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.Ⅰ

역 그 염 아주 강하고 에 계 각 에

역 산 막 해 살처 책 사 하고 다 라 역.

생에 직 피해 폐사 지( , 연 생산 하 식 애 등 어, , )

살처 에 산업계 경 피해가 아주 큰 질병 라 할 수 다.

어 비 하 산업 등 간 실 주고 사

란 지 야 할 수 한 가 염병 다.

역 생 많 라 에 만 마리 상 가2001 650

도살 어 약 원 경 실 었다 우리 라에 후16 . 1935

역 생 없어 랫동안 역 청 지역 여겨 다가 2000

역 생하 시 하여 에 개 에 만2002 162 16

돼지 살처 하 등 큰 경 실 었다.

역 산 막 해 신 한 진단 행 어야 한다 역 진.

단에 가 하 감수 포에 검사재료 하

여 역 러스 검 하 것 다 재 역 러스 리 해 돼지.

계통 러스 돼지 신 래 포주 타(IB-RS-2),

래 러스 햄스 포주 신 포 하고(BHK-21)

햄스 포주 역 러스에 한 감수 어진다 러스 식.

양신 포 계 수가 짧아 러스 진단에 래

사 하 어 고 동결 후 해동 시 감수 어진다 그러므 역.

러스 검 해 필 할 마다 양 포 새 해야 하

포 에 필 한 신 한 직 공 어야한다 과

하여 진단 신 하게 루어지 어 다 가지고 다 러.

한 해결하 하여 래 역 러스 리 한 새 운

포주 개 시 하다.

양 포 가 큰 하 암 직 포주 또

암 포주 달리 각 포가 가지고 생리학 특 그
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간직하고 다 다 각 동 래 상피 포 양.

포 특 사 검사 그리고 러스 리 감수 스트 등

에 많 사 고 다 특 상피 포 아 포 달리 러스에.

한 감수 아 양 시 얻고 하 주 포 하 다.

에 감염하 역 러스 경우 양 포에 랄 수

아 포에 감수 없어 상피 포 순수 리 양 다.

우 아지에 양 등 등(Civiale , 2003; Leung , 2007)

연 가 어 태아 한 연 미진한 실 다 태아 한.

양 열 에 포가 하여 양 시 랜 간 포가 생

하고 열 도도 한 많 등 지니고 다(Strange , 2007) .

양 시 사 하 많 들 가운 과 달collagenase dispase trypsin

리 포 독 어 시간 동안 직 포에 가 (Crabtree

등 등 등 하고 포간 연결 과, 1989; Benya , 1991; Panja , 1994)

단 할 수 도 처리시간 하 상피 포만 리 할

수 어 양 포에 아 포 포함 할 수 다 또한.

양 시 가 다량 포함 어 가 포 착 해하게 다RBC RBC .

상피 포 양에 어 가 가 것 하 가 아 포

라 할 수 다 아 포 상피 포보다 포간 결합 강하고.

상피 포보다 열 빠 특 가지고 다 러한 특 에 상피 포.

아 포가 함께 라고 계 수가 어 상피 포 비

어들고 아 포 비 어 아 포우 상

생하고 러한 우 상에 하여 상피 포들 사(Sato, 2008)

하게 다 등 또한 양 아 포(Modéer , 1988).

상피 포 리가 미진하여 상피 포가 사 하지 않 라도 아 포

우 상에 해 상피 포 러스에 한 감수 체 생리 특

달라지게 어 연 결과 얻 수 없게 다(Modéer

등 동 각 에 상피 포 양 할 수 들 많, 1988).

연 고 지만 등 등 아직 지 벽하게(Sashikumar , 2008; Cao , 2009)
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상피 포만 리 할 수 없다 한 상피 포.

함께 리 아 포 비 낮 거 단 리 아 포 거

하 것 다.

양 시 가 가 아 포 거 하여 edetate

disodium dihydrate (Na2 하 연 었EDDA) , Na2EDDA

아 포 포 간 결합 가 큰 비 차지하 Ca2+결합 사 에

들어가 아 포들 간 결합 과 해 할 수 었다 등(Drewa ,

상피 포 또한2006). Ca2+결합 가지고 지만 아 포에 비하여

그 비 낮 므 Ca2+ 결합만 거해 주 아 포 리가

어 게 다 러한 아 포 상피 포간 리가 루어지 시간.

차 하 과 아 포 상피 포 리할 수 다 또한.

상피 포 아 포가 양 시 양 에 해 필 한 착

양에도 차 가 다 등 등(Niederauer , 1994; Vasioukhin , 2000).

아 포 상피 포에 비해 양 에 착 해 많 fetal

필 한지만 상피 포 양 만 도bovine serum (FBS) FBS

착 가 하다 러한 포 에 특 하 과.

아 포 거할 수 것 사료 다.

역 러스 리 하여 새 운 포주 개 꾸 고

본 연 에 역 러스에 한 감수 지 고 연 양,

상 가 하여 신 한 러스 검 에 숙주 포 사 수30

상피 포주 하 하여 직 래 양상피 포

하고 러스 감수 지하 도하여 역 러스 리

한 감수 래 포주 개 수행하 다.
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재료.Ⅱ

래 직 양1.

태아 보1)

도 통하여 태아 보하고 균 한 후 균

비닐 지 등 하여 냉 상태에 신 실험실 하여 양 재료

사 하 다 태아가 들어 에탄 사 하여. 70%

독하고 클린 겨 태아 하 다 과 수술가 사 하.

여 개하고 실크 합사 하여 탯 결찰한 후 단하 다.

액 사 하여 태아 피 독하고 액Potadine chlorhexidine

액 닦아낸 후 차 독 실시하 다 복강 개하여 균Potadine 2 .

신 후 폐 뇌 하 다 본 연 에 든 동 실험, , , , .

주 학 동 실험 리 원 (Animal Care and Use Committee of Cheju

승 하에 동 실험 업지National University, ACUCC) (standard

에 라 수행 었다operation procedures, SOP) .

직 거2) RBC

균 각 직 Dulbecco’s modified essential medium

지 에 후 균가 등 리 비 커 안에 가 한 게(DMEM)

고 겼다 시킨 후(mincing) 50 ml conical tube . 1~2 RBC

거하 하여 직 편 다 가라앉 상 액 비웠다 직 편.

아 에 지50 ml conical tube DMEM (GIBCO, New York, USA) 30

첨가하여 동 피펫 사 하여 직 편 다시 시킨 후 간ml 30

시 직 편 가라앉 다린 후 상 액 비웠다 같 처리.

복하여 거하2~3 RBC 다 각 신 과 폐 특.

가 많 포함 어 어 복하 다 에 한 거RBC 4~5 . RBC

통한 거 비 하 하여 NH4Cl/HEPES (0.83%

NH4 액 사 하 다 직 원심 리하여 상 액Cl, 0.01 M HEPES) .

5

거하고 NH4 액 직에 어Cl/HEPES 4.5 ml mincing

시키고 간 시 다 새 운 에 직 액3 . 15 ml conical tube

고 동안 원심 리하고 상 액 린 후160 x g 5 5 ml DMEM

지 첨가하 다 가 거 직 편에. RBC trypsin/ EDTA (0.05%/ 0.53

첨가하고 에 동안 처리하고M, GIBCO, New York, USA) 2 ml 36 3℃

천천 피펫 하여 단 포 리한 후20 10% FBS (GIBCO,

가 첨가 지 첨가하고 동USA) DMEM (DMEM-10) 30 ml 160 x g 3

안 원심 리한 후 단 포 수거하 다 수거 단 포. 24-well cell

에culture cluster 1×104개씩 주한 후 가 첨가 지10% FBS DMEM 1

첨가하고ml 36 , CO℃ 2 큐 에 시간 양한 후 닥에 착12

포 비 하 다.

직 처리3)

태아 각 직 게 편하고 가 거 각 직 실험에RBC 1 g

사 하 다 각 직 단 포 리하 하여 차 차 통하여. 1 2

처리 하 다 지 에 첨가하여. 37 DMEM 5 ml 0.25% collagenase℃

동안10~60 37 , CO℃ 2 큐 에 처리하고 처리가, collagenase

료 첨가하여 동안 시킨 후 천천0.01% dispase 10 ~ 60

가량 피펫 하여 포 리하 다 상 액 수거하고20 . DMEM

지 첨가한 후 에 간 원심 리 하 다 가라앉 포10 ml 160 x g 3 .

만 새 운 지에 시키고 포 양 에 양하 다T25 flask .

에 한 처리 다 과 같 실시하 다Trypsin . trypsin/EDTA

직 편에 첨가하고 간 큐 에(0.05%/ 0.53 M) 1 ml 3 37℃

시킨 후 가 함 지 첨가하여10% FBS DMEM 10 ml trypsin

지시 다 에 간 원심 리한 후 가라앉 포만 새. 160 x g 3

운 지에 시키고 포 양 플라스크에 양하 다 태아T25 .

직 내강에 채워 포 리하 과 게 편한 후

처리하 비 하 다 태아. 직 라4 Cm
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내고 하여 각 척한 후 주사 하여PBS 1 ml

내강에 삽 하고 실크 합사 하여 삽

결찰한 후 하여 내 척하 다 내 가 척 내강에PBS .

첨가하여 동안0.25% collagenase 500 10 ~60 37 , CO㎕ ℃ 2 큐

에 처리하고 처리가 료, collagenase 0.001% ~ 0.05%

첨가하여 동안 시 다 내dispase 10 ~ 60 .

강에 지 보내 단 포 리 상피 포 후DMEM

에 간 원심 리한 후 포수 고 포 양 플라스크160 x g 3 T25

에 양하 다 한편 직 한 후 거하고. , mincing RBC 1 g

직 지 에 첨가하여37 DMEM 5 ml 0.25% collagenase 10 ~℃

동안60 37 , CO℃ 2 큐 에 처리하고 처리가 료, collagenase

첨가하여 동안 시킨 후 피펫0.01% dispase 10 ~ 60

하여 천천 가량 피펫 하여 포 리하 다 리20 (Table 1).

포 하여 지 첨가하고 상 액DMEM 20 ml 160 x g

에 간 원심 리한 후 포수 운 하고 포 양 에3 T25 flask

양하 다.

Table 1. Enzyme treatments for tissue digestion

Organs

1st treatment

(collagenase)
2nd treatment

Concentration

(%)

Time
*

(min)
Enzyme

Concentration

(%)

Time
*

(min)

Kidney 0.25 10~60
dispase 0.01 10~30

trypsin/EDTA 0.05/0.53 M 3

Oral cavity 0.25 10~60 dispase 0.01 10~30

Lung 0.25 10~60 dispase 0.01 10~30

Brain 0.25 10~60 dispase 0.01 10~30

Small

intestine
0.25 10~60

dispase 0.01 10~30

trypsin/EDTA 0.05/0.53 M 3

* Reaction time of enzyme treatment

7

양 포 생 비4)

처리 마 고 단 포 리 각 포 양하여

처리 건 알아보았다 포 양 플라스크에. T25 1×10
5
개

양 포 착 과 양 후 계 양 시 생 하 포수 비3

하 다 포 처 양 하고 시간 지 후 착 포 수. 12

미경 찰하여 착 포수 착 하지 못하고 죽 포 비

하 다 처 양 후 시간 지 포가 라고 포 양. 72 T25

플라스크 포 척 하여 척 하고PBS 2 trypsin/ EDTA

하여 포 리시키고 가 첨가(0.05%/0.53 M) 500 FBS 10%㎕

지 첨가하여 간 원심 리하여 포 았다DMEM 10 ml 160 x g, 2 .

지 첨가하고 피펫 하여 시킨 후 지5 ml 100 ㎕

하여 액 첨가하여trypan blue(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)

피펫 후 계산 에 후 미경 생 포 운트하여

포 수 하 다.

양 포 계 수4)

처리 건 탐색하여 얻어진 내 탕 각 에 상피 포

리하고 상피 포가 사 할 지 계 계 양 해 지

계 가 가 한지 알아보고 수 식 에 한 식 해 지 2

간격 한 에 개 에 검사하여 식곡 검사하 다3 well . 1×103개

포 개 에 주 하고6-well plate 6 (36well) 1 , 2 , 4 , 6 , 8 , 10 ,

에 포수 하 다 원심 척하고 포12 . PBS crystal violet

염색한 후 포 도 계산(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)

하여 개 평균 하 다3 well .

식 검사5)

포 식 검사하 하여 각각 째1, 4, 8, 12, 16, 20, 24

양 고 포 상 tritium 지 취득하게 하고thymidine

사 아래 같 하 다 각 재료마다scintillation counter . T25 2
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개 시간 양하고 양액 한 후 포 식 극 가하4 0.01 ml

다 시간 양한 후 지 첨가하여. 1 tritium thymidine (0.5 Ci/ml) 4 ~μ

시간 양하 다 아 스 스에24 . 1% NaN3 가해 지0.01 ml

시키고 척한 후 포 해시 다PBS 2 0.2 N NaOH 0.5 ml . 5

해 포액 시험 고 액 씻어, 0.5 ml 0.2 N NaOH

에 포 수거 시험 에 가한 후 염산 시(well ) 2 N 0.2 ml

다 첨가해 에 간. 50% trichloroacetic acid (TCA) 0.15 ml 4 30℃

한 후 원심 하고 한 씻었다 에5% TCA . glass filter

고 에 그리고 에틸알 과 아 하여 차 씻었다5% TCA 2 , .

에 고 첨가한 타 운Glass filter vial scintillation 10 ml (New

에 사 하 다England Nuclear Co, Boston, USA) .

아 포 거 통한 상피 포 별2.

1) Na2 도에 아 포 거EDDA

양 후 포 상태 하고 아 포 거 업 시행하

다 태아 신 후 강 폐 갑상 그리고 양. , , , ,

포 각각 개 포 양 에 시간 양하여 포단2 3 T25 flask 24

가 도 하고 하여 시간 동안 양하 다70% , DMEM-10 24 .

양 에 아 포 상피 포가 재하여 것 미경 하flask

고 포 척 첨가하여 포 척하 다 척 후 각각, PBS 4 ml .

에 그리고flask 0.01% 0.05% 0.5% Na2 씩 첨가하 다EDDA 1 ml .

Na2 첨가하고 동안 미경 통하여 아 포가 리 지EDDA 3~5

찰하 다 아 포가 리 시 하 가락 가볍게. flask

쳐주 상피 포가 리 직 지 처리 하 다 상피 포 포질.

수 시 하 Na2 액 하여 비운 후 가 함EDDA 20% FBS

지 첨가하DMEM (DMEM-20) 1 ml 여 척한 후 하여 비우고,

다시 첨가하여 척하 다 척 료하고DMEM-20 1 ml . DMEM-10

9

첨가하여 양하고 시간 후 아 포가 거 도 미경 통5 ml 6

하여 찰 하 다.

계 수 양 시간에 아 포 거2)

계 수가 그리고 신 포 상 각각 시간1 , 4 , 8 , 12 24

후 포단 루도 포수 하여 하 다 그리고 각70% plating .

각 그리고 시간동안 양한 후12, 24, 36 48 0.01% Na2 한EDDA

아 포 거 실험 실시하 다 시간별 양 에 아 포. flask

상피 포가 재하여 것 미경 하고 포 척, PBS 4

첨가하여 포 척하 다 척 후 각각 에ml . flask 0.01% Na2EDDA

씩 첨가하고 동안 미경 통하여 아 포가 리 지1 ml 3~5

찰하 다 아 포가 리 시 하 가락 가볍게 쳐주. flask

상피 포가 리 직 지 처리 하 다 상피 포 포질 수.

시 하 Na2 하여 비운 후 첨가하EDDA 1 ml DMEM-20

여 척하 다 척 료하고 첨가하여 양하. 5 ml DMEM-10

고 시간 후 아 포가 거 도 미경 통하여 찰 하 다6 .

지 도에 포 착과3) FBS Na2 처리 실험EDDA

0.01% Na2 처 처리하고 차 처리하 지 포 양할EDDA 2

사 하 지 도 양시간FBS Na2 차 처리 시 아 포EDDA 2

거 에 미 향 사하 다 양 계 수가 신 포. 4

포단 도 시간 동안 양하 다 양 포 포100% 24 .

척 척한 후4 ml PBS 0.01% Na2 씩 첨가하여EDDA 1 ml 3

동안 미경 통하여 아 포가 리 지 심 찰하 다 아.

포가 리 시 하 지 첨가하고 가볍게DMEM-20 5 ml flask

쳐주어 아 포 시 다 지 수거하여 간 원심. 160 × g 3

리하여 아 포 후 첨trypsin/EDTA (0.05%/0.53 M) 500 ㎕

가하여 간 시 쳐 아 포 단 포 리하 다1 . 1

후 첨가하여 지시5 ml DMEM-10 킨 후 간 원160 × g 3
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심 리하여 단 포 리 아 포 았다 포 양. 24-well

에 아 포plate 1×103 도 주하고 각각 가 첨가(unit/ml) FBS

지 않 지 가 포함 지 가DMEM 2% FBS DMEM (DMEM-2), 5% FBS

포함 지 그리고 지 양하 다 앞 실DMEM (DMEM-5) DMEM-10 .

험에 아 포가 거 상피 포에 첨가하여trypsin/ EDTA 500 ㎕

간 시킨 후 단 포 리가 첨가한1 DMEM-10 5 ml 15 ml

고 간 원심 리하여 상피 포 았다tube 160 × g 3 . 24-well

포 양 에 상피 포plate 1×103 도 주하고 각각(unit/ml) FBS

가 첨가 지 않 지 그리고DMEM DMEM-2, DMEM-5 DMEM-10

지 양하 다 포 양 에 양 고 각각 아. 24-well plate

포 상피 포 시간 시간 시간 그리고 시간 간격 찰하여6 , 12 , 18 24

양 에 착한 비 하고 시간별, 0.01% Na2 처리하여EDDA

포가 리 시간과 비 찰하 다.

4) Na2 처리 건EDDA

재 지 실험 결과 탕 양 후 아 포 거하 한

건 알아보 한 실험계 하고 각각 에 처(Fig. 1)

리 건 탐색하 다 양 계 수가 각 래 포 차. 4 1

0.01% Na2 처리하고 지 각각 시간 시간 그리고EDDA DMEM-2 6 , 12

시간 양 후 차24 2 0.01% Na2 처리 하 다 차 처리가EDDA . 2

후 지 각각 시간 시간 그리고 시간 양 하고DMEM-2 6 , 12 24 0.01%

Na2 차 처리하 다 각 처리 단계에 아 포 거 비 과EDDA 3 .

상피 포가 리 시 하 시 시간 찰하 다.

11

Fig. 1. Schematic diagram of Na2EDDA treatments for the separation of

fibroblasts from epithelial cells. DMEM containing 10% FBS was used

for primary culture and DMEM containing 2% FBS was used just after

first treatment. Hours of cell culture before treatment were indicated.

포 포 별3.

트 러스 과1)

트 러스 Michiie Sakamoto (Department of Pathology,

Keio University School of Medicine, 35 Shinanomachi, Shinjuku-ku

공여 아 실험에 사 하 다 과160-8582, Tokyo) .

다 과 같다.

가. pCLXSN-ACC-hTERT

하여(1) poly(A)+RNA : HeLa Cell RT-PCR (Thermoscript

reverse transcriptase(Invitrogen, California, USA) KOD polymerase

통하여 하 다 본 연 에 사 한(TOYOBO, Osaka, Japan) RNA .

다 과 같다primer .

forward primer GGAATTCGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC

reverse primer GCTCTAGATTAGTCCAGGATGGTCTTGAAGTCT
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(2) recombining two clones

forward primer
AAAAAGCAGGCTCCACCATGCCGCGCGCTCCCCG

CTGCCGAGCC

reverse primer
AGAAAGCTGGGTTAGTCCAGGATGGTCTTGAAGT

CT

adaptor primers

forward primer GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

reverse primer GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

통하여 하 다(3) pDONR201 BP reaction cDNA cloning .

에(4) pCLXSN (Imgenex, San Diego, CA) multicloning site attR,

가 들어가도 하여 하 다ccdB (Invitrogen) pDEST-CLXSN .

에 삽 하여(5) pDEST-CLXSN hTERT (cDNA) pCLXSN-ACC-hTERT

하 다.

. pCMSCV-puro-hBmi-1

에(1) K526 cell RT-PCR (Thermoscript reverse transcriptase

통하여 하(Invitrogen, California, USA) KOD polymerase RNA

다.

forward primer ACGCGTCGACCGCCATGCATCGAACAACGAGAAT

reverse primer CGGATCCTCAACCAGAAGAAGTTGCTG

통하여 하 다(2) pDONR201 BP reaction cDNA cloning .

에 삽(3) pMSCVpuro vector 5‘LTR CMV/LTR fusion promoter

하여 하 다pCMSCV-puro vector .

에 삽 하여(4) pCMSCV-puro vector MCS hbmi-1 (cDNA)

13

하 다pCMSCV-puro-hBmi-1 .

트 러스2)

안 포내 도 시키 하여 에 사 할 트

러스 Retrovirus Packing System (TAKARA Bio, Osaka, japan)

사 하여 통하여 하 다 에co-transfection (Fig. 2). 293cell

그리고recombinant retrovirus vector pGP vector pE-ampho vector

Calcium 하 다phosphate transfection method co-transfection .

후 시간동안co-transfection 7~11 5% CO2 한 후 새 운, 37 incubating℃

지 해 주었다 시간 후 원심 리 상 액 수거하고. Transfection 48

사 하여 후 에 보 하고 에0.45 sterilized filter filter -80 transduction㎛ ℃

사 하 다.

Fig. 2. Diagram of total process for retrovirus particle production.
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포3) Telomerase cloning

가 포 별하 해 지에Telomerase G418 (geneticin)

첨가하고 매 첨가 지 갈아주 주 도500 ug/ml G418 2

양 지 하 다 살아 포 도 지 하. G418

여 양하 여 하 다.

포특 역 러스 감수 검사4.

포 양 가 계 수1)

포 계 양하여 상 계 가 가 한지 그리고 수 식30 ,

에 한 식 해 지 간격 한 에 개 에 검사하2 3 well

고 수 식 후 후 식곡 검사하 다confluent . 1×103 개×36( )

포 개에 주 하고6-well plate 6 (36well) 1 , 2 , 4 , 6 , 8 ,

그리고 에 포 수거하여 척 후 염색 하여10 12 PBS crystal violet

포 도 계산 하고 한 에 개 평균 하 다3 well .

포 식 검사하 하여 지 취득한 포tritium thymidine

사 하 다 포 양 개에scintillation counter . T25 flask 2

시간 양하여 양액 하고 포 식 극 가하고 시4 0.01 ml 1

간 양한 후 지 첨가하여 시간tritium thymidine (0.5 µCi/ml) 4~24

양하 다 아 스 스에. 1% NaN3 가해 지시키고0.01 ml PBS 2

척 포 해시 다 해 포액 시, 0.2 N NaOH 0.5 ml . 5

험 고 액 씻어 에 포, 0.5 ml 0.2 N NaOH (well

수거 시험 에 가한 후 염산 시 다) 2 N 0.2 ml . 50% TCA 0.15

첨가해 에 하여 시키고 원심 한 후ml 4 30 5%℃

한 씻었다 라스필 에 고 에 그리고 에TCA . 5% TCA 2 ,

틸알 과 아 하여 차 씻었다 에 고. Glass filter vial 10 ml

첨가한 타 운 에scintillation 사 하 다.

15

양상 사2) Telemerase

과 거 포들 별 어 양상5 telemerase

TRAPeze
®
RT Telomerase Detection Kit, FAM detection (Chemicon

사 하여international, California, USA) Real-Time PCR (iQ5

통하여Real-Time PCR Detection System, Bio-RAD, California, USA)

사 하 다 각각 포주 포. 1×106개씩 별 비하고5

TSR8 quantitation control, 1000 cell equivalents of telomerase positive

extract control, minus telomerase control, no template control (NTC),

하여experimental sample control (and heat treated) real-time PCR

수행하 다 한 같다. Real-Time PCR Table 2 .
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Table 2. Real-time PCR assay design for the telomerase detection

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

A TRS8
a
40 amoles Sample 1

Sample 1

Heat Treated
Sample 1 +TSK

b

B TRS8 4 amoles Sample 2
Sample 2

Heat Treated
Sample 2 +TSK

C TRS8 0.4 amoles Sample 3
Sample 3

Heat Treated
Sample 3 +TSK

D TRS8 0.04 amoles Sample 4
Sample 4

Heat Treated
Sample 4 +TSK

E Positive Extract
c

Sample 5
Sample 5

Heat Treated
Sample 5 +TSK

F
Minos telomerase

control
Sample 6

Sample 6

Heat Treated
Sample 6 +TSK

G NTC
d

Sample 7
Sample 7

Heat Treated
Sample 7 +TSK

H Sample 8
Sample 8

Heat Treated
Sample 8 +TSK

a Control template, TSR8 is an oligonucleotide with a sequence identical

to the TS primer extended with 8 telomeric repeats AG (GGTTAG)
b
Inhibition/normalization control, 0.2 amole/ L TSK templateμ

c Telomerase positive cells (106 cells)
d No template control

염색체 검사3)

과 거 포들 시간 동안 양하여 약 도 단24 70%

도 하 다. Colchicine (Sigma-Aldrich, California, USA) 0.1

게 지에 어 포에 첨가하고 시간 동안 양 처리 그ug/ml 24 , trypsin

리고 원심 리 통하여 포 수하 다 수 포 액. (0.075 M

17

에 동안 한 후 고KCl) 20 ice-cold acetic acid/methanol(1:3, v/v)

하 다 원심 통하여 포 수하고 고 액 첨가하여 포 다시. 1 ml

시 다 포액 에 슬라 드 라스에 한 울. 30 cm

시킨 후 에 시간 건 한 후 사 염색 하고drop 80 3 (Giemsa stain)℃

미경 통해 실험 샘플 마다 개씩 염색체 리 찰하여 염색체 수10

상여 검사하여 포가 암 포 었 지 하 다.

양특 양 찰4)

포 계 양하 상피 포 양 지 상 복, contact inhibition ,

식하 상 등 지 찰하여 포가 암 포(multi-layer)

었 지 그리고 상피 포 특 지하 지 하 다.

균 러스 감염여5)

포 마 플라 마 감염여 러스 감염여 PCR

통하여 하 다.

가 마 플라 마 감염검사.

마 플라 마 감염여 PCR kit (Mycoplasma PCR detection kit.

통하여 하 다 건 과 같다iNtRON, seoul, Korea) . PCR Table 3 .
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Table 3. PCR conditions for the detection of mycoplasma

PCR condition Temp. Time

Initial denaturation 94℃ 1 min

35 Cycles

Denaturation 94℃ 30 sec

Annealing 60℃ 20 sec

Extension 72℃ 1 min

Final extension 72℃ 5 min

러스 감염검사.

포 지에 폭시킨 다 아가 겔에 동PCR ,

하여 bovine herpesvirus (Table 4), bovine viral diarrhoea virus (Table

그리고 재여5) bovine parainfluenza virus type 3 (Table 6)

검사하 다.

19

Table 4. PCR primers and conditions for the detection of bovine herpes

virus (BHV)

Sequence Position
Amplicon

size

BHV-P4(F)
Forward

Primer
GCCGCAAGTTTATGCTGTAT

706~849 144

BHV-P4(R)
Reverse

Primer
CATCGAGGCAGTGTAGGTCT

PCR conditions

Pre-denaturation: 95 , 2 min℃ 1 cycle

Denaturation: 95 , 30 sec℃

45 cycleAnnealing: 52 , 30 sec℃

Extension: 72 , 1 min℃

Post-extension: 72 , 5 min℃ 1 cycle

Final-extension: 30 , 3 min℃

Table 5. PCR primers and conditions for the detection of bovine viral

diarrhoea virus (BVDV)

Sequence Position
Amplicon

size

BVDV 4(F)
Forward

Primer
GGAAGTGACGGAAAGCTGTA

752~892 122

BVDV 4(R)
Reverse

Primer
AGAGGGCAGTCAAGCCTATT

PCR conditions

Pre-denaturation: 95 , 2 min℃ 1 cycle

Denaturation: 95 , 30 sec℃

45 cycleAnnealing: 58 , 30 sec℃

Extension: 72 , 1 min℃

Post-extension: 72 , 5 min℃ 1 cycle

Final-extension: 30 , 3 min℃
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Table 6. PCR primers and conditions for the detection of bovine

parainfluenza virus type 3 (BPIV3)

Sequence Position
Amplicon

size

BPIV-3(F)
Forward

Primer
ATGTTCAAAACTATATCCCACT

7113~

7263
124

BPIV-3(R)
Reverse

Primer
CTATCATGAGTCATTCTCTGTA

PCR conditions

Pre-denaturation: 95 , 2 min℃ 1 cycle

Denaturation: 95 , 30 sec℃

45 cycleAnnealing: 52 , 30 sec℃

Extension: 72 , 1 min℃

Post-extension: 72 , 5 min℃ 1 cycle

Final-extension: 30 , 3 min℃

역 러스 감수 검사 수 과학검역원6) ( )

수 과학검역원에 역 러스에 한 감수 검사 수행하 다 신.

포주 신 포주 그리고 양 신 포T2 T3 IBRS-2

포주 역 러스 포에 계 양(AS/SKR/2002, IBRS-2 4

역 러스 감수 시험 하 다) .
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결 과.Ⅲ

래 직 양1.

각 직에 거1) RBC

태아 직 하고 상피 포 생 하여 거RBC

하 다 에 한 거 사 하 경우 포 액에. RBC 1 ml

아 숫 신 강 폐 그리고 뇌에 어 각각RBC , , ,

20±5×103, 5±2×10
2, 10±4×103, 13±4×10

4 그리고 18±7×104 고,

NH4 액 사 한 경우 신 강 폐 그리고 뇌에 어Cl/HEPES , , ,

각각 34±7×102, 15±5×10
2, 50±6×102, 78±8×10

3 그리고 6±8×103

다 처럼 거 비 한 결과 아 개수 비. RBC RBC

슷하여 에 한 거 도 거 과 얻 수RBC RBC

었다 거하고 수거 단 포 포 양 에. RBC 24-well plate 12

시간 양한 후 닥에 착 포 비 찰한 결과 NH4Cl/HEPES

액 하 거 루어지지만 에 한RBC RBC

거 에 비 하여 양 시 포 생 낮아지 것 찰하 다

(Fig. 3).
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Fig. 3. Survival rate of digested cells from different organs after

removing RBC either by dilution method or by lysis method. Dilution of

minced tissues with culture medium (DMEM) and discard supernatant 2

minutes after sedimentation. Treatment of minced tissues with 0.83%

NH4Cl in HEPES.

각 별 처리에 한 포 수2)

처리 후 지 리 포 수가 꾸 가하 지Collagenase 30

만 후 상 포수 가 보 지 않았다 신 경우50 .

포 많 얻 해 상 계 처리하 것30 collagenase

지 아 포가 함께 리 비 폭 가하게30

다 라 아 포 리 하여 상피 포 얻 해. 30

내 처리하 것 리하 다 다 들도 지 계 하여. 40~50

리 포 양 가하지만 coll 처리가 지agenase 20

아 포 리 비 가하게 었다 처리시간 별(Fig. 4). Dipase

지 수거 포 양 계 가하 다 신 과 폐25 .
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경우 후 강과 경우 그리고 뇌 경우 지10 , 15 20

아 포 리비 가 었다 경우 내강(Fig. 4).

에 진 하 과 에 한 처리 에mincing

결과 타내었다.

Fig. 4. Digestion of minced organs by collagenase treatment. Proper

time of collagenase treatment was about 30 minutes since longer

treatment than 30 minutes resulted in more contamination of fibroblasts

as well as low survival of digested cells after plating.

처리에 한 포 생3)

재 지 처리 건 사 하여 각 직에 포 리

한 다 포 양 플라스크에T25 1×10
5
개씩 주하고 시간 후 미경12

찰하여 포 착 하 다 포 착 각 직에 라.
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다 차 가 었지만 도 었고 신 래 포가 양55% - 70%

에 착 가 것 었다 또한 시간 양한(Fig. 5). 72

후 생 포수 비 하여 각 래 포들 도 사하 다 에.

양 각 포가 한 도 열 하 것 아니라 직 특

에 라 포 열 도가 연 다 다 것 알 수 었 신 포

포가 다 직 래 포들 보다 열 도가 빠 알 수 었

다(Fig. 5).

Fig. 5. Digestion of minced organs by dispase treatment. Proper time of

dispase treatment was about 10-15 minutes since longer treatment than

15 minutes resulted in more contamination of fibroblasts as well as low

survival of digested cells after plating.
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각 별 처리 건4)

처리 건 리하 과 같다 건 아 포Table 7 .

가 없 순수한 상피 포만 얻 것 어 웠고 각 별

처리 건 사하 다.

Table 7. Determination of optimal digestion conditions for fetal bovine

tissues using two-step enzyme treatments

Organs

1
st
treatment

(collagenase)

2
nd
treatment

(dispase)

Concentration(%) Time(min) Concentration(%) Time(min)

Kidney 0.25 30 0.01 10

Oral cavity 0.25 20 0.01 15

Lung 0.25 20 0.01 10

Brain 0.25 20 0.01 20

Small

intestine
0.25 20 0.01 15

아 포 거 통한 상피 포 별2.

1) Na2 도별 처리EDDA

태아 신 후 강 폐 갑상 그리고 양 포, , , , 2

각각 양하고 그리고0.01% 0.05% 0.5% Na2 씩 첨가하EDDA 1 ml

여 아 포 거한 결과 아 포가 리 어 시 과 상피 포가

리 시 하 시 간 시간 차 Na2 도가 아질수EDDA

어들었 리 아 포 양에 한 차 없었다 하지만.

도에 처리할 경우 아 포 상피 포 리가 루어지 시간
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차 가 어들게 어 실험 가 처 하 한 한 시간 여 가 없 경

우가 생하 도 하 다 라 후 실험에 시간 여 가 하고. ,

사한 실험에 다 연 가 택하 0.01% Na2 실험 시행하EDDA

다.

계 수 양 시간에 실험2)

태아 양한 후 계 수 양 시간에 아 포

거 실험하 다 양 계 수가 가하 아 포가 거.

비 감 하 다 양 포 계 할 지 아(Fig 6). 4

포 거 지만 계 한 들 하 거 보 다8 50% .

또한 계 수가 어가12 Na2 처리에 한EDDA 아 포 리 상

피 포 리가 거 같 루어지 것 찰 할 수 었다 계. 12

한 포에 Na2 하여 아 포만 리하 사실상 어 웠다EDDA .

아 포가 Na2 처리하여도 포질 수 하지 않았다 계 수EDDA .

가 하 경우4 Na2 처리하고 미경 찰하EDDA Fig. 7 B

사진에 보 같 아 포 포질 빠 게 수 하여 엉겨

습 찰 할 수 었지만 계 수가 경우 아 포 포질, 12

도만 수 하고 상 수 하지 않았다50% .

포 양시간에 아 포 리 도 상당한 차 었다(Fig

양 시간과 시간에6). 12 24 0.01% Na2EDDA 처리하 아 포 리가

었다 하지만 시간 지 아 포 리 시 지 많 시간 필. 24

하고 에 라 상피 포가 같 탈락 상 찰 할 수 었다.

라 Na2 양 후 시간에 시간 사 에 사 하 것 리하EDDA 12 24

다.

양 계 수가 가하여 상 Na2 처리 통한 아 포EDDA

거 하지 못할 시 Na2 함께 사 하여 아EDDA trypsin/EDTA

포 거할 수 었다 상 계 가 양 포 시간 양 후. 10 24

단 도 양하고 양 시간 사 에100% , 24~48 0.01%
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Na2 간 처리 하 아 포 포질 도 수 하게EDDA 3 50%

고 양 가볍게 쳐 주어도 양 에 리가 지 않 상태가 다.

포계 시 사 하 양과 도 약 간trypsin/EDTA 15~30

에 처리 하고 처리가 곧 양 에 가볍게36 trypsin/EDTA℃

격 주 아 포가 리 첨가하여 척 하고, DMEM-10

하여 지 리 아 포 거할 수 었다70% ~ 90% .

Fig. 6. Effects of culture time and number of passages on the

separation of fibroblasts by Na2EDDA treatments.
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Fig. 7. Separation of fibroblasts from epithelial cells by treating with

Na2EDDA. A: Cultured cells before Na2EDDA treatment. Empty arrow

indicates fibroblasts and filled arrow indicates epithelial cells. B:

Fibroblasts were rounded and detached from culture-flask by the first

Na2EDDA treatment. C: Fibroblasts were detached from culture-flask by

the second Na2EDDA treatment. D: Fibroblasts were completely

removed from the flask by the third Na2EDDA treatment. Scale-bar: 40

µm.

지 도에 포 착과3) FBS Na2 처리 실험EDDA

아 포 상피 포 리하고 도에 포 착 시간과FBS

Na2 처리했 시 포가 리 시간 비 하 다 실험결과 시간EDDA . 6

동안 지 양한 아 포 경우 도 착 하고 포DMEM-2 60%

간 연결도 약하여 Na2 처리할 경우 약 포가EDDA 30~40

하 시 하 다 시간동안 지 양한 상피 포(Table 8). 6 DMEM-2

경우 도 착 하 아 포에 비 하 포간 연결80%
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단단하여 약 간50~60 Na2 처리하여야 포가 하 다EDDA . 12

시간동안 양한 아 포 상피 포 상 착 보 다90% .

하지만 Na2 처리 시 포가 하 시간에 차 가 었다 아EDDA .

포 도 지 하 시 하고 상피 포 도가 지2 30 3 30

하 시 하 다 포 양하고 시간 지 상피 포. 18

아 포 가 착 하 고 상피 포 포질 해 지만100%

아 포 포질 상피 포에 비하여 하지 못하 다. Na2 처리EDDA

할 경우 아 포 상피 포 리가 시 시간 차 도30

다 시간 지 아 포 상피 포 가 착 하. 24 100%

다 하지만. Na2 처리 시에 아 포 상피 포 리 시 시간EDDA

도 차 보 다 사 하여 양한 경우 시간 경과한20 . DMEM-5 6

포 착 상 었80% Na2 처리 시에 포 리가 루어EDDA

지 시간 아 포가 도 다 상피 포도 아 포 비슷3 . 한 결과

보 Na2 처리 시 포가 리 시 하 시간 보다EDDA 3

었 큰 차 없었다 시간 상 양한 아 포 상피 포 착. 12

다100% . Na2 처리할 경우 아 포 상피 포 리가 시EDDA

시간에 차 없었다 사 하여 양한 경우. MDCK-10

결과도 지 사 한 경우 비슷한 결과 타냈다 결과DMEM-5 .

사 하여 양 하게 아 포 상피 포 리가 시DMEM-2

시간 차 가 커지므 Na2 처리하여 포 리하EDDA

욱 리하 다.
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Table 8. Cell attachment rate and optimal time of Na2EDDA treatment

to separate fibroblasts and epithelial cells

Using

medium

6 hoursa 12 hours 18 hours 24 hours

attachment

rate(%) Timeb

(sec)

attachment

rate(%) Time

(sec)

attachment

rate(%)
Time

attachment

rate(%) Time

(sec)

Fc Ed F E F E F E

DMEM-2e 60 80 30 90 90 60 100 100 30 100 100 20

DMEM-5
f
80 80 20 100 100 10 100 100 0 100 100 0

DMEM-10g 80 90 20 100 100 10 100 100 0 100 100 0

a Time of cell culture before Na2EDDA treatment
b Optimal time of Na2EDDA treatment to separate fibroblast and epithelial

cells
c Fibroblasts
d
Epithelial cells

e DMEM medium containing 2% fetal bovine serum
f DMEM medium containing 5% fetal bovine serum
g DMEM medium containing 10% fetal bovine serum

각 별 처리 실험4)

재 지 실험 결과 탕 양한 각 에 아 포 거

하 한 건 하 다 양 하고 계 수가 포에(Fig. 1) . 4

시간 후에 포단 가 도 양하고 차24 100% 1 0.01%

Na2 처리하여 지 하여 시간동안 양한 후 차EDDA DMEM-2 6 2

Na2 처리하 것 었다 차 처리 후 아 포 거가 하지 않EDDA . 2

지 시간 양한 후 차 처리 하여 아 포DMEM-2 12 3
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거할 수 었다 차 차 그리고 차 지(Fig. 7). 1 2 3 Na2 처리하EDDA

계 수가 하 경우 아 포 상 거가 가 하 고 상피4 90%

포 실도 거 없었다 하지만 계 수가 가한 상태에. Na2 처리 하EDDA

게 아 포 거 도 낮아지고 상피 포 실 도 가하게 었다.

러한 결과 양 에 아 포 거가 루어 야 한다

보여 다.

포 포 별3.

트 러스1)

양 포 하 한 트 러스 한 사 하여

하 다(Fig. 8).

Fig. 8. PCR detection of retrovirus vector. M: 1kb Marker, lane L2:

hTERT (Xba I, Hind III), lane L3: hTERT (Xcm I, Xba I), lane L4:

hTERT (Afl II, Xba I), lane L5: hbmi-1 (Cla I, Hind III), lane L7: hbmi-1

(EcoR I, Cla I), lane L8: hbmi-1 (BamH I, Cla I), lane L9: hbmi-1 (Xba

I), lane L10: hbmi-1 (Nde I, Xho I)
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포 별과 포2) cloning

포 별하 해 지에 첨가하G418 (geneticin) 500 ug/ml

고 매 첨가 지 갈아주 주 도 양 지 하 다 살G418 2 .

아 포 도 지 하여 양하G418

여 하 다 가 포 포 특 과 양.

별 포 별하여 하 다 포 계 양하 상피type cloning .

포 양 지 상 복 식하 상, contact inhibition , (multi-layer)

등 지 찰하여 포가 암 포 었 지 그리고 상피 포 특

지하 지 하 다 래 포 습니다. Fig. 9 . Fig. 9

그림 A 신 래 상피 포 습 수 열에 걸 다type-1 2 3 .

그림 신 래 상피 포 습 수 열에 걸 고B type-2 2 2

Na2 처리시 가 강하게 착 지하 다 그림 신 래 상피EDDA . C

포 습 신 래 포들 가운 가 큰 포질 보 하type-3

수 열에 었다 그림 후 강 래 포 수2 2 . D 2

열에 었고3~4 Na2 처리시에 탈락하 다 그림EDDA . D

래 포 수 열에 었고2 2~3 Na2 처리에도EDDA

강한 착 보여주었다.
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Fig. 9. Immortalized primary bovine epithelial cell lines. A: kidney

type-1 cell line, B: kidney type-2 cell line, C: kidney type-3 cell line,

D: oral cavity cell line, E: small intestine cell line. Scale-bar: 40 µm.
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포특 역 러스 감수 검사4.

포 양 가 계 수1)

포 계 양하여 상 계 가 가 한지 그리고 간격 비30 , 3 1:3

계 양 하 사하 다 수 식 에 한 식 해 지.

에 한 에 개 에 검사하 고 수 식 후 후2 3 well confluent

식곡 과 포주(Fig. 10, Fig. 11) population doubling time (Fig.

검사하 다 신 래 포주 수 식 후 포 수 신12) .

신 가 가 많았고 신 과 신 신Type-2 Type-3 Type-1 Type-4

양 포보다 낮 포수 보 다 다 래 포주.

포수가 가 많았 폐가 가 낮았다 지 포주. 12

에 포수 감 가 찰 었다 포주. population doubling time

에 보 같 신 지 한Fig. 14 Type-2 Type-3 24

보여주었다 갑상 경우 지 한 시population doubling time . 30

간 지하다가 한순간 포주가 사 하 상 타내었다 후 강과.

신 그리고 신 가Type-1 Type-3 population doubling time

하다가 상 열하지 못하고 사 하 다.
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Fig. 10. The growth curve of immortalized bovine kidney cell lines.

Fig. 11. The growth curve of immortalized primary bovine epithelial cell

lines.
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Fig. 12. The population doubling time of immortalized primary bovine

epithelial cell lines.

양상 사2) Telomerase

과 거 포들 별 어 양상5 telomerase Real

통하여 사하 다 양 포 양 가Time PCR (Fig. 13). telomerase

낮게 신 신 가 게 검Type-2 Type-3 telomerase

사 었다 포주에 양상 포주 에. telomerase

변 보 지 않았다 양 포 후 강 포. 25 지 계 양

가 하 다.
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Fig. 13 Real-time PCR analysis of telomerase expression in immortalized

primary bovine epithelial cell lines.

염색체 검사3)

과 거 포들 별 염색체 검사 하여 암 포 가5

었 지 검사하 다 가 가하 염색체 변 뚜 하게 타 지 않았.

다 신 포주 염색체 본. Fig. 14 Type-2 다.
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Fig. 14. The chromosome specimen of a immortalized primary bovine

epithelial cell (kidney type-2).

양특 양 찰4)

포 계 양하 상피 포 양 지 상 복, contact inhibition ,

식하 상 등 지 미경상 찰한 결과 꾸(multi-layer)

상피 포 양 지하 상 한 복contact inhibition

식하 습 보 지 않았다.

균 러스 감염여5)

포 마 플라 마 감염여 러스 감염여 통PCR

하여 하 다 마 플라 마 검사 감염 러스. fetal bovine

검사항 하 다 검사결과 다serum .

(Fig. 17, Fig. 18).
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Fig. 15. PCR analysis of mycoplasma contamination in established cell

lines. M: 100bp DNA marker , lane PC: positive control, lane NC:

negative control, lane L4: kidney, lane L5: lung, lane L6: small intestine,

lane L7: oral cavity.

Fig. 16. PCR analysis of virus contamination in established cell lines. A:

bovine herpesvirus (BHV), B: bovine viral diarrhoea virus (BVDV), C:

bovine parainfluenza virus type 3 (BPIV3)

포 러스 감수 검사6)

역 러스에 감수 포주 포주IBRS-2

러스 감수 비 하 다 사 역 러스 포. stain IBRS-2

에 계 양 어 포에 순 어 러스주 에도 하고IBRS-2

감염 시간 후24 TCID50 신 그리고 신 에/ml Type-2 Type-3
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포보다 게 다 신 과 신IBRS-2 100 ~1000 (Fig 19). Type-1

과 포 열 도가 감수 검사에 합하지 않았다Type-4 .

Fig 17. Susceptibility test of established cell lines for foot-and-mouth

disease virus infection and propagation (tested in national veterinary

research and quarantine service).
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고 찰.Ⅳ

역 그 염 아주 강하고 에 계 각 에

역 산 막 해 살처 책 사 하고 다 라 역 생.

에 직 피해 폐사 지연 생산 하 식 애 등 어 살처( , , , )

에 산업계 경 피해가 아주 크다고 할 수 다 어.

비 하 산업 등 간 실 주고 사 란 지 야 할

수 한 가 염병 다.

역 산 막 해 신 한 진단 행 어야 한다 역 진단.

에 가 하 감수 포에 검사재료 하여

역 러스 검 하 것 다 재 역 러스 리 해 돼지.

계통 러스 돼지신 래 포주 타 래 러(IBRS-2),

스 햄스 포주 신 포 하고 햄스 포주(BHK-21)

역 러스에 한 감수 어진다 러스 식 신.

포 계 수가 짧아 러스 진단에 래 사 하 어 고

동결 후 해동 시 감수 어진다 그러므 역 러스 검 해 필.

할 마다 새 운 양 포 빈 해야 하 포 에 필

한 신 한 직 공 어야한다 과 하여 진단 신

하게 루어지 어 다 가지고 다 러한 해결할 수.

새 운 포주 시 하다 하지만 새 운 포주 하.

해 양 한 행연 가 필수 루어 야 한

다 하여 태아 양 립과 양 포 연.

하 다.

직 하 포 포 착 등에 해 포 상 간에 질

에 단단 착하고 므 단 포 얻 해 러한 결합 단 질

해 사 하여 해야 한다 단 질 해 에. trypsin, pronase,

등 러한 에 특dispase, papain, pancreatin collagenase

한 양 직 간 폐 등 직에 단 포 얻 해 많collagen , ,

사 하고 과 달리 포독 고 시간 처리시간에도trypsin 3
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포가 상해 지 않 것 알 많 학 가 천 하고 다 또한.

리아에 리한 청에 해 단 해 억collagenase dispase

지 않 에 청 포함한 지에 사 가 하므 청 포함한

지에 포 리 업 하 포 생 많 수 다 등(Stenn ,

등 등 하지만 상피 포 리하 하1989; Fujita , 1992; Brandsch , 1998).

여 런 사 할 처리시간과 량 하게 결 하지 못하 상피

포뿐만 아니라 직 하고 여러 포들 특 아 포

리 다량 루어지므 한 처리 도 시간 하다 할

수 다.

양 하여 직 게 게 직 에 다량

가 그 처리 하여 양 하게 상피 포가RBC

양 에 착하 것 가 해하게 어 결과 상피 포 양RBC

실 하게 원 다 특 액 많 포함하고 신 폐 같.

직 거가 엇보다도 하다 도함RBC . RBC

거에 많 사RBC NH4 액 등Cl/HEPES (Juy 1979; Stä 등hli

본 실험에도 사 하여 보았다 그 결과 거에 과가 았1980) . RBC

상피 포 체 생 에 지 않 결과 보여주었다 에 지 첨가하.

여 편 직 시킨 후 시간 시킴 직 가라앉게 한 후

상 액 거하 거에 어 비슷한 보 상RBC

피 포 생 도 훨씬 리하다 것 알 수 었다 편.

직에 지 첨가함 삼 압 안 가 하고 양pH

공 하여 생 라간 것 단 다 또한 액.

거 운 처리과 없어 직 처리 시간 단 것도 한 원 라고 생각

다.

직에 처리하 한 건 에 보 같Table 1

에 라 시간과 도가 약간씩 다 것 알 수 다 처리시간.

어지 아 포 격한 루어지고 처리시간 짧 상피

포 리가 루지지 않 다 경우 직 편하.

지 않고 간 처리 경우 같 내강에 주사 등 사 하여 단 질(liver)
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해 채우 많 사 한다(Zhao Duncan, 2005; Mansuroglu

등 하지만 동 마우스 간처럼 내강에 주사, 2009).

삽 하 한 경우에 상 없 동 태아 에 하 경우 1

주사 사 한다 하 라도 체가 아주 연약하고 내강 또한ml

하 에 삽 어 운 다 러한 해결하.

하여 직 처럼 게 한 후 처리 한 결과 내강에

진 하 보다 상피 포가 많 리 결과 얻었다.

가 할 가하여 상 많 상피 포 리가 루어지

도 하 고 처리 후, 피펫 한 계 포 리가 가 하여

결과 리 상피 포 양 었다고 단 다 에 한. Mincing

처리 건 하 아 포가 같 리 것 하여

상피 포만 택 리하 것 가 하므 내강에 진 하

수고 수 었다 양 포 각 별 특 달랐다 상피. .

포 열 도가 빠 신 과 경우 차 계 양 시 포 양 많1

었지만 열 도가 린 뇌 경우 포 양 많 지 않 것 볼 수

었다.

본 연 에 시한 처리 도 시간 직 크 실험

수행하 연 숙 도에 라 달라질 수 다 직 수술.

안과 가 등 가 한 단 매 하게 하 것 하다 탁한.

사 하 포에 압 가해 포 상하게 할 수 다 본 연 결.

과 탕 다양한 동 태아 에 상피 포 양 가 하다

고 단 다.

양 할 가 아 포 Na2 도가 낮EDDA FBS

함 한 지 하여 거하 찾고 하 다 본 연.

결과 Na2 시간별 처리하 도가 낮 지 첨가하여 포EDDA

양하 상 아 포 거 할 수 결과 얻었다 등90% . Drewa

한 에(2006) Na2 포간EDDA Ca2+결합 사 에 들어가

아 포 결합 과 해 할 수 다고 하 다 양 시에 포.

가 결합하 많 식 하 결합에 한 포 간 결합anchorage
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등 매우 강한 결합 상피 포가 아 포보다(Yonemura , 1995)

욱 하게 가지고 다 등 등(Niederauer , 1994; Vasioukhin , 2000).

해 Na2 처리할 경우 상피 포가 아 포보다 욱 랜 시간EDDA

양 에 어 수 게 한다 또한 도에 라 포간 결합. FBS

달라지 것 등 하여 낮 도에 양한 결과(Boisseau , 1992) FBS

포 리할 수 었다고 사료 다.

아 포 거할 지 포 양한 후 포단DMEM-10 24

시간 후에 상 도 하 것 상피 포가 아 포 함께 리100%

비 낮 수 었다 포들 집하여 라게 하 상피 포들.

결합하고 강해 Na2 처리에 아 포보다 과EDDA

항 할 수 라고 사료 다 차 처리 하 아 포. 1

거 지만 상피 포 하고 경계 근 포들 리가 루어지지

않 다 차 처리 후에 시간 경과하여 차 처리 하 상피 포 포. 1 6 2

가 만 고 경계 근 아 포가 탈락 어 것 볼 수 었다.

차 처리 시간 시간 어가게 상피 포 하고 아 포2 12

탈락 어 지 않았다 차 처리 후 시간 내에 차 처리 하게. 2 12 3

상피 포가 아 포 함께 리가 상 생한다 차 처리. 3

상피 포들 간 포연결 복 지만 아 포 포들 간 연

결 슨한 시 시간 시간 사 에 하 것 가 리하 다12 ~24 .

실험 에 한 언 하 , Na2 처리 할 아 포 리EDDA

가 루어지 시 하 시간과 상피 포 리가 시 시간 차 가

매우 짧 므30~50 Na2 처리 하 미경 포 상태EDDA

계 살펴보아야 한다. Na2 처리 후 미경 통하여 계 찰하 아EDDA

포 고 쭉한 포질 수 하 습 찰 할 수 , 아 포가

수 하여 게 시 에 양 살짝 들거

쳐 격 주 쉽게 리 시킬 수 다 차 아 포 리할 많. 1

양 한꺼 에 거하 하여 상피 포 포질 수 하 시 하고

도 계 하여 Na2 처리 하 어 한 순간 상피 포 양EDDA

에 리가 므 상피 포 포질 변 시 가 첨FBS
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가 지 하여 척 하여야 한다 강하게 척 하 상피 포가.

탈락하므 척 시에 피펫에 지가 양 에 닿지 않도

앞 벽 하여 주어야 한다. Na2 하여EDDA

양 포에 아 포 거하 실험 어 도 한 경험과 술

하우 필 하 것 사실 다 양 시 계 수가 가함에.

아 포 Na2 에 한 항 큰 하므EDDA

아 포 거하 해 어도 계 약 하 에8 ( 15 ) Na2EDDA

처리 시행하여야 한다 결 본 연 에 차 차 그리고 차에 걸. 1 2 3

쳐 Na2 처리하 건 시하여 아 포 거할EDDA

수 시하 다 양 시 가 큰 하.

아 포 우 상 해결 할 수 실험 다양한 동 과 에

사 가 할 것 다.

본 연 에 역 러스에 한 감수 지 고 연

양 상 가 하여 신 한 러스 검 에 숙주 포 사30

역 러스에 감수 래 포주 하고 하 다.

포주 양상 사 포 양 찰 포 양 계 수telomerase , ,

염색체 검사 마 플라 마등 균 감염검사 러스 감염검사 통, ,

하여 후보 포주 하고 후보 포주에 한 역 러스 감수

검사 통하여 후보주 택하 다.

포주 양상 통하여 사한telomerase Real-Time PCR

결과 신 포주 신 포주에 값Type-2 Type-3 fluorescence

지 지 가 것 볼 수 었고25 telomerse ,

포 계 수 한 결과 지 비 한 열 도 보25

염색체 큰 변 도 보 지 않았다 실험동안 염 태아 체 염 여.

알아보 한 균 감염 실험과 러스 감염 실험에 포주

다.

역 러스에 감수 것 라고 생각 한 포주 신

포주 신 포주 하지 않 포Type-2 Type-3

역 러스에 감수 다고 알 진 포주 각각IBRS-2
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역 러스 감수 검사결과 러스 시간 후 신 포24 Type-2

주 포주 그리고 신 포에 포주 보다Type-3 IBRS-2

도100~1000 TCID50 보 다 신 포주 신/ml . T2

포주가 가 포가 가지고 생 학 특 그T3

지하 보여 다 또한 포주가 에 사 하 포. IBRS-2

주에 비하여 상 보 역 러스100 titer

리 감수 검사 한 시킬 것 상 어진다.

포주 하 역 생 에 신 한 러스 검 과 연

에 많 도움 것 라고 단 고 역 신 개 에 어 한,

하 러스 고역가 생산할 수 포주 보라 할 수

포주 에 합하고 또한 러스 연 계 양 통하,

여 약독 러스주 생산하 도 합하여 신개 에 필 한 숙주 포

가 하리라 단 다 또한 암 포가 아닌 상 상피 포 특. 간직

하고 포주 앞 다양한 래 러스 감수 검사

거쳐 러스 검 숙주 포주 러스 생산 포주 사 가

할 것 다.
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Abstract

Immortalization of bovine primary epithelial cells

for isolating foot-and-mouth disease virus

Kyong-Leek Jeon

(Supervised by Professor Kyu-Kye Hwang)

College of Veterinary Medicine,

Graduate School, Jeju National University,

Jeju, Korea

Immortalized primary bovine epithelial cell lines which were sensitive to

detect foot-and-mouth disease virus (FMDV) have been established by

primary culturing of bovine fetal kidney, thyroid gland and

laryngo-pharyngial tissues. Epithelial cells were separated after removing

fibroblasts by Na2EDDA treatment because fibroblast were not

susceptible for the detection of FMDV. Each cell lines have been tested

for normality by chromosome analysis, culturing patterns, shape,

microorganism contamination test, and propagation potency by checking

population doubling time until 25 passages. T2 and T3 cell lines (kidney

epithelial cells) were continuously grown without remarkable decreasing

of growth rate and steadily expressed telomerase reverse transcriptase.
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T2 and T3 cell lines were about 100-times more sensitive to produce

FMDV than IBRS-2 (control cell line) at 24 hours post infection.

Conclusively, T2 and T3 cell lines have been proved as immortalized

primary epithelial cells with normal features and high susceptibility for

FMDV.

Keywords: Foot-and-mouth disease, primary cell, immortalization,

epithelial cell, susceptibility, cattle
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