콜라겐 II

primer의 염기 서열은 다음과 같으며 base pair는 218이었다 . 대조군으로 사용

한 콜라겐 I primer의 염기 서열은 아래와 같으며 base pair는 217이었고 , 섬유

아 세포와 일차 배양 후 3주 , 6주된 각각의 사람 이개 연골 세포의 RT - P CR을

시행하였다 .
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Hum an collagen type II :

F orw ard prim er 5 ' GCAT CGACAT GT CCGCCT T T GC 3 '

Rev er se primer 5 ' GGCAGA GT T T CAGGT CT CT GC 3 '

Hum an collagen type I :

F orw ard prim er 5 ' CCCCT GGAT T GGCT GGA C 3 '

Rev er se primer 5 ' GGGA CCAGCA GGA CCAGT CT 3 '

P CR의 조건은 35 cycle 이상 시행하였고 , annealing temper ature는 55

。C로 하였다 .

(3) 콜라겐 II 단백질의 w estern immunoblotting 분석

(가) 세포질 및 세포막 단백질 분획

연골 세포주가 10cm 용기에 confluent한 상태에서 배양액을 제거하고 , PBS

로 1회 세척한 후 세포를 수거하였다 . 여기서 얻은 세포들을 4。C, 14,000 rpm

에서 5분간 원심 분리하여 상층액을 제거한 후 세포 pellet을 취하였다 . EBC

buffer (120mM N aCl, 0.5% NP - 40, 40mM T ris , pH8.0, 1mM EDT A )를 세포에

가하고 4。C에서 15분간 단백질을 용출해 내고, 원심 분리하여 상층액을 모았

다 . 단백질 양은 Bio- Rad ass ay를 통하여 추출된 단백질의 농도로 계산하였다 .

(나) 단백질의 전기 영동 및 w estern immunoblotting 분석

실험 조건에 따라 일차 배양한 연골 세포 , 연골 세포주, 섬유아 세포로부터

기원한 동량 (50 ㎍ )의 단백질을 SDS와 β- m ercaptoeth anol이 포함된 5X SDS

전기 영동 완충 용액 (250 mM T ris - Cl, pH 6.8, 500 mM DT T , 1% SDS ,
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0.1% brom ophenol blue, 30% glycerol)에 각각 혼합하여 100。C에서 5분간 처

리하였다 . 다음 Laemmli의 방법에 따라 12% SDS - poly acrylamide gel에 전기

영동 하였다 .3 3 ) 전기 영동이 끝난 gel과 nitrocellulose (NC) m embr ane을 완충

용액 (25 mM T ris - Cl, pH 8.3, 1,4% glycine, 20% m ethanol)으로 평형시킨 다

음 , w estern blot용 cas sette에 완충 용액으로 적신 dacron sponge와 여과지 2

매를 올려 놓고 이 위에 gel을 놓았다 . 다시 그 위에 NC m embrane을 놓고 여

과지와 dacron sponge, cassette의 순서로 올려 놓고 w estern blot ch amber로

옮긴 다음, 완충 용액을 cassette 내의 m embr ane이 충분히 잠기도록 채우고

150 mA로 하룻밤 동안 4。C에서 각각의 단백질을 전이하였다 .

P onceau S 용액 (Sigm a Biochemical Co., S t . Louis , Mis souri, USA )을 사

용하여 NC m embrane 상에 일차 배양한 연골 세포 , 연골 세포주 , 섬유아 세포

로부터 기원한 단백질 전이를 확인하였고, 단백질이 전이된 NC membrane의

immunost aining을 다음과 같이 시행하였다 . NC m embr ane을 5% 탈지 분유가

함유된 T BST 완충용액 (10mM T ris - Cl, pH 8.0, 150 mM N aCl, 0.05% T w een

20)에 담가 흔들면서 1시간 방치하여 비특이적 반응을 차단한 후 용액을 버리

고 , 인체 콜라겐 II에 대한 일차 항체 (r abbit anti- hum an collagen type II

polyclon al antibody , AB761; Chemicon , T em ecula, CA , USA )를 이천배 희석

한 5% 탈지 분유가 함유된 T BST 완충 용액에 4。C에서 18시간 동안 담가

반응시켰다 . 이 membrane을 15분씩 2회, 5분씩 3회 T BST 완충 용액으로 세

척한 다음, 다시 T BST 완충용액에 이차 anti- r abbit IgG horseradish

peroxidase conjugated antibody (S ant a Cruz Biotechnology , S ant a Cruz, CA ,

USA )를 3,000배 희석한 용액에서 1시간 반응시켰다 . 반응이 끝난 후 다시 위

와 같이 세척하고 enhanced chemiluminescence 시약 (Am er sham Life S cience,

Litt le Chalfont , England, UK )인 용액 1과 용액 2의 1:1 혼합액 2 ml을

m embrane 전체에 얹은 후 1분간 방치하였다 . 혼합액을 제거한 후 m embr ane

을 비닐로 싸고 Las - 1,000(F uji, T okyo, J apan )으로 현상하였다 .
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I I I . 결 과

1. 인체 이개 연골 세포의 배양

일차 배양된 인체 이개 연골 세포는 계대 배양 6주에 대부분이 형태학적

으로 비교적 끝이 날카로운 spindle 모양를 지녔으며 , 배양 조건 및 시간에

따라 형태는 일정하지 않았다 (그림 2.).

그림 2. 일차 배양한 연골 세포 . a는 일차 배양 2주에 사람 이개 연골 세포로

써 연골 조직으로부터 세포의 이동을 관찰할 수있었으며, b는 일차 배

양 6주에 사람 이개 연골 세포로써 방사형 모양이 비교적 균일한 것

을 관찰할 수있었다 .

2. 일차 배양된 연골 세포의 전환 (tr an sform at ion )

가 . 이개 연골 세포에 v - m y c 유전자 이식 및 이식된 세포의 선택

G418에 의한 세포 선택은 10일에 걸쳐 이루어졌으며 , 최종 세포 선택 농도

a. b .
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는 220 ㎍/ ㎕였다 . G418이 100 ㎍/ ㎕에서부터 , 세포가 죽기 시작해서 240 ㎍/

㎕에서는 모든 세포가 사멸하였다 . v - my c 유전자가 이식되지 않고 일차 배양

연골 세포인 대조군은 G418를 투여하지 않은 상태에서 10일 간에 걸쳐 별다른

변화없이 생존하였다 . G418에 의하여 v - m y c 유전자가 이식되지 않은 연골

세포는 사멸하였고 , v - m y c 유전자가 이식되어 생존한 세포들은 배양 10일에

계대 배양하였고, 13일에 선택된 세포의 클론 (clone)을 관찰하였다 (그림 3.).

그림 3. G418에 의한 v - my c 유전자가 이식된 연골 세포의 선택. a는 일차 배양된

연골 세포로 G418에 노출되지 않고 모든 세포가 생존해있으며, b는 세포

선택 8일째로 G418에 내성이 있는 세포만이 생존한 상태이며, c는 G418

에 노출시킨 후 10일째부터 일반배지로 교체한 후 13일째 선택된 세포에

의해 클론이 형성된 것을 보여준다.

c.

b .a .
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나 . Myc 단백질의 면역세포화학 검사

v - m y c 유전자의 이식 후 형성된 세포주에 v - my c에 의해 생성된 Myc 단

백질에 대한 면역세포화학 검사를 통해 모든 세포에서 Myc 단백질의 존재를

확인할 수 있었고 , 대조군인 일차 배양한 연골 세포에서는 Myc 단백질의 발현

이 관찰되지 않았다 (그림 4.).

그림 4. Myc 단백질에 대한 면역화학검사 . a와 b는 v - m y c 유전자 이식된 연

골 세포주로 Myc 단백질이 모든 세포에 강하게 발현되는 것을 보여주

며, c는 대조군으로 일차 배양된 연골세포이며 , Myc 단백질의 발현이

나타나지 않았다 (a . x50, b . x 200, c. x50).

b. c.a .
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다 . Myc 단백질의 w estern immunoblotting 분석

v - m y c 유전자가 이식된 연골세포주에서는 80kDa에서 Myc 단백질이 발현

되었으나 , 일차 배양한 연골세포에서는 발현되지 않았다 (그림 5.).

그림 5. My c 단백질의 w est ern imm un oblot tin g 분석. a : 일차 배양한 연골세포, b :

v - my c 유전자가 이식된 연골세포주

3. v - m y c 유전자가 이식된 세포주의 이배가시간 (doubling tim e)

v - m y c 유전자가 이식된 세포주의 이배가시간 (doubling tim e)은 v - m y c 유전

자 이식 후 6개월된 세포주에서 42시간, 7개월된 세포주에서 46시간 , 8개월된

세포주에서 42시간 이었고 , 일차 배양된 연골 세포는 이배가시간이 4주된 연골

세포에서 170시간 , 5주된 연골세포에서 198시간 , 6주된 연골세포에서 180시간

이었다 .
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4. v - my c 유전자가 이식된 세포주에서 콜라겐 II 단백질의 발현

가 . 콜라겐 II의 면역세포화학염색

v - m y c 유전자가 이식된 세포주의 콜라겐 II의 면역세포화학염색 검사에서

세포주는 미약한 양성 반응을 보였다 (그림 6.).

그림 6. v - my c 유전자가 이식된 연골세포주에서 콜라겐 II 단백질에 대한 면역화학

검사. v - myc 유전자가 이식된 연골세포주에서 콜라겐 II 단백질에 대한 면

역화학검사에서 콜라겐 II 단백질이 약하게 발현되었다( x 200).
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나 . 콜라겐 II mRNA의 역전사 - 중합효소연쇄반응 (RT - P CR ) 검사

연골 세포의 특성을 규명할 수 있는 콜라겐 II mRNA는 사람이개 연골세포

에서 v - m y c 유전자가 이식된 후 8개월에도 218bp에서 발현되었으며 , 일차 배

양 후 3주된 사람이개 연골세포에서도 콜라겐 II mRNA의 발현이 확인되었다 .

v - m y c 유전자가 이식된 후 8개월된 사람이개 연골세포는 콜라겐 I의 mRNA

의 발현은 없었다 (그림 7.).

그림 7. v - my c 유전자가 이식된 연골 세포주에서 콜라겐 II mRNA의 발현 . a

는 v - m y c 유전자가 이식된 후 8개월 된 사람이개 연골세포주 , b는 섬

유아세포로 콜라겐 I mRNA는 섬유아 세포에서만 237bp에서 발현되고

있다 . c는 v - my c 유전자가 이식된 후 8개월 된 사람이개 연골세포주로

대조군 d는 일차 배양 후 3주된 사람이개 연골세포에서와 같이 218bp

에서 콜라겐 II mRNA의 존재를 확인 할 수 있었다 . e는 일차 배양 후

15주된 사람이개 연골세포이며 , f는 섬유아세포로 콜라겐 II mRNA의

발현은 없었으며 , prim er dim er에 의한 band만 나타났다 .
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다 . 콜라겐 II의 w estern immunoblotting 분석

v - m y c 유전자가 이식된 후 8개월 된 사람이개 연골세포주에서 175 kDa의

콜라겐 II 단백질의 발현을 관찰할 수 있었다 . 일차 배양 후 3주된 사람이개

연골세포와 연골 조직에서도 같은 크기의 콜라겐 II 단백질이 발현됨을 확인

할 수 있었다 (그림 8.).

그림 8. v - my c 유전자가 이식된 연골 세포주에서 콜라겐 II 단백질의 발현 . a

는 사람이개 연골조직으로 175 kDa에서 콜라겐 II 단백질의 발현이 뚜

렷하였으며 , b는 섬유아세포로 콜라겐 II 단백질의 발현이 없었다 . c는

일차 배양 후 3주된 사람이개 연골세포로 콜라겐 II 단백질의 발현이

175 kDa에서 나타났으며 ,d는 v - m y c 유전자가 이식된 후 8개월 된 사

람이개 연골세포주로 a,d에서와 같이 콜라겐 II 단백질의 존재를 확인

할 수 있었다 .
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Ⅳ . 고 찰

현재까지 연골 조직의 조직공학술에 의한 재건에 관한 연구는 (1)연골 세포

만을 사용하거나 적합한 생체물질을 같이 사용하는 방법2 ) 3 ) ,7 ) - 1 0 ) (2)연골 세포로

의 분화가 가능한 골수간 세포 (m arrow derived strom al cells ), 골막 세포, 연

골막 세포에 의한 방법3 5 ) - 4 0 ) (3)생체물질만을 사용하거나 성장인자를 같이 사용

하는 방법3 9 ) (4)세포를 통한 유전자 이식을 통하여 조직의 재생을 유도하거나 ,

유전자를 변형한 연골 세포를 이용하는 방법2 1 ) - 2 6 ) ,3 9 ) 등이다 . 결국 충분한 세포

수와 이 세포들이 기능적인 세포외기질을 형성하여 연골로의 기능을 유지하는

것이 필수적이며, 이런 연골 조직은 충분히 분화된 연골 세포 (fully

differentiated chondrocytes ), 중간엽 줄기세포 (mesenchym al stem cell), 유전자

변형세포 (gene tran sduced cells ) 등으로 가능하다 .

Quetela등은 연골 세포를 일차 배양하여 tr an sforming growth factor - β와

basic fibroblast grow th factor를 투여함으로써 연골 세포의 증식 및 분화를

조사한 결과 증식력이 상기 요소들을 첨가했을 때 이배 정도 증가된 결과를

보였다 .4 1 ) 그러나, 일차 배양된 이개 연골 세포의 이배가 시간은 빠르게 했지만

세포의 표현형을 계속적으로 유지시키는데는 역시 시간적인 한계가 있었

다 .13 ) 2 2 )4 1 ) 4 2 ) 반면 v - my c에 의해 형성된 이개 연골 세포주는 일차 배양된 연골

세포보다 네 배가 빠른 이배가 시간을 보였으며 , 성장 인자를 첨가한 일차 배

양 세포보다도 이배 가량 빠른 결과를 나타내는 것이다 . 또한 지속적으로 콜라

겐 II 단백질을 분비함으로써 연골 세포로의 표현형을 본 실험에서는 8개월까

지도 유지한 결과를 나타냈다 .

본 실험에서 연골 세포를 일차 배양하였을 때 , 세포의 형태는 spindle 모양

및 상피 세포와 같은 모양을 나타냈으며 (그림 3), v - m y c 유전자가 이식된 후

에도 연골 세포주는 균일하고 일차 배양한 세포와 같은 형태를 유지했다 (그림

4,5). Rodriguez 등에 의하면 분화가 완료된 일차 배양 연골 세포의 세포 형태
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는 균일하고 fibroblast와 형태가 유사하다는 것은 본 실험 결과와 일치한다 .2 2 )

그러나, Gionti등은 조류의 배아에서 연골 세포로 분화하는 lineage의 세포를

일차 배양하였을 때 , 상피 세포 형태 뿐만 아니라 배양액에 부유하는 연골 세

포군을 확인하였으며, 이는 줄기 세포의 한 분화 과정에서 얻은 세포군들의 배

양 결과로 설명했다 .2 4 ) 또한 Gionti등은 조류의 배아에서 얻은 연골 세포들 중

상피 세포모양의 연골세포에 avian myelocytom atosis viru s로 v - m y c 유전자를

이식하여 세포주를 만들었으며, 이는 본 실험 결과와 같이 v - m y c유전자 이식

전후에 세포 모양을 일정히 유지했으며, 생성된 연골 세포주를 일년 육개월까

지 추적하여 표현형을 조사한 결과 콜라겐 II 단백질을 지속적으로 발현하였

고 , proteoglycan과같은 세포외 기질도 지속적으로 분비했고 , 이배가 시간도 19

시간에서 20시간이었다 .2 4 ) 이배가 시간은 같은 유전자를 사용하여 인체 연골

세포주를 만든 본 실험 결과에서보다도 두배나 빠른 양상을 보였다 . 이는 일차

배양 세포의 기원에 있어 배아세포와 조직으로 분화된 연골 세포의 차이점에

기인한 것으로 생각되어진다 . 왜냐하면 Villa등에 의해 신경 줄기 세포에

v - m y c 유전자를 이식하여 신경 줄기 세포주의 이배가 시간은 40시간인 점을

고려해 볼 때 , v - m y c 유전자가 세포내에 이식되어 세포의 증식 및 분화에 관

여하지만 유전자의 이식 당시 세포의 분화 시기 및 세포의 나이가 이배가 시

간을 결정한다는 Land 등의 결과와 상응하는 결과로 생각되어진다 .4 3 )

조직 공학술의 궁극적인 목표라면, 소이증에서와 같이 적은 연골 조직으로

큰 조직을 만들 고자하는 것이다 . 이를 위해 본 실험에서는 표현형을 유지하는

일차 배양 연골 세포를 계속 빠른 증식이 가능하고 표현형 유지가 되는 연골

세포주를 만들기 위해 v - m y c 유전자 이식의 방법을 선택했다 . v - m y c 유전자

는 av ian acute leukemia v iru s로부터 최초 발견되었으며, m y c은

m y elocytom atosis에서 유래한 이름이다 . 포유류에 상존하는 c- myc은 세포핵

내에 존재하며 , m y c 유전자군에 의해 발현되는 Myc 단백질도 주로 핵내에 존

재한다고한다 . 그러나 이번 실험에서 나타난 연골 세포주는 세포핵보다는 세포

질에 Myc 단백질의 발현이 뚜렷함을 나타냈다 . 이는 세포가 고정될 때의 세포

내 상태가 어떠했냐에 따라 다를수 있다고 생각하며, 같은 v - m y c 유전자가
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이식된 신경 줄기 세포주라 하더라도 , 면역화학세포 검사에서 핵내 또는 세포

질에 염색이 진하게 보일 수 있다고 한다 . 본 실험에서 Myc 단백질의 w estern

immunoblotting 검사에서는 핵과 세포질의 분획 없이 조사한 것이라 , Myc 단

백질의 핵과 세포질 내에서의 정량적인 차이점은 밝힐 수 없었지만, 추후 연구

를 진행해 보아야 할 부분으로 생각한다 . 면역화학검사도 세포주가 본 실험에

서와 같이 confluent한 경우가 아니고, 증식이 활발한 시기에 염색 시기를 택하

여 결과를 비교해 본다면 이번 실험 결과와 다른 양상을 나타낼 수도 있다고

생각된다 .2 7 ) - 3 1 )

현재까지 보고된 연골 세포주로 연골육종 (chondrosarcom a)에서 분리된 종양

세포주는 암세포로서, 세포 형태는 연골 세포의 모양을 유지하지만 , 세포간의

cont act inhibition이 상실됨으로써 , 배양하면서 세포들이 confluent해지면, 증식

력이 떨어지면서 종괴 (nodule )를 형성한다고한다 . 이 종괴에서 콜라겐 II 단백

질을 발현하며, 생체내에서는 연골육종을 다시 형성하며, 이는 유리 연골에서

기원한 것으로 이개 탄성 연골과의 차이점이 있다고 하겠다 .3 5 )

Horton 등이 쥐의 유리 연골에 υ - m y c과 v - raf oncogenes을 이식한 경우는

세포주의 세포 형태도 다변형 (polygon al) 형태였으며 , 콜라겐 Ⅱ 단백질의 발현

이 없었고, 콜라겐 Ⅱ mRNA 발현도 미미하였다 . 그 외에 link - protein ,

proteoglycan 등과 같은 연골 세포외 기질의 발현은 왕성한 것으로 나타났으

나 , 연골 세포의 표현형은 유지하지 못하는 것이었다 . 2 2 ) 2 3 )

M at ag aw a의 large T antigen에 의한 tr ansgenic m ouse에서 기원한 관절 유

리 연골 세포주는 배양 온도 조건에 따라 분화와 증식이 유도되며, 연골 세포

의 표현형도 잘 유지된다고 한다 . 그러나, large T antigen의 연골 세포내 이식

이 용이치 않고 , 연골 세포의 콜라겐 X을 주로 분비함으로써 관절 연골의 노

화 연구에 주로 이용되고 있다 .19 ) 2 4 ) 본 연구에서 목적하는 이개 탄성 연골의

빠른 증식을 유도하는데는 υ - m y c 유전자가 적합하였던 것으로 생각되며 ,

r etrov ir al v ector는 양 끝에 murine leukemia v iru s long repeat terminal(MLV

LRT )을 가짐으로써 포유류 세포의 관통이 강력하다는 장점이 있었다 .2 0 ) 3 0 )

Land 등에 의하면 , υ - m y c 유전자가 oncogene이긴하지만 , 섬유아 세포를 종
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양 세포로 발전시키려면 ras 유전자가 동시에 같이 작용하여야 하며, m y c 유

전자 단독으로는 암을 유발할 수 없다고 보고하였다 .4 3 ) 이런 결과만으로 υ

- m y c 유전자의 이식에 의해 생성된 연골 세포주를 직접 인체에 사용하는 것

은 불가능할 것으로 생각된다 . 향후 v - m y c으로 확립된 연골 세포주를 동물에

주입하여 , m y c 유전자의 발현 여부 및 암조직으로의 전환 여부도 확인해야할

것으로 생각한다 .

끝없이 빨리 증식하면서 연골 세포로써 표현형을 유지하는 사람의 이개 연

골 세포주를 이용하여 , 생성된 세포외기질을 연골 조직공학술의 scaffold로 사

용할 수 있을 것으로 생각되며,4 4 ) - 4 8 ) 연골 세포주에 대한 elastin , aggrecan ,

link - protein과 같은 세포외기질의 특성화 작업을 진행하면서, 삼차원 배양 혹

은 생체내에서 연골 조직의 재생이 가능해진다면 , 생성된 연골 조직의 동결 건

조 (lyophilization )와 γ - irr adiation 등의 처치 후, 조직 대치물로 인체에 사용

가능하리라 생각한다 .
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Ⅴ . 결 론

인체 이개 연골 세포에 r etrov iru s v ector로 υ - m y c 유전자를 이식하여 생성

된 연골 세포주를 확립하고, 이 세포주가 연골 세포로써의 표현형을 유지하는

지 알기 위해 콜라겐 Ⅱ mRNA와 콜라겐 Ⅱ 단백질의 발현 여부 및 이배가

시간을 일차 배양 세포와 비교하여 보았다 .

1. υ - m y c 유전자가 이식된 연골 세포주는 면역세포화학 검사상 Myc 단백질

이 모든 υ - my c 유전자 이식 세포에서 양성반응을 보였으며, w estern

immunoblotting 검사에서는 Myc 단백질이 80kDa에서 발현되어 , υ - m y c 유전

자의 연골 세포내 이식을 확인할 수 있었다 .

2. υ - m y c 유전자가 이식된 연골 세포주는 일차 배양 연골 세포보다 4배 가량

빠른 이배가 시간을 나타냈다 .

3. 대조군으로 일차 배양 연골 세포는 배양 15주에 콜라겐Ⅱ mRNA와 콜라겐

Ⅱ 단백질의 발현이 관찰되지 않았지만 , υ - my c 유전자가 이식된 연골 세포주

는 배양 8개월까지도 콜라겐 Ⅱ mRNA와 콜라겐 Ⅱ단백질의 발현이 확인되었

다 .

이상의 실험결과로 , 인체 이개 연골 세포에 υ - m y c 유전자를 이식하여 Myc

단백질을 발현하며, 연골 세포의 표현형인 콜라겐 Ⅱ mRNA와 콜라겐 Ⅱ 단백

질의 발현을 배양 8개월까지 지속하며 , 이배가 시간도 항진된 인체 이개 연골

세포주를 확립하였다 .
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Abs t r ac t s

Est abl i shment and Char act er i zat i on of Human Adul t Aur i cul ar

Chondr ocyt e Cel l Li ne Usi ng Ret r ovi r us Vect or Medi at ed v -myc Tr ansf er

Jai ho Chung

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

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

(Di r ect ed by Pr ofessor Beyoung Yun Par k )

Ti ssue engi neer i ng i s t he pr ocess of cr eat i ng funct i ona l bi ol ogi c

pr ot heses by suspendi ng di ssoc i at ed ce l l s i nt o bi odegr adabl e pol ymer

sca f fol ds , whi ch ul t i mat e l y l eads t o new t i ssue for mat i on. The goa l of

t i s sue engi neer i ng can be vi ewed fr om t wo per spect i ves dependi ng on t he

t ype of t i s sue i nvol ved. In t he s t r uct ur a l t i s sue , t i s sue r egener at i on

r emai ns t he pr i mar y goa l wher eas , i n t he funct i ona l t i s sue , or gan

subs t i t ut i on fr om al l ogeni c or xenogeni c ce l l s r emai ns t he ul t i mat e

obj ect i ve . The t hr ee mai n t echni ca l fact or s i nvol ved i n t i ssue

engi neer i ng ar e : ( 1) ce l l t echnol ogy (2 ) cons t r uct t echnol ogy(sca f fol d )

(3 ) i nt egr at i on i nt o l i vi ng sys t ems ( i mmune accept ance ). The success ful

use of t i s sue engi neer i ng t echni ques t o for m new car t i l age fr om a smal l

number of aut ol ogous chondr ocyt es wi l l a l l ow t he r econs t r uct i on of

cr ani ofac i a l and ot her muscul oske l et a l t i s sue de for mi t i es , wi t hout t he

compl i cat i ons assoc i at ed wi t h pr os t het i c mat er i a l s , a l l ogr a f t s , or l ar ge

aut ogr a f t s . I know fr om pr i mar y cul t ur e s t udi es of car t i l age t hat

cul t ur ed chondr ocyt es mai nt a i n t he ce l l ul ar phenot ype upt o onl y 8 weeks

i n cul t ur e , pr oduc i ng col l agen t ype Ⅱ. Col l agen t ype Ⅱ i s not onl y a

mar ker of di f fer ent i at ed chondr ocyt es but a l so a pr er egui s i t e for a
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mechani ca l l y funct i ona l col l agen net wor k.

The pur pose of t hese s t udi es was es t abl i shment of human aur i cul ar

chondr ocyt e ce l l l i ne us i ng r et r ovi r us medi at ed v -myc t r ans fer and

char act er i zat i on of human aur i cul ar chondr ocyt e ce l l l i ne by t ype Ⅱ

col l agen mRNA expr ess i on us i ng RT-PCR and col l agen t ype Ⅱ expr ess i on by

wes t er n i mmunobl ot t i ng t o pr ove t he mai nt enance of per s i s t ent chondr ocyt e

phenot ype . Al so, I eva l uat ed t he gr owt h r at e of chondr ocyt e ce l l l i ne t o

measur e t he ce l l ul ar pr ol i fer at i ve pot ency.

I have es t abl i shed t he human aur i cul ar chondr ocyt e ce l l l i ne i nt egr at ed

v -myc and conf i r med by v -myc t r ansduced Myc pr ot e i n expr ess i on by

i mmunocyt ochemi s t r y and i mmunobl ot t i ng s t udy. Al so, gr owt h r at e of

es t abl i shed human aur i cul ar chondr ocyt e ce l l l i ne i ncr eased 4 fol ds t i mes

fas t er t han pr i mar i l y cul t ur ed human aur i cul ar chondr ocyt e . The

es t abl i shed human aur i cul ar chondr ocyt e had t ype Ⅱ col l agen mRNA and

col l agen t ype Ⅱ expr ess i on upt o 8 mont hs i n cul t ur e , so t hat means

mai nt enance of chondr ocyt e phenot ype .

I have es t abl i shed i mmor t a l i zed human chondr ocyt e ce l l l i ne us i ng

r et r ovi r a l vect or medi at ed v -myc t r ans fer and conf i r med t hat ce l l l i ne

mai nt a i ned ce l l ul ar phenot ype a f t er 8 week upt o 8 mont hs i n cul t ur e . By

t hi s ce l l l i nes , I hope t o make human ext r ace l l ul ar mat r i x pol ymer as

sca f fol ds .

Key wor ds : t i s sue engi neer i ng, chondr ocyt e , col l agen t ype Ⅱ, ce l l uar

phenot ype ,   ext r ace l l ul ar mat r i x, v -myc , r e t r ovi r a l  vector
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