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Abstract

Differentiation and c비ture of dendlitic cells from equine peripheral blood mononuclear cells

I1.Gu .Jeung ，Eun-.Ju Ko ，Mi-Hyoung Kim ，Yoon-Kyu Lim ，Hong.Gu .Joo'

Cotlege01Velerinary Medicine，Jeμ NalionalUnÎversity‘Jeju‘Korea

Denari1ic celts(OCs) derived from myeloid celJs are Ihe most potenl anligen-presenting cells. In Ihe mouse，it is possible t。
differenlîale a number 01 DCs from bone marrow. However. the horse has troubJe in sacrificing wilh economic problems. To Qur
knowledge，the culture 01 equine DCs has not been performed yet in Qur country Furthermore，the cytokine se1 for cul1ure 01
equine DCs has nol been establìshed in this area. Thus. we lried 50me 5els 01 cytokines and milogen lor this purpose
Mononuclear cel1s were isolated from blood by Ficoll hislopaque ，versene solu1ion and an adhesion process and then cultured
for 4 days. Specific morph이。gy and viability 01 DC were determined by visual observation using an optical microscope. Human
Granulocyte Macrophage-Colony Slimulating Faclo꺼GM-CSF) and equine inlerleukin{lU-4 were certainly elfective for culturing
equine DCs. Antigen-stimulatory ability 이 equine DCs was confirmed by Mixed Leukocyte Reaction using 3H-lhymidine
incorporation assay. To verify antigen-uptake capability of DC，we used’luorescein isothiocyanate-dextran and analyzed by
using FACSCalibur쩌low cytometertBD Bioscences). rt was evident from our results that human .GM-CSF could be used as an
alternative cytokine lor equine GM-CSF due 10 its genetic homogeneity. Taken together，this study demonstrated that human
GM-CSF and equine IL-4 were effective to diflerentiate and proliferate DCs’rom peripheral 미。od mononuclear cel1s and
enhanced its viability. The information from this study may provide the study 이 horse immunity with new insights and basic
lechnology. (J Med Ufe SCi 2011 ;8:46-491
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서 론

수지상세포 (dendritic cells: DCs)는 강력한 항원제시 작용을

지니는 세포이다 골수로부터 유래된 수지상세포는 알초조직，

기관으로 이동하여 항원을 인식하고 단식한다 수지상세포 내에

서 처리원 항원은 엠티드 형태로 Major histocompatibility
complex 분자와 결합하여 제시된다 이러한 항원성 엠티드 복합

쳐I(antigenic peptide complex}는 T 핍프구를 자극하여 중식음

유도하게 된다 결과적으로 수지상세포는 면역체계 내에서 매우

핵심적인 항원제시 역할올 수행하는 것이다 1. 2)

이러한 수지상세포의 기능적 특성을 연구하기 위해 여러 방법

틀이 진행되연서，마우스나 랫드와 같은 실험동플의 수지상세포

배양방볍이 확립되어져왔다 -3) 종 득이성을 지닌 Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulaω19 Fact。κGM-CSF} 플 포함해서
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interleukin(!L}-4 ι-12. tumor necrosis factor(TNF)-a 등의
셈이 dne듣이 골수로부터 단핵구 유래 수지상 세포필 배〈양하는데

이용되어왔다 1. 2. 4) 하지만 대동윌 특히 말에서 곧수로부터 단핵

구륜 분리해 수지상세포로 분화시키는데는 경제적 욕연 풍 여러

가지 어려웅이 많다

비록 땀의 말초혈액 내 단핵구에서 수지상세포로의 분화가

가능히지만 5) 혈액 내의 단핵구 세포수가 현저히 적을 뿐만 아니

라 안에서는 수지상세포 분효}에득이적인 cytokine이 개발되지

뭇한 상태이다 그러나 최근 연구에 따르연 개，소 그리고 사람

의 GM-CSF 가 딸의 GM-CSF 와 유전적 상동성이 유사하여

맏에서 말초현액으로부터의 수지상세포 분화의 가능성이 제시되

었다-6，7) 게다가 맏초혈액으로부터의 수지상세포 분회애 이용

가능한 recombinant equine IL-43. 8. 10)가 상엽적으로 개발된

상태여서 조금 더 효과적으로 수지상세포플 배양할 수 있게 되

었다

이 연구를 흉해 human GM-CSF와 equine I~-4 가 말의 말초

혈액 내의 단핵구로부터 수지상세포툴 분화 배양시키는데 효과

적임을 중영했으며， 이러한 cytokine이 배양과정 중 수지상세포

의 생존융 또한 증가시키는 것을 확인하였다 따라서 이러한
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실험방법의 개발은 앞￡로 많은 말 짚영과 관련된 수지상세포

연구에 기여할 수 있올 것이다

재료및방법

첨가된 RPMl-I640 med.ium(Sigma) 으로 5% CÜ2가 공급되는

37 't incubator 에서 3일간 배양하였다. 배양 2일째 3H-
뼈nid.ine(j þCi/well) 올 청가하고 3일째 3H-lhymid.ine 의 DNA
로의 연잉융 auωmated liquid scintillation counter.로 명가하

였다.

결 과

’-서"'’
’j、

’‘‘iI'l;;;1
(ιJOi).

4. FITC-dextran uptake assay

수지상세포의 항원탕식능력을 알아보기 위해서 fluorescein
isothi 。양와 lOte(FITC. Sigma)-dex1ran upt.ake assay 륜 실시하

였다 배양 4일째 수지상세포 (j Xlα cells/well) 에 25 앵Iml
FITC-dex1ran 옴 청가하여 4 t와 37 t에서 각각 l시간동안
배양하였다 그 다음 lce ∞ld PBS로 세척한 후 0.1% s때lum
azide. 5% FBS. 1% paraformaldehyde 이 청가원 fixation
solution 에 고정한 후 FACSCalibur" f10w cywmeler(BD
Bioscences 뻐}CellQuesl softw앙e월 이용하여 형광강도흘 측정

하였다

1. Human GM-GSF 와 equine IL-4 에 의해 분화된 세포

는 전형적인 수지상시 l포의 형태를 보였으며 높은 생존율

을나타냈다

Human GM-CSF 와 equine !L-4릎 사용하여 수지상세포의

분화가 가능한지블 확인하기 위해서 수지상세포의 득이적인

형태촬 광학현며정으료�관찰하고 세포의 크기판 Flow cy!ometry
뜰 몽해 암아보았다 {Fig. 1) 또한 수지상세포의 생존율을 명가하

기 위해서 양tokine 을 처리하지 않은 대조군을 두고 따pan blue
exclusion test룹 풍해 세포의 생존윤을 확인하였다 실험결과

대조군에서는 40%의 세포 생존윤플 보인 반면.양tokine 을 처리

한 실험군에서는 66%의 세포 생존융융 보였다 {Fig. 2)

액$S‘~，••
Figure 1. Cells propagated from peripheral blood
mononuclear cells with human GM-CSF and equine JL-4
Cells display typical DC morphology with projections. X
400 optical microscope. The cells were then harγ.ested for
f10w cyìometric analysis. Dot plot:s were obtained and the
Forw양dSc 뼈er (FSC) and Side Scatter (SSC) values were
analyzed. Region R includes viable dendritic cells

1 수지상세포의 준비와 배양

건강한 1년생의 앙켓 Thoroughbred( 제주도 마사회 육성마

목장)에서 혈액올 채취하여 항웅고제인 Acid Ci뾰æ Dextrose
(ACD) solution 에 4:J(blood:ACD) 의 벼윤로 혼합한 둬 냉장상태

로 실험성로 이동하여 사용하였다 혈액 내의 백현구안을 분리해

내기 위해서 Ficoll histopaque-1077(Si 밍na)을 이용하였다 9)

분리된 백혈구뜯 phosphate buJTered 않미，e(PBS)으로 세척 후‘

남아있는 소량의 적혈구월 제거해 1 위해서 anunonium chloride
potassium lys잉 buηer 흘 정가하고 실온에서 10분간 정치하였

다 다시 P않로 세척한 백혈구에 10% fe어1 bovine serum(FBS).
2 mM L-glutamine. 100 units penicillin / streptomycin
(GibcoBRLl 이 첨가된 RPMI-1640 medium(Sigma) 윌 넣고

culture dish로 옮긴 후 5% CÜ2가 공급되는 37 't incubatbr 에
서 배양하였다 그 후 상총액은 걷어내고 서1포를 바닥으로부 터

떨어트리기 위해 versene solution(GibcoBRL} 을 정가한 후，

위와 동일한 조건의 incubator 에서 15분 동안 배양했다

Scraping bar로 세포틀 모은 다음. 6-well c띠tμre plaæ 에 세포

수가 2X 10' 않lls/well 이 되도흑 넣고 풍일한 조성의 RP뻐

1640 medium 과 10 ng/ml human GM-CSF(Biosource
Jntemation 떠).10 때/때equine !L-4(Roche) 틀 사용하여 4일
동안배양하였다

2. 수지상세포의 형태 관찰과 생존율 혹정

배양 4일째 세포를 광학현미경으로 수지상세포의 득이적 형태

틀 관철하고 디지털카메라뜯 이용하여 세포의 모양을 웰영하였

다 그 후 세포룹 수거하여 Trypan blue 로 영색하고

hemocytometer 를 이용하여 세포 수와 생존율을 욕정하고，

FACSCalibur" flow cy!ometer(BD Bioscences) 와 CellQuesl
softwar ，연룹이용하여 세포의 크기등 분석하였다

3.3H-Thymidine 을 이용한 Mixed Leukocyte
Reaction(MLR) 혹정

수지상세포의 aUostimulaωry capacl 앙룹 얄아보기 위해‘다른

개체의 혈액에서 분리된 T Iymphocy 생블 가지고 MLR을 실시하

였다 혈액 내 T Iymphocyte 는 수지상세포 분리 방법에서와

갇이.FÏcoll solution 울 이용해 액혈구를 분리해내고 RPMI-I640
medium 으로 동일한 조건의 incubator 에서 9엄깐 배양한 후

상충액에서 얻어냈다 96-well microplate 에 T Iymphocyte(2 x

10' cells/weU) 와 수지상세포 (j X 10' cells/well) 블 10% FBS‘
2 mM L-glu 뻐mine. 100 units penic 피inJsσepωmycin. 10 mM
HEPES ‘ 1 mM sodium pyruvate. 0.1 mM non-essential
arnmo ac띠.50 tLM 2-mercaptoet!lano!(a11 from GibcoBRL)이
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Figure 4. DC differentiated by cytokines obtained the
capacity of antigen-uptake. FITC-dextran was used as
soluble antigen ，밍ld then was added to DCs cultured for 4
days. Cells were incubated for 60 min at 4 "c and 37 "c

respectively. Cells were analyzed with FACSCalibUJ'Elf10w
cπometer (BD Bioscences) and CellQuest software

이번 연구에서는 recombinant human GM-CSF 와
recombinant equine IL-4.를 시용하여 딸의 말초혈액으로부터의

수지상세포 분화와 증식을 확인하였다 말 수지상세포는 형태학

적，기능적 특성이 이전에 알려진 사람 수지상세포와 유사하였

다 이번 실힘을 통해서 말에서 수지상세포를 분화시카는데 어려

움을 다소나마 해소할 수 있었으며，앞으로의 연구에서 충분한

양의 수지상세포를 시용할 수 있게 되었다

Cytokine 처리에 의해서 말초혈액으로부터 생성된 말 수지상

세포는 배양 4일째에 특이한 세포 형태를 갖추었으며 생존융

2. Human GM-CSF 와 equine IL-4 에 의해 분화된 수지

상세포는 동증자극 능력을 보였다

수지장세포의 기능적 특성은 MLR 과정 중 allogeneic
T lymphc엄e를 활성화 시키는 능력을 포함하고 있다 수지상

세포와 T cell의 세포수 비율은 1:2C으로 하고，아무것도 처리하
지 않은 T cell 대조군을 두어 실험을 실시하였으며 3H

t띠rni이ne mcorpora 띠on을 통해 평가하였다(Fig. 3) 결과적으로
human GM-CSF 와 equine IL-4 에 의하여 분화된 세포는

al10geneic T cell을 자극하여 증석을 유도하였다 Control T cell
은 28:!:2X102 counts per minut마cpm}을 보인 반면.cytokine
에 의해 분화된 수지상세포는 83:t8XH)2 cpm을 보였다

3. Human GM-CSF 와 equine IL-4 에 의해 분화된 세포

는 항원탑식능력을 보였다

미성숙 수지상세포는 성숙 상태일 때보다 항원을 탑식해서

처리하는 능력이 뛰어나다 이 실험은 수지상세포의 receptor
mediated endocytosis 를 알아보기 위하여 FITC-dextran 을

soluble antigen으로 사용하고，f10w cytometry를 통하여 분석하

〔

FITC-dextran

고 찰
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증가필 보였다 그러나 배양 5일 이후의 세포틀은 수지상세포의
특유의 형태가 소실되고 생존융도 저하되었다 이는 사람 수지

상세포의 경우 7일 이상올 배양해야 수지상세포의 득정뭘 갖추

고 기능윤 충분히 수행하는데 비해 발 수지상세포의 배양기간과

조건이 유의하게 구별핑올 알 수 있다 말 수지상세포의 특이적

기능을 연구하는 여러 실험올 풍해 T cell을 자극항 수 있는

가장 강력한 상태의 수지상세포는 cytokine 융 처리한 후 4-5 일

사이에 배양된 세포라는 것을 알 수 있었다

또한 cytokine 처리 후 배양 4일째의 수지상세포가 MLR'에서
유의한 연역자극 반웅올 보였으며‘미성숙 수지상세포의 형태로

항원당식놓력올지님올 얄 수 있었다 이러한 결과플용해 말에서

는 비교적 단기간 배양된 세포가 득이적 상태륜 지니며，배양시간

이 지연원수혹오히려 연역환성이저하되는 것을 알 수 있었다

이번 연구틀 흉해서 비교적 말 수지상세포룹 간단하고 신속하

게 분리 배양할 수 있게 되었다 이번 실험 개발은 수지상세포와

T cell과의 상호작용에서 발생하는 연역학적，병리학적 득성을

연구하는데 많은 도용이 될 것이라고 여겨진다 게다가 맏 바이

러스 관련 점영에 대한 백신개발 동의 연구에 수지상세포가 웅냉

될 수 있는 정보룹 제공할 수 있올 것으로 기대된다
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