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Purpose: Major drawbacks of conventional bone

marrow stromal cells (BSCs) transplantation method are

mainly caused by direct transplanted cell to host cell inter-

actions. We hypothesized that separation of the trans-

planted cells by a microporous membrane might inhibit

most of the potential adverse effects and induce superior

effect. The purpose of the study is to determine the optimal

condition of the microporous membrane.

Methods: First, BSCs were placed in polyethylene

terephthalate (PET) transwell inserts with 3, 8, or 12 mμ

pore size, and cultured in 24 well culture plates. After 5

days, bottoms of the plates were observed for presence of

attached BSCs in monolayer and cell numbers were

evaluated. Second, BSCs were placed PET, polycar-

bonate (PCT), and mixed cellulose esters (MCE) transwell

inserts with 3 and 8 m pore size, and cultured in 24 wellμ

culture plates. After 3 days, the supernatants of the media

left in culture plate were analyzed for collagen, vascular

endothelial growth factor (VEGF), platelet derived growth

factor BB (PDGF-BB), and basic fibroblast growth factor

(bFGF). Third, BSCs were placed in 15% and 70% of the

PET membrane with 3 m pore size. All the experimentalμ

conditions and methods were same as the second study.

Results: The optimal pore sizes to prevent BSC

leakage were 3 m and 8μ m. The amounts of type Iμ

collagen and three growth factors tested did not show

significant differences among PET, PCT, andMCE groups.

However, the collagen, VEGF, and bFGF levels were much

higher in the high (70%) density group than in the low

(15%) density group.

Conclusion: This study revealed that the optimal pore

size of membrane to prevent direct BSC to recipient cell

contact is in between 3 m and 8μ m. Membrane materialsμ

and pore sizes do not influence the collagen and growth

factor passage through the membrane. The most striking

factor for collagen and growth factor transport is pore

density of the membrane.
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최근에는 창상치유분야에서도 세포치료법이 도입되어

실제환자에게도적용되고있으며특히당뇨족등만성창상

을 가진 환자의 궤양 부위에 창상치유능이 뛰어난 소아나

젊은사람의섬유아세포를 직접이식함으로써 창상치유속

도를증가시키거나자연치유가불가능했던창상을치유시

키는 목적으로 사용되고 있다.1-3 세포이식 방법은 이식된

세포가생존하는동안에는계속적으로여러필요한성장인

자들을생물학적으로최적의상태로분비조절하고환자자

신의세포의이동이나분열에적합하도록세포외기질을합

성함으로써종합적으로창상환경을개선해줄수있는방법

이라할수있으며특히만성창상치유에있어가장중요한

성장인자로알려져있는혈관내피성장인자 도공급(VEGF)

해 줄 수 있다는 것도 큰 장점이라 하겠다.1-3

본 교실에서는 골수기질세포를 이용한 동종배양세포치

료제개발을최종목표로하여연구를진행해오고있으며지

난 in vitro 및 in vivo연구를통하여창상치유에있어섬유아

세포에비하여골수기질세포의우수성을규명한바있다.4,5

그러나 골수기질세포를 이용한 동종세포이식 치료법이

안전하고 경제적이며 효과적인방법으로서임상적으로상

용화되기위해서는해결되어야할과제들이적지않다 이.

식된세포의추적이불가능하며이식후창상부위의만족스

럽지못한환경에서세포의성장인자나세포외기질의분비

기능이 어느 정도 유지되는지 알 수 없다 또한 이식 받은.

창상치유목적의 골수기질세포 동종이식을 위한 고분자막의 조건
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환자의면역세포에의해결국은이식된세포가파괴될것이

므로지속적인세포이식의효과를기대하기는어렵다 기존.

의세포이식치료시통상적으로 주내외의간격으로새로1

운세포를이식하게되므로전체적인치료비용도고식적인

방법에비해훨씬높으며이식된동종세포의생착도완전히

배제할 수없다 특히골수기질세포에다량포함되어있는.

간엽줄기세포의경우는수혜환자에게생착될 경우세포의

분화나종양형성등을일으킬가능성이있으므로이를예방

하는것이중요하다 이식된동종세포와수혜환자의세포나.

세포외기질과의접촉에의한상호신호전달 이로인한이식,

세포의 이동 등 창상치유 촉진이라는 원래의 목적 이외에

원하지 않는 방향의 부작용이 발생할 수 있다.

따라서저자들은창상치료시이러한골수기질세포를이

용한동종세포이식 방법의 문제점을최소화하고자세포치

료시이식되는세포들이수혜부의세포들과직접적으로접

촉하지못하도록이식되는세포들을일정한세공이있는고

분자막으로 포장하는 방법을 고안 하고자 하였다.

본연구의목적은이러한고분자막포장의장점을최대한

살릴수있는고분자막의조건을 찾는 것이다 고분자막의.

세공크기 재질 그리고 세공의 밀도에 따른 세포외기질과, ,

성장인자의투과정도를비교하여 가장 적절한 고분자막의

종류를 정하고자 하였다.

가 골수기질세포의 분리 및 배양.

수부외상으로인하여부분적인결손을동반한수지골골

절이발생하여골수기질세포이식을이용한수지골재건을

시행한 명의남자환자에서잉여골수기질세포를이용하여6

성체골수기질세포를추출하였다 환자들의나이는 세에. 20

서 세사이였으며외상이외에는건강한상태였다 본연47 .

구는기관윤리위원회 의심사(Institutional Review Board)

를통과하였으며연구에잉여조직을기증한환자들모두충

분한 설명을 듣고 기꺼이 연구참여에 동의하였다.

환자의후장골부위에서골수를채취하였다 주사기를이.

용하여 20 의골수를뽑은후바로mL 5,000 의헤파린과IU

혼합하여혈액응고를 예방하였다 골수를. 50 원심분리mL

튜브에옮긴후 밀도의1.077 Ficoll-Paque density gradient

solution (Ficoll-Paque, Amersham Biotech, Stockholm,

을 첨가하고 실온에서Sweden) 2,500 × 로 분간 원심분g 30

리하였다 분리된골수중줄기세포가포함된층인단핵구.

층을 취하여 50 과g/mL gentamycin 10% fetal bovineμ

serum 를 포함한(FBS; GIBCO, Grand island, NY, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture

F-12 (DMEM/F-12; GIBCO, Grand island, NY, USA) 10

를 사용하여 배양을 시작하였고 모든 배양과정에서mL

gentamycin 50 g/mL, 5% COμ 2 습도가유지되도록, 100%

하였으며 일마다배양액을교환하였다 충분한양이배, 2~3 .

양되면 으로세포들을유리하였고유리된세trypsinization

포들은 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS;

로 배희석한후 분GIBCO, Grand island, NY, USA) 2.7 17

동안 450 × 의 속도로 원심침전법을 시행하여 모집한 후g

이를다시 로두번세척하고재부유시킨후추출하였DPBS

다 이렇게 추출된 세포는 회 계대배양하여 본 실험에. 3~4

사용하였다.

골수기질세포의순도는 flow cytometer (Coulter EPICS

로 확인하였다XL, Beckman Coulter, CA, USA) .

나 고분자막내 세포의 유출예방을 위한 세공크기 연구.

먼저고분자막내의세포들이바깥으로유출되지않는고

분자막세공의적절한크기를결정하기위한실험을시행하

였다 실험에 사용한 고분자막은 세포 공동배양을 위한.

로써상품화되어널리사용되는insert polycarbonate insert

였으며실험한세공크(PCT; Millipore, Billerica, MA, USA)

기는 3 m, 8μ m, 12μ 였다 배양용기에 각각의m . 24 wellμ

세공크기를가진 를삽입하고그안에각 당PCT insert PCT

1 × 104개의 골수기질세포와 가 포함된5% FBS 1 의mL

를넣었다 대조군으로서는 를 사용하지DMEM/F-12 . insert

않고 골수기질세포를 배양하였다.

배양용기를세포배양기에넣고 일간배양하였24 well 5

는데 모든 배양과정에서 gentamycin 50 g/mL, 5% COμ 2,

습도가 유지되도록 하였다 배양 일 후100% . 5 PCT insert

및그 내용물을 로부터제거하고 배역광현미경24 well 100

하에서 배양용기의 바닥에 부착하여 자라고 있는24 well

세포들이있는지를 관찰하였다 또한각 군의 실제 세포수.

를 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide 방법을 이용하여(MTT; Sigma, St. Louis, USA)

로측정하였다 간단히설명하면살아있spectrophotometer .

는세포내의 효소가노랑색mitochondrial dehydrogenase

의 수용성인 기질을 군청색의 비수용성인MTT formazan

로변화시키는 정도를측정하는것이다 방법은crystal . PH

의 조건하에서 와 혼합하여7.5 DPBS 5 의 농도로mg/mL

용액을 만든 후 이를MTT 0.2 의 로 소독하고L filter 100μ

세포배양액당L 10μ 의양으로 세포배양액에첨L 96 wellμ

가하고 시간 동안3 37 C 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

0.04 용액M HCI in propan-2-ol 100 를첨가하고L shakerμ

에서 분간 흔들어 준 후 로5 ELISA reader 570 에서의nm

흡광도를판독하였다 를제작한후실제세. Standard curve

포수를 환산하였다.

재료 및 방법II.



이은상 등 창상치유목적의 골수기질세포 동종이식:

다 고분자막의 재질과 세공크기에 따른 교원질과.

성장인자 통과정도 비교

고분자막의재질에따라막내의세포들이생산한교원질

과성장인자들이고분자막을통과하여막외로분비되는양

에차이가있는지를알아보기위하여재질비교실험을하였

다 실험에사용된재질은세포공동배양시 로써널리. insert

사용되는 PCT, mixed cellulose esters (MCE; Millipore,

Ballerica, MA, USA), polyethylene terephthalate (PET;

였다 세공크기에따BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) .

른차이는각재질당고분자막내세포의유출예방을 위한

세공크기연구 나번 연구의 결과를 바탕으로(‘ ’ ) 3 와m 8μ

를 가진고분자막으로실험하였다 모든 재질의세공밀m .μ

도는 를 사용하였다15% .

배양용기에앞서언급한바와같이다양한재질24 well

및세공크기를가진 를넣고그안에각고분자막 당insert

1 × 104개의 골수기질세포가 포함된 1 의mL DMEM/F-12

를넣었다 일간배양한후각고분자막과그안의세포를. 3

포함한내용물을 에서제거한 후바닥에부착되어있는well

세포들이있는지관찰하고 내배지를수거하여배지내로well

분비된교원질과만성창상에서가장결핍이큰성장인자로

알려져 있는 vascular endothelial growth factor (VEGF),

platelet-derived growth factor (PDGF)-BB, basic fibro-

blast growth factor 의 양을 측정 비교하였다(bFGF) .

교원질 양의 측정1)

교원질의 양을 측정하기 위해 Metra collagen type I

carboxy-terminal propeptide (CICP; Quidel, CA, USA)

를 이용하여 면역분석kit 하였다 간단하게(immunoassay) .

정리하면 100 의 희석된 상층액Lμ 을 항(supernatants)

항체가처리된 에첨가한후 에서 시간동CICP well , 20 C 2

안배양하였다 반응이끝난 후. 100 의L rabbit anti-CICPμ

항체혈청을 분 간 첨가한 후50 100 의L goat antirabbitμ

결합물을 분간처리하였다 제 형alkaline phosphatase 50 . 1

교원질양을파장 405 에서 로측정하였다nm ELISA reader .

성장인자 양의 측정2)

의측정은VEGF, PDGF-BB, bFGF enzyme-linked immu-

nosorbent assay (ELISA) kit (R&D systems, Minneapolis,

방법을이용하였다 제조사의설명서에따라검MN, USA) .

체및기준표본을일정하게희석하여각각의희석액을첨가

한뒤각각의포획항체 가입혀진각각(capturing antibody)

의 에서실온정지하였다 세척후각각의탐색항체결합well .

물질 를첨가하여다시세척(detection antibody-conjugate)

하기 전에 실온에서 배양하였다 배양 후 기질용액. (sub-

을첨가하면색을발하게되는데 여기에고strate solution) ,

정액을넣은후일정파장에서 기기를이용해ELISA reader

색의 강도를 측정하였다.

라 고분자막 세공밀도에 따른 교원질과 성장인자 통과.

비교

세공의밀도에따른차이의비교실험은 다번연구의결‘ ’

과를바탕으로 3 세공크기를가진 를사용하m PET insertμ

였는데 와 의세공밀도를대상으로 하였다 다번15% 70% . ‘ ’

연구와같은실험방법으로재질과세공크기가같은경우라

도세공의밀도에따라교원질과성장인자들이고분자막통

과 양에 차이가 있는지 비교하였다.

마 통계처리.

각 조건의 고분자막의 측정치는 한 환자 세포당 회씩3

실험하여 평균치를 그 환자 세포의 측정치로 사용했으며,

명환자측정치의평균값을구하여그조건의측정치로사6

용하였다 평균값에대한통계처리는 종류의재질비교실. 3

험에서는 인nonparametric K-independent sample test

를 사용하였고 종류의 세공크기실험Kruskal-Wallis test , 2

에서는 인nonparametric two-independent sample test

방법을 이용하였으며Mann-Whitney U-test , p < 에서0.05

유의성을 분석하였다.

가 골수기질세포의 분리 및 배양.

분리된 골수기질세포는 기술된 배양조건하에서 어려움

없이단층배양되었으며 회계대배양후통상적인인체진2

피의 섬유아세포보다 크기가 크고 다각형모양을 보였다

본연구에서사용된배양된골수기질세포는조혈계(Fig. 1).

세포의 항원항체 반응인 CD45 (Immunotech, Marseille,

France), CD34 (Becton Dickinson Bioscience, CA, USA),

CD14 에음성을나타냈다(Immunotech, Marseille, France) .

나 고분자막내 세포의 유출예방을 위한 세공크기 연구.

배양 일후고분자막과그내용물의제거후배양용기의5

바닥을현미경으로관찰해본바 3 와m 8μ 의세공크기mμ

를가졌던군에서는바닥에부착된세포를전혀관찰할수

없었으며 만이 보였는데cell debris 8 군에서 가m debrisμ

더많이관찰되었다. 12 군에서는많은부착세포가관찰mμ

되었으며대조군에서는부착세포가바닥을모두메우고있

을 정도로 세포증식이 왕성했다 (Fig. 2).

를이용한실제세포수는MTT 3 와m 8μ 군에서는배mμ

양용기바닥에부착된세포가측정되지않았고, 12 군에mμ

서는 4.2 × 10
3
± 1.4 × 10

3
개가측정되었다 대조군의경우는.

결 과III.
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3.7 × 104 ± 3.7 × 103개가 측정되었다.

다 고분자막의 재질과 세공크기에 따른 교원질과 성장.

인자 통과정도 비교

3 와m 8μ 의 세공크기를 가진 세군m PCT, MCE, PETμ

고분자막에서는모두배양용기바닥에부착된세포가없음

을 확인할 수 있었다 (Fig. 3).

교원질 양의 측정1)

고분자막의재질과세공크기에따른교원질양의통계학

적 차이는 전혀 보이지 않았다.

3 세공크기를가진 등세군고분자막m PCT, MCE, PETμ

군의교원질양평균은각각 156 ± 9, 152 ± 19, 159 ± 17 ng/

였으며mL (p=0.61), 8 세공크기군의 평균은 각각m 155μ ±

7, 151 ± 25, 156 ± 16 였다ng/mL (p=0.86) (Table I, Fig. 4).

종류고분자막각각의군에서3 3 세공크기군과m 8μ mμ

세공크기군 사이의 통계적 유의성도 없었다.

성장인자 양의 측정2)

고분자막의재질에따른성장인자들의양에서도통계학

적 차이는 발견할 수 없었다. 3 세공크기를 가진m PCT,μ

등세군고분자막군의 양의평균은각각MCE, PET VEGF

137 ± 16, 134 ± 28, 131 ± 14 였으며pg/mL (p=0.80), 8 mμ

세공크기를가진세군고분자막군의평균은각각 140 ± 19,
Fig. 1. A light micrograph (× 100) of cultured BSCs.

Fig. 2. After BSCs incubation for 5 days, the microporous PCT membrane inserts were taken out from the culture wells.

Photographs demonstrate the bottoms of culture wells after removing the inserts. (Above, left) After removing the 3 m poreμ

size insert. (Above, right) 8 m pore size. (Below, left) 12μ m pore size. (Below, right) BSC culture without an insertμ (Original

magnification: × 100).
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132 ± 24, 137 ± 10 였다pg/mL (p=0.89).

3 세공크기를가진 등세군고분자막m PCT, MCE, PETμ

군의 양의 평균은 각각PDGF-BB 3.8 ± 1.3, 3.8 ± 1.4, 4.1 ±

1.8 였으며pg/mL (p=0.99), 8 세공크기를가진세군고mμ

분자막 군의 평균은 각각 3.9 ± 1.2, 4.1 ± 1.4, 4.0 ± 1.3 pg/

였다mL (p=0.95).

3 세공크기를가진 등세군고분자막m PCT, MCE, PETμ

군의 양의 평균은 각각bFGF 6.3 ± 1.0, 6.6 ± 0.8, 6.2 ± 0.7

였고pg/mL (p=0.46), 8 세공크기를가진세군고분자막mμ

군의평균은각각 6.5 ± 1.0, 6.5 ± 1.2, 6.7 ± 1.1 였다pg/mL

(p=0.91).

종류고분자막각각의군에서3 3 세공크기군과m 8μ mμ

세공크기군사이에서도통계적유의성은 관찰되지않았다

(Table I, Fig. 5~7).

Fig. 3. (Left) Bottoms of the 8 m pore size MCE inserts culture plates. (Right) Bottoms of the 8μ m pore size PET insertsμ

culture plates.

Fig. 4. Amount of collagen in the media. Fig. 5. Amount of VEGF in the media.

Fig. 6. Amount of PDGF-BB in the media.
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Table I. Amount of Collagen and Growth Factors According to Material and Pore Size of Membrane

Collagen VEGF PDGF - BB bFGF

PCT

3µ

151 134 2.6 5.6

163 124 4.6 6.9

167 153 5.5 7.7

145 124 3.4 4.9

163 160 4.5 6.9

148 125 2.2 5.9

Mean ± SD 156 ± 9 137 ± 16 3.8 ± 1.3 6.3 ± 1.0

8µ

155 121 4.5 6.9

162 127 3.7 7.2

148 147 4.9 6.0

149 127 2.2 5.5

165 170 5.2 7.9

150 150 2.7 5.3

Mean ± SD 155 ± 7 140 ± 19 3.9 ± 1.2 6.5 ± 1.0

MCE

3µ

125 129 2.0 6.1

178 169 3.5 7.5

136 106 2.4 5.9

155 120 4.5 6.0

165 169 5.5 7.7

150 110 4.7 6.3

Mean ± SD 152 ± 19 134 ± 28 3.8 ± 1.4 6.6 ± 0.8

8µ

178 166 4.3 7.7

122 107 2.1 5.0

159 129 5.5 6.7

118 104 2.7 6.2

172 150 4.9 7.9

156 133 4.9 5.4

Mean ± SD 151 ± 25 132 ± 24 4.1 ± 1.4 6.5 ± 1.2

PET

3µ

179 132 6.1 7.4

167 123 6.1 6.7

136 109 2.0 5.6

167 142 4.4 6.0

165 149 3.7 5.7

140 133 2.1 5.7

Mean ± SD 159 ± 17 131 ± 14 4.1 ± 1.8 6.2 ± 0.7

8µ

135 125 2.7 5.8

137 138 2.9 5.3

172 138 6.2 7.9

159 127 4.3 6.8

165 149 4.0 7.9

165 145 3.7 6.5

Mean ± SD 156 ± 16 137 ± 10 4.0 ± 1.3 6.7 ± 1.1
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라 고분자막 세공밀도에 따른 교원질과 성장인자 통과.

비교

저밀도의 3 세공크기를가진 고분자막군의교원m PETμ

질과 의 평균은 각각VEGF, PDGF-BB, bFGF 162 ± 16

과ng/mL 136 ± 13, 4.1 ± 1.7, 6.2 ± 0.5 였으며 고밀pg/mL

도군의 평균은 각각 196 ± 13 와ng/mL 183 ± 14, 4.9 ± 2.0,

7.2 ± 0.4 였다 교원질 의양에있어서pg/mL . , VEGF, bFGF

는 상당히 유의한 통계학적 차이가 있었으며 각각의( p=

의양에있어서는통계적유의성0.01, 0.00, 0.01), PDGF-BB

은 없었다 (p=0.47, Table II, Fig. 8~11).

Fig. 7. Amount of bFGF in the media.

Table II. Amount of Collagen and Growth Factors According Pore Density of PET Membrane

Collagen VEGF PDGF-BB bFGF

3µ LOW

169 141 5.8 6.9

166 137 6.1 6.7

140 111 2.3 6.0

174 140 4.7 5.7

177 150 3.3 6.0

143 136 2.5 5.8

Mean ± SD 162 ± 16 136 ± 13 4.1 ± 1.7 6.2 ± 0.5

3µ HIGH

189 169 6.9 6.8

204 188 7.4 8.0

197 195 3.0 7.2

211 195 4.7 6.8

175 161 2.4 7.0

202 189 5.1 7.3

Mean ± SD 196 ± 13 183 ± 14 4.9 ± 2.0 7.2 ± 0.4

Fig. 9. Amount of VEGF in 3 m pore PET group samples.μ

Fig. 8. Amount of collagen in 3 m pore PET group samples.μ
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표피성장인자 나 혈소판성장인자(EGF) 등 세포(PDGF)

분열 이동및세포외기질합성등을증가시키는세포신호전,

달물질들이 만성창상치유를 위해 오래전부터 상품화되어

국내에서도사용되고 있으며표피성장인자의 경우는 국산

화도이루어졌다 그러나창상치유란많은신호전달물질들.

이서로유기적연관성을유지하면서분비의조절이이루어

져야한다는점에서볼때한가지성장인자만을투여하는

것은그효과에한계가있다 또한성장인자들을상품화및.

보관하기위한과정들과 과의혼합등으로delivery vehicle

인해 성장인자들의 안정성유지도 미지수이다.6,7

골수기질세포는 간엽줄기세포가 주된 구성성분으로 조

건에따라여러세포로분화가가능하며 면역적으로거부반,

응이적고 자연사멸, 하지않고오랜기간분열할(apoptosis)

수있는능력을가진세포로알려져있어요즘생명공학분야

에서집중적인관심을받고 있는세포다.8-11 특히윤리적인

문제점등으로인해임상적이용이많은제약을받고 있는

태아줄기세포에비해성체골수기질세포는임상적으로유

용성이 크다 하겠다.

본 교실에서는 일련의 지난 연구를 통하여 창상치유에

있어 골수기질세포의 우수성을 규명한 바 있다.4,5 그러나

서론에서언급한대로골수기질세포동종이식의몇가지문

제점이있어이를극복하기위하여일정크기의세공을가진

의료용고분자막으로 포장하여이식하는 방법을고안하게

되었다.

고분자막이란 고분자의분자구조를이용하여 막을 형성

시킨것을말한다 일반적으로화학물질은나름대로의분자.

량을가지고있는데고분자란단량체라고하는화학물질들

이모여서분자량이높은물질이된것이다 고분자는최소.

개이상의단량체들이모여있는것을말하며 분자량1,000 ,

은보통 이상인제품을말한다 고분자막은비록의료10,000 .

용으로제조되었다하더라도제품에따라그특성에차이가

있을수있다 제조를용이하게하기위하여고분자물질이.

외에도 등을혼합하게되는데monomer, oligomer, catalyst

그혼합비율이다르다 또한처리시간 온도 용접이나멸균. , ,

방법 등에 따라 여러가지 additional chemical species

가 제조 과정에서 생성될 수 있다(ACS) .12

따라서고분자막형성과정에따라고분자막안의골수기

질세포 교원질등의세포외기질 혹은여러성장인자들과의, ,

친화성이나안정성등에영향을미칠수있을수도있다는

가정 하에 재질의 비교연구를 시행하였다.

본연구에사용한고분자막은모두친수성 (hydrophilic)

이며무독성이고 세포친화성이뛰어나이미 세포배양용으

로 상품화되어 있는 것들이다 제조사의 설명에 따르면.

와 는세포외기질 없이단층배양세포의증식에PCT PET 적

합한 재질로 되어 있는데 의 경우는 세포에서 생산된PCT

여러 분자들의 이동이나 통과가 용이하도록 제조되었고,

는 투명도를 높여 단층배양 시 세포의관찰에 더욱 적PET

합하도록 생산된 것이다 의 경우는 단층배양세포. MCE

의 부착도를 높여 세포증식을 유도하기 보다는 입방형

의세포모양과원형(cuboidal) 의핵모양을유지한(round)

상태에서세포막의수용체나세포의독성도에관련된연구

를위해고안되었다 제조목적뿐만아니라앞서언급한바.

와같이이들고분자막의재질이나표면처리등에따라세포

들이 분비한 단백질과의 친화도나 세공의 모양 친수성의,

차이에의한배지를통한산소 영양분 성장인자 세포외기, , ,

질의확산등이다를수있으므로골수기질세포의동종이식

시 세포의 분비물이 고분자막을 통과하는 양에 차이가 날

수도있다 그러나본연구의결과재질이나제조과정에따.

른 차이는 관찰되지 않았다.

세포의크기는조직마다그차이가심하다. 100 내외mμ

의 크기를 갖는 식물세포에 비해 동물세포는 크기가 훨씬

작아일반적인동물조직의세포는 10 내외의크기를갖mμ

Fig. 10. Amount of PDGF-BB in 3 m pore PET groupμ

samples.

Fig. 11. Amount of bFGF in 3 m pore PET group samples.μ

고 찰IV.
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는다 박테리아의경우는약. 1~5 의크기이며 세포내의mμ

분자들은 단위의 크기를 갖고 있다nm .13 골수기질세포의

경우 세포크기에 대한 정확한 정보가 기술된 바는 없으나

현미경소견에서섬유아세포와큰차이가없는것으로보아

약 10 내외의크기일것으로생각된다 단공모양의부유m .μ

상태와별모양의단층배양상태에따라크기의변화가있을

것으로추측되는데세포의크기가고분자막의세공보다크

더라도세포의모양을변형시켜고분자막을통과할가능성

도배제할수없다 적혈구들이자신들의직경보다작은모.

세혈관내를찌그러진모양으로자신들의모양을변형시켜

통과하는것과같은원리가발생할 수도있다고추측하였

다 본연구의결과골수기질세포의경우는재질에상관없이.

8 이하의 세공크기이면 안전하게 세포의 통과를 막을mμ

수 있다는 것을 알 수 있다 또한 대식세포의 크기가 최소.

12 이상인점을mμ 13 고려하면 8 이하의고분자막세공mμ

크기는 수혜부세포의 공격에의한 이식골수기질세포의파

괴를 막기에도 충분하다 하겠다.

그러나 5 이상의 세공크기를 가질 경우 박테리아에mμ

의한공격에도거의무방비상태가될수있으므로본연구

에서실험한세공크기중에서는 3 의세공크기가골수기mμ

질세포동종이식의장점을살릴수있는가장적당한크기로

판단된다. 3 보다도 더작은mμ 예를들면( 1 세공크기m)μ

의고분자막도교원질이나성장인자등은충분히통과시키

면서 박테리아나 대식세포의 공격은 피해갈 수 있을 수도

있으나 현재상품화된 중에서는 다른 세공크기들과insert

완전히같은조건으로제조된 1 의세공크기를가진고분mμ

자막이 없어 이번 연구에는 포함되지않았다 이의 확인을.

위하여는향후 3 보다더작은세공크기를가진고분자mμ

막을 대상으로 한 연구가 진행 되야 할 것으로 생각된다.

세포들이고분자막내에서배양될경우세포들은부유상

태로있거나 부분적으로고분자막에단층배양상태와 같이

들러붙어있게된다 따라서고분자막의세공의크기나작거.

나밀도가낮을경우더많은세포가 혹은별모양의spindle

단층배양상태에있게될것으로추측할수있는데14 이러한

세포의표현형도연구결과에영향을미칠수있는가능성이

있음을배제할수없으나본연구만으로는이를확인할수는

없으며추후이에대한후속연구도필요할것으로사료된다.

창상치유 목적으로 골수기질세포를 동종이식시 세공이

있는고분자막으로포장하여이식하는방법은여러가지장

점이있다 첫째 이식된세포들의추적및회수가가능하다. , .

둘째 면역세포나대식세포에의한이식된세포들의파괴를,

방지할수있고박테리아에의한공격도최소화할수있어

세포이식 효과를 오랜 기간 유지할 수 있고 세포외기질과

성장인자분비등의세포기능도수혜부세포나박테리아와

직접적으로접촉할때보다우수하다 셋째 세포이식후일. ,

정기간이지나면이식된세포들은창상부위의불충분한산

소및영양분공급으로인해그기능이저하되고사멸할수

있는데고분자막으로포장하여이식할경우세포들을다시

회수하여 실험실내에서 충분한 산소 및 영양분 공급을 한

후재활성화시켜창상부위에재이식할수있으므로경제적

으로도이익이된다하겠다 넷째 골수기질세포의경우간엽. ,

줄기세포를다량포함하고있어수혜부에생착할가능성을

완전히배제할수없다는 문제점이있는데이또한차단할

수있다 다섯째 수혜부세포나조직과의직접접촉에의한. ,

이식세포의 이동도 방지 할 수 있다 예를 들면 세포막의.

은 주위 세포외기질과 친화성이 높아 세포의 부착integrin

및이동을촉진하게되는데이를차단할수있다 마지막으로.

대식세포의과다활성으로인한조직손상을예방할수있다.

이식된세포와수혜부의대식세포가직접접촉할경우대식

세포를자극하여그표현형이변경됨으로써 등을유도CD54

하고따라서다른면역세포들과의상호연계를통한인체내

의면역반응을과민하게만들게된다 이럴경우이식된세포.

에대한거부반응뿐만아니라정상적인조직에대한파괴도

이루어질수있다.15 그러나이식된세포와의접촉을차단할

경우조직파괴를최소화하여창상치유에도움이될수있다.

본연구에서는세포배양용 를고분자막으로사용했insert

으나 이런 디자인의 고분자막을 실제 환자의 창상 부위에

드레싱재료로사용할 수는 없으므로임상적으로사용하기

위하여는세포를포함하는고분자막의모양을한쪽에실이

붙어있는 처럼만들어사용한다면창상부위로의적tea-bag

용과 세포의 회수가 용이하지 않을까 생각된다.

고분자막을 이용한 골수기질세포 이식방법이 창상치유

를위한새로운방법으로적용되기위하여는물론 in vivo와

임상연구를통하여그효과가확인되어야한다 향후후속연.

구를 통하여 본 방법의 장점이 입증되길 기대한다.

골수기질세포의 동종이식을 통하여 창상치유를 촉진시

키기위한방법의문제점을최소화하고자세공이있는고분

자 막으로 이식세포를 포장하는 방법을 고안하였다 가장.

적당한 고분자막의 조건을 연구한 바 다음과 같은 결론을

얻었다.

실험에사용한1. 3, 8, 12 의세공크기중에서는m 3μ mμ

와 8 크기가 적당하다m .μ

실험에사용한 의고분자막재질이나2. PET, PCT, MCE

제조과정은 세포이식효과에 차이를 보이지 않는다.

고분자막세공의밀도가세포이식효과에가장큰차이3.

를보이며 고밀도에서저밀도보다훨씬우수한결과를,

나타낸다.

결 론V.
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