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청

청 항 1 

만   포  집단  티  A  Wnt 리간드  함 하고 루  도가 5.5 mM  과하지  지

에   내 엽 계통  특징  마커  하  포 집단  하  것  포함하 ,

 내 엽 계통  특징  마커가 SOX17, GATA4, HNF3 타, GSC, CER1, 달, FGF8, 라 어리, 믹 -

사  단 질, FGF4, CD48, 에 민, DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-Kit, CD99  OTX2  루어

지   택  것 ,

  내 엽 계통  특징  마커  하  포 집단  생 .

청 항 2 

만   포  집단  GDF-8   14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사

[19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타 사-1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16-  함 하고  루  

도가 5.5 mM  과하지  지에   내 엽 계통  특징  마커  하  포 집단  하

것  포함하 ,

 내 엽 계통  특징  마커가 SOX17, GATA4, HNF3 타, GSC, CER1, 달, FGF8, 라 어리, 믹 -

사  단 질, FGF4, CD48, 에 민, DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-Kit, CD99  OTX2  루어

지   택  것 ,

  내 엽 계통  특징  마커  하  포 집단  생 .

청 항 3 

1항 또  2항에 어 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포가  내 엽 포  것  

.

청 항 4 

(1) 티  A  Wnt 리간드, 또  (2) GDF-8과 14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사

[19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타 사-1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16-  보 고  루  

도가 5.5 mM  과하지  지에  만   포  하  것  포함하 , 만   포   내

엽 포  하  .

청 항 5 

삭

청 항 6 

1항, 2항 또  4항에 어 ,  에 만   포   가  포함하  것  .

청 항 7 

1항, 2항 또  4항에 어 , 만   포가 간 만   포  .

청 항 8 

1항, 2항 또  4항에 어 , 지  pH가 7.6 상  .

청 항 9 

4항에 어 , 만   포  티  A  Wnt 리간드가 보 고 루  도가 5.5 mM  과하지 
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지에  하  것  포함하  .

청 항 10 

1항 또  9항에 어 , Wnt 리간드가 Wnt-3a  .

청 항 11 

1항 또  9항에 어 , 티  A가 1 pg/ml 내지 100 μg/ml  도  사  .

청 항 12 

1항 또  9항에 어 , Wnt 리간드가 1 ng/ml 내지 1000 ng/ml  도  사  .

청 항 13 

4항에 어 , 만   포  GDF-8   14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사

[19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타 사-1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16-  보 고  루  도

가 5.5 mM  과하지  지에  하  것  포함하  .

청 항 14 

2항 또  13항에 어 , GDF-8  5 ng/ml 내지 500 ng/ml  도  사  .

청 항 15 

1항 또  2항에 어 , 만   포  1  내지 7  동  하  것  포함하  .

청 항 16 

4항에 어 , 만   포  1  내지 7  동  하  것  포함하  .

청 항 17 

삭

 

   

 원과  상  참[0001]

본 원  든  하여 체  본 에 참고  포함 , 2010  8월 31  원  미  가[0002]

특허 원 61/378,448   주 한다.

본  린 생  포  만   포   진하   공한다.  특 , 본  집단[0003]

내  포  80% 과가  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  생 하   공한

다.

 경  

I  진  당뇨병   식가 한  랑게 한  에  한  포- 체  료 에  진 에  생착[0004]

(engraftment)에 한 린 생  포, 또  β 포  공 원  개 하   심  집 었다.  한 가지

근   들어   포  같  만   포   β 포  생 다.

척 동   생에 , 만  포  낭  (gastrulation)  진 과 에  삼 엽 ( 엽, [0005]

엽,  내 엽)  포함하  포  생 한다.   들어, 갑상 , , 췌 , ,  간과 같  직

간  단계  통해  내 엽  생할  것 다.    과 에  간  단계   내 엽  (definitive

endoderm)  다.   내 엽 포  HNF3 타, GATA4, MIXL1, CXCR4  SOX17과 같  많  마커  

한다.

췌    내 엽  췌  내 엽   생 다.  췌  내 엽  포  췌 -십 지  [0006]
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(homeobox) , Pdx1  한다.  Pdx1  재 하에 , 췌  복  원 (ventral bud)  

 원 (dorsal bud)   상  달하지 못한다.  라 , Pdx1  췌  에  한 단

계  특징짓 다.  한 췌  다  포  에 도  직  내  직  포함한다.   

내  직  췌  내 엽   생 다.

췌도 포  특징  지닌 포가 생   포  도  것  보고 었다.   들어,  루[0007]

(Lumelsky) 등 ( 헌[Science 292:1389, 2001])  생    포가 췌도  사한 린  

한 것  보고하고 다.  리 (Soria) 등 ( 헌[Diabetes 49:157, 2000])  생    포

도  린  포가 트 신 도  당뇨 생 에  당  상 시킴  보고하고 다.

하나  에 , 리(Hori) 등 ( 헌[PNAS 99: 16105, 2002])  생    포  포 포 시티드 3-[0008]

나  억 (LY294002)  처리하여 β 포  닮  포  생 하  개시하 다.

다  에 , 리 주 (Blyszczuk) 등 ( 헌[PNAS 100:998, 2003])   Pax4  하  생  [0009]

 포  린 생  포  생 하  것  보고하고 다.

미 프(Micallef) 등  PDX1  췌  내 엽  게 하    포  책 (commitment)  틴산[0010]

 할   보고하고 다.  틴산  에  낭  마지막에 해당하  간 동   

포  4 째에 에 첨가   Pdx1  도하   가  과 다 ( 헌[Diabetes 54:301,

2005]).

미 (Miyazaki) 등  Pdx1  과다 하  생    포주  보고하고 다.  그들  결과  [0011]

 Pdx1   생   포에  린,  마 타틴,  루 나 ,  닌3,  p48,  Pax6,  

Hnf6    향상시  보여 다( 헌[Diabetes 53: 1030, 2004]).

쿠 (Skoudy) 등  티  A (TGF-β 리  원)가 생    포에   췌  [0012]

(p48  라 )  내  (Pdx1, 린  루 곤)   상향 함  보고하고 다.  

 과  1 nM 티  A  사 하여 찰 었다.  그들  또한 린  Pdx1 mRNA    틴산에

해 향  지 지만; 3 nM FGF7 처리가 Pdx1  사체   가시킴  찰하 다( 헌[Biochem. J.

379: 749, 2004]).

라 (Shiraki) 등    포  Pdx1  포   특  향상시   들  과[0013]

 연 하 다.  들  TGF-β2가 재 가 하게    Pdx1  포  생 함  찰하 다 ( 헌

[Genes Cells. 2005 Jun; 10(6): 503-16.]).

고든(Gordon) 등  Wnt 시그 링 억  함께 티  재 하에 그리고 청  재 하에, 생   [0014]

포  라 어리(brachyury) [ ]/HNF3 타 [ ] 내 엽 포  도  보여주었다 (미  특허 공개

2006/0003446A1 ).

고든 등 ( 헌[PNAS, Vol 103, page 16806, 2006]) "Wnt  TGF- 타/ 달(nodal)/ 티  시그 링  [0015]

원시 (anterior primitive streak)  생 에 동시에 필 하 다"라고 진 한다.

그러나,   포 생  생    들어, 간과 같  고등 포 에  생 프 그램  [0016]

하게 하지   다.

톰 (Thomson) 등  간 포    포  단리하 다( 헌[Science 282:114, 1998]).  동시에,[0017]

어하트(Gearhart)  동료들  태  생식  직  간  생식 포(human embryonic germ; hEG)

포주  도하 다 ( 헌[Shamblott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13726, 1998]).  병 억

(LIF)  함께 함  간단하게  지할   생    포  달리, 간  

 포  매우 특별한 건 하에  지 어  한다 (미  특허 6,200,806 ; 특허 공개 WO 99/20741 ;

특허 공개 WO 01/51616 ).

드' (D'Amour) 등  고 도  티 과  청  재 하에  간   포- 래  내 엽[0018]

  생  개시한다 ( 헌[Nature Biotechnology 2005]).  생  신  피막 하에 들 포  식

하   내 엽  특징  가진 보다 한 포  가 었다.  간   포- 래 

 내 엽  포  FGF-10  첨가  후에  Pdx1   포  가    다  (미  특허  공개  

2005/0266554A1 ).
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드' (D'Amour)  등 ( 헌[Nature Biotechnology - 24, 1392 - 1401 (2006)])  "우리  간  [0019]

(hES) 포  췌  몬 린, 루 곤, 마 타틴, 췌  폴리 티드  그 린  합 할   내

 포  시    개 하 다.   과  도 에  내 엽, 창  내 엽, 췌  내 엽,

 내  체  닮  단계들  통해 포  내  몬  포가 도  함  생체내(in vivo)

췌   한다"고 다.

다  에 , 피 (Fisk) 등  간   포  췌도 포  생 하  시  보고한다 (미  특[0020]

허 공개 2006/0040387A1 ).   경우에,  경   단계  나 었다.  간   포   

티 산나트   티  A  합  사 하여 내 엽  시 다.  그 다 , 포  EGF 또  타 룰린과

합  TGF-β 항 , 컨  (Noggin)과 함께 하여, PDX1  포  생 하 다.  마지막 

니 틴 미드에 해 도 었다.

라  β 포  욱 하게 닮   린  포  생 하  한 시험  내  개 하  것[0021]

 여  상당  필 하다.  본  집단 내  포  80% 과가  내 엽 계통  특징  마커  

하  포  집단  생 함  간   포  린  포  향해 시   향상시

  근  취한다.

 내

 실시 태에 , 본  집단 내  포  80% 과가  내 엽 계통  특징  마커  하  [0022]

포  집단  공한다.

 실시 태에 , 본 [0023]

a. 만   포  집단  하  단계 ,[0024]

b. 루  도가 10.5 mM  과하지  지에  만   포  집단  집단 내  포  80% 과가[0025]

 내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  시  단계  포함하 , 집단 내  포

 80% 과가  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  생 하   공한다.

도  간단한 

<도 1>[0026]

도 1  실시  1에 개시  에 라  간   포주 H1  포에  지시  단 질들  

 FACS  나타낸다.

<도 2>

도 2  CXCR4  에 한 지  루  도  향 (  B)  실시  2에 개시  에 라 

 간   포주 H1  포에 어  포    생  (  B)  나타낸다.

<도 3>

도 3  CXCR4     에 한 지  루  도  향 (  A),  실시  2에 개시

에 라  간   포주 H1  포에 어  SOX17  나타낸다.

<도 4>

도 4  실시  2에 개시  1 에 라  간   포주 H1  포에  지시  들

 실시간 PCR  나타낸다.

<도 5>

도 5  실시  2에 개시  2 에 라  간   포주 H1  포에  지시  들

 실시간 PCR  나타낸다.

<도 6>

도 6  실시  2에 개시   1  내지 4 에 포에  24시간  후 다 한 지  pH  나타낸다.

<도 7>
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도 7  실시  3에 개시  2 에 라  간   포주 H1  포에  지시  들

에 한 지 pH  향  나타낸다.

<도 8>

도 8  실시  4에 개시  에 라  간   포주 H1  포에  지시  들  

 실시간 PCR  나타낸다.

 실시하  한 체  내

개시 내  하게 하고 한 지  해, 본   실시하  한 체  내  본 [0027]

 특징, 실시 태 또   재 또  시하  하   항  나 어진다.

[0028]

 포  단  포 에  가 재생하고 하여 가 재생  포, 재생  포,   [0029]

 포  한  포(progeny cell)  생 하  그  에 해 규  미  포 다.   

포  또한 다  엽 (내 엽, 엽  엽)  다 한 포 계통   포  시험  내에

(in vitro) 하  그  ,  식 후 다  엽  직  생 게 하  포 내  주  후, 

 니라 하 라도  직에 실질  여하  그   특징  한다.

 포  그들  생 에 해 다: (1) 든    포  생 게 할   [0030]

미하  ; (2) 든  포  생 게 할   미하  만 ; (3) 포 계통  하 집단

지만  특  직,  또  생리학  시  내에  하 집단  생 게 할   미하  다

(  들어,    포(hematopoietic  stem  cell,  HSC)  HSC( 가-재생),   포 한  

(oligopotent) 포   상  든 포   (  들어, )  포함하  

생 할  ); (4) 다   포보다  한  하 집단  포 계통     미하  ;

 (5) 단  포 계통 (  들어, 생  포)  생 게 할   미하  단 .

 특 지 ("미결 ") 또   특  포가  들어, 신경 포 또  근  포  같  특[0031]

포  특징  득하  과 다.   또  - 도  포  포  계통 내에  보다 특  ("결

(committed)")  차지한 것 다.   과 에  , 어 "결 "   경 에 , 통상  경

하에  특  포  또  포  트  계  할 것 , 통상  경 하에  다  포  

할   없거나    포  돌 갈   없  시 지  진행한  포  말한다.   탈 (De-

differentiation)  포가 포  계통 내   특 (또  결 )  돌 가  과  말한다.  본

에 사   같 , 포  계통  포  ,  어  포  지 그리고 어  포가 생

게 할  지  규 한다.  포  계통  포  생과   체계 내에 다.  계통 특

마커  심  계통  포  과 특   미결  포가 심  계통  하 지

평가하  해 사    특징  말한다.

본 에  사  "  내 엽 계통  특징  마커  하  포", 또  "1  포" 또  "1 "[0032]

하  마커  하나 상  하  포  말한다: SOX17, GATA4, HNF3 타, GSC, CER1, 달, FGF8, 라

어리,  믹 - 사   단 질(Mix-like  homeobox  protein),  FGF4  CD48,  에 민(eomesodermin,

EOMES), DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-Kit, CD99 또  OTX2.   내 엽 계통  특징  마커  하

포  원시   포, 원시  포, 내 엽 포   내 엽 포  포함한다.

본 에  사  "췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포"  하  마커  하나 상[0033]

하  포  말한다: PDX1, NKX6.1, HNF1 타, PTF1 , HNF6, HNF4 , SOX9, HB9 또  PROX1.  췌

 내 엽 계통  특징  마커  하  포  췌  내 엽 포, 원시 (primitive gut tube) 포,

 후  (posterior foregut) 포  포함한다.

본 에 사   같 , "  내 엽"  낭  피(epiblast)  한 포  특징  갖고 [0034]

 그  도체  하  포  말한다.   내 엽 포  하  마커들  한다: HNF3 타, GATA4,

SOX17, 루 (Cerberus), OTX2, 드, C-Kit, CD99  MIXL1.

본 에 사   같 , "마커"  심  포에  차등   핵산 또  폴리 티드 [0035]

다.   하여, 차등   마커   가   마커   감  미한다.  마커 핵산
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또  폴리 티드  검 가 한  다  포에 하여 상 포에    거나  낮 , 상 포

가 당업계에 진 다 한    것  하여 다  포  어 별   다.

본 에  사  "췌  내  포", 또  "췌  몬  포", 또  "췌  내  계통  특징[0036]

 마커  하  포"  하  몬  하나 상  할   포  말한다: 린, 루 곤,

마 타틴  췌  폴리 티드.

만   포  단리,   [0037]

만   포  특[0038]

만   포  단계-특   항원(stage-specific embryonic antigen, SSEA) 3  4,  Tra-1-60 [0039]

Tra-1-81   항체  하여 검 가 한 마커  하나 상  할  다 ( 헌[Thomson et al.,

Science 282:1145, 1998]).  시험  내에  만   포   SSEA-4, Tra1-60,  Tra1-81 ( 재

하  경우)  실  SSEA-1   가  어진다.  미  만   포   리  포

타   가지 ,   상  포  4% 라포 드  고 시 고, 어  사 (미  리

포니 주 링게  재   래보러 리 (Vector Laboratories))가 한  같 , 질   드

 하여 색시킴  검   다.  미  만   포  또한  RT-PCR에 해 검

할 , OCT4  TERT  한다.

식  만   포  다  람직한  든 삼 엽  포,  내 엽, 엽  엽  직[0040]

 하  재 다.   만   포  만   들어,  포   복합  역결핍 (severe

combined immunodeficient, SCID) 생 내  주사하고,   4% 라포 드  하여 고

하고, 어  삼 엽  포  거에 해 그들  직학  사함  할  다.

, 다  체(embryoid body)  하고, 삼 엽 과  마커들  재에 해 체

평가함  결   다.

식  만   포주   G-   하여 핵  결 하고 상 하    공개  핵 과[0041]

할  다.  " 상 핵 "  가진 포  얻  것  필 하 ,  포가 든 간 염색체가 재하

에 띄게 변경 지  체  미한다.

만   포  공 원[0042]

사    만   포   신 후  직  도   만  포주  포함하[0043]

고, 러한 직에  -  직 (  들어, 포),  직, 또   본질  략 10 내

지 12주  신  닌 신 동   에 취해진 태  직  포함 다.  한   립

간    포주  또  간   생식  포주,   들어,  간    포주  H1,  H7,   H9

(WiCell)가 다.  러한 포   립 또   시에 본   사 도 고 ,  경우

에  공 원 포  공 원 직  직  취한 차 다  포  것 다.   포  재 하에  

미  만   포 집단  취한 포가 또한 합하다.  돌연변  간   포주, 

들어, BG01v (미  지 주  재  사겐(BresaGen))가 또한 합하다.

 실시 태에 , 간   포  톰 (Thomson) 등에 해 재   같  다 (미  특허 [0044]

5,843,780 ;  헌[Science  282:1145,  1998];  헌[Curr.  Top.  Dev.  Biol.  38:133  ff.,  1998];  헌[Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:7844, 1995]).

만   포  [0045]

 실시  태에 ,  만   포  다 한  식  만   포  지지하  피  포  상에[0046]

다.  , 만   포  본질   포가 없지만, 그럼에도 하고 실질  

거 지 고 만   포  식  지지하   시 에  다.  포가 없  에   없

 만   포   에  다  포   하여  함   지  하여

지지 다.  , 포가 없  에   없  만   포   학  규  지  

하여 지지 다.

 실시 태에 , 만   포  헌[Reubinoff et al, Nature Biotechnology 18: 399 - 404 (2000)]에[0047]

개시  에 라 생   포  포  상에    다.  , 만   포

헌[Thompson et al, Science 6 November 1998: Vol. 282. no. 5391, pp. 1145 - 1147]에 개시  에 라
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생   포  포  상에    다.  , 만   포  헌[Richards et

al, Stem Cells 21: 546-556, 2003]에 개시   포 들   하나 상에    다.

 실시 태에 , 만   포  헌[Wang et al, Stem Cells 23: 1221-1227, 2005]에 개시  에 [0048]

라 간  포  상에    다.   실시 태에 , 만   포  헌[Stojkovic et

al, Stem Cells 2005 23: 306-314, 2005]에 개시  간  포  상에    다.  , 만

  포  헌[Miyamoto et al, Stem Cells 22: 433-440, 2004]에 개시  간  포  상에  

  다.  , 만   포  헌[Amit et al, Biol. Reprod 68: 2150-2156, 2003]에 개시

간  포  상에    다.  , 만   포  헌[Inzunza et al, Stem Cells 23:

544-549, 2005]에 개시  간  포  상에    다.

 실시 태에 , 만   포  미  특허 공개 20020072117 에 개시  에 라 도   지[0049]

에  할  다.  , 만   포  미  특허 6642048 에 개시  에 라 도  

 지에  할  다.  , 만   포  특허 공개 WO2005014799 에 개시  에

라 래   지에  할  다.  , 만   포  헌[Xu et al, Stem Cells 22:

972-980, 2004]에 개시  에 라 도   지에  할  다.  , 만   포

미  특허 공개 20070010011 에 개시  에 라 도   지에  할  다.  , 만

  포  미  특허 공개 20050233446 에 개시  에 라 도   지에  할  다.

, 만   포  미  특허 6800480 에 개시  에 라 도   지에  할 

다.  , 만   포  특허 공개 WO2005065354 에 개시  에 라 래   지에

 할  다.

 실시 태에 , 만   포  특허 공개 WO2005065354 에 개시   지에  할  다.[0050]

, 만   포  특허 공개 WO2005086845 에 개시   지에  할  다.

 실시  태에 ,  만   포  헌[Cheon  et  al,  BioReprod  DOI:10.1095/biolreprod.105.046870,[0051]

October 19, 2005]에 개시  에 라 할  다.  , 만   포  헌[Levenstein et

al, Stem Cells 24: 568-574, 2006]에 개시  에 라 할  다.  , 만   포  미

 특허 공개 20050148070 에 개시  에 라 할  다.  , 만   포  미  특

허 공개 20050244962 에 개시  에 라 할  다.  , 만   포  특허 공개

WO2005086845 에 개시  에 라 할  다.

만   포  합한  재 상에 도말   다.   실시 태에 , 합한  재  포  매트[0052]

릭  ,  들어, 막  래  것들, 또  착  체-리간드 커플링   할 

 것들 다.   하나  실시  태에 ,  합한   질  매트리겔(MATRIGEL)(등 상 )  ( 튼  

(Becton Dickenson)) 다.  매트리겔(등 상 )  실 에  겔 하여 재  막  하  엔 -

- (Engelbreth-Holm Swarm)  포 래  해  다.

다  포  매트릭     합   합하다.  식  포 에 라, 것  라미[0053]

닌, 피 틴, 프 리 , 엔탁틴, 헤 란 트 등  단독  또  다 한 합  포함할  

다.

만   포  합한 포  그리고 포 생 , 식,  람직한 특징  보  진하  지  재 하[0054]

에  재상에 도말   다.  든 들 특  시  포에 심한 주  울여  얻 , 당업 에

해 하게 결   다.

합한  지  하  , 컨   변   지(Dulbecco's modified Eagle's medium; DMEM),[0055]

(Gibco)   11965-092;  웃  변   지 (KO  DMEM),    10829-018;  햄 (Ham's)

F12/50% DMEM 본 지; 200 mM L- 루타민,   15039-027; 필  미 산 ,  11140-050;

β- 에탄 ,  시그마(Sigma)   M7522;  간  재 합  염  포   (basic  fibroblast

growth factor; bFGF),   13256-029  할  다.

만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  [0056]

본  만   포  집단   내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  하[0057]

  공한다.   실시 태에 , 본   내 엽 계통  특징  마커  하  포  췌

내  계통  마커  하  포  가  시   공한다.   실시 태에 ,  단계
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 프  하여 취 , 여  만   포  집단    내 엽 계통  특징  마커

 하  포  집단  다.  다 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단

그 후 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  다.  다 , 췌  내 엽 계통  특

징  마커  하  포  집단  그 후 췌  내  계통  특징  마커  하  포  집단

다.

본  포  80% 과가  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  공한다.  상[0058]

포  집단  가  처리 어 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  할  다.

췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  가  처리 어 췌  내  계통  특징  마

커  하  포  집단  할  다.

  원하  포  특징  마커  하  포에 해  단 질 마커  특  [0059]

식하   (  들어, 항체)에 처리 포 집단  시킴  결 할  다.

거나 단리  포에  단 질  핵산 마커   평가하   당업계에  다.  들[0060]

량  역 사  폴리 라  연쇄 (RT-PCR),  , 원 (in situ) ( 컨 , 헌[Current

Protocols in Molecular Biology (Ausubel 등, eds. 2001 supplement)] 참고),  역검 ,  들어, 단

 재료  역 직 학  , 웨    한 포에  근가 한 마커  경우 포 (FACS)

(  들어 헌[Harlow and Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor

Laboratory Press (1998)] 참고)  포함한다.

만   포  특징  당업 에게   , 만   포  가  특징  계  고 다.[0061]

만   포 마커   들어 ABCG2, 립 (cripto), FOXD3, 커 신(CONNEXIN)43, 커 신45, OCT4, SOX2,

Nanog, hTERT, UTF1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tra 1-60, Tra 1-81  하나 상   포함한다.

다   포  본   처리한 후,  포   내 엽 계통  특징  나타내  마커[0062]

하  포에 해  CXCR4  같  단 질 마커  특  식하   (  들어, 항체)에 처리

포 집단  시  할  다.

본 에 사 하 에 한 만   포   들어, 간   포주 H9 (NIH 드: WA09), 간[0063]

  포주 H1 (NIH 드: WA01), 간   포주 H7(NIH 드: WA07)  간   포주

SA002( 웨  재  라 티 (Cellartis))  포함한다.  또한, 만  포  특징  하  마커  하나

상  하  포가 본 에 사 하 에 하다: ABCG2, 립 (cripto), CD9, FOXD3, 커 신43, 커

신45, OCT4, SOX2, Nanog, hTERT, UTF1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tra 1-60,  Tra 1-81.

 내 엽 계통  특징  마커  SOX17, GATA4, HNF3 타, GSC, CER1, 달, FGF8, 라 어리, 믹 -[0064]

사  단 질, FGF4, CD48, 에 민 (EOMES), DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-Kit, CD99  OTX2

 루어진  택 다.   내 엽 계통  특징  마커들  어도 하나  하  포가 본

에 사 하 에 합하다.  본   태 에 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포

원시   포 다.   태 에 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  내 엽 포

다.  다  태 에 ,  내 엽 계통  특징  나타내  마커  하  포   내 엽 포 다.

췌  내 엽 계통  특징  마커  PDX1, NKX6.1, HNF1 타, PTF1 , HNF6, HNF4 , SOX9, HB9 [0065]

PROX1  루어진  택 다.  췌  내 엽 계통  특징  마커들  어도 하나  하  포

가 본 에 사 하 에 합하다.  본   태 에 , 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  

포  췌  내 엽 포 다.

췌  내  계통  특징  마커  NGN3, NEUROD, ISL1, PDX1, NKX6.1, PAX4,  PTF-1  루어진 [0066]

 택 다.   실시 태에 , 췌  내  포  하  몬  어도 하나  할  다: 

린, 루 곤, 마 타틴  췌  폴리 티드.  췌  내  계통  특징  마커들  어도 하나  

하  포가 본 에 사 하 에 합하다.  본   태 에 , 췌  내  계통  특징  마커

하  포  췌  내  포 다.  췌  내  포  췌  몬  포   다.  ,

췌  내  포  췌  몬  포   다.

본   태 에 , 췌  내  포  β 포 계통  특징  마커  하  포 다.  β 포 계[0067]

통  특징  마커  하  포  PDX1   하  사   어도 하나  한다: NGN3,  NKX2.2,

NKX6.1, NEUROD, ISL1, HNF3 타, MAFA, PAX4,  PAX6.  본   태 에 , β 포 계통  특징

등록특허 10-1851956

- 9 -



마커  하  포  β 포 다.

만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  [0068]

본   태 에 , 만   포  집단  루  도가 10.5 mM  과하지  지에  만[0069]

 포  함   내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단    다.  

실시 태에 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  향한 만   포  집단  

 티  A  Wnt 리간드  만   포  처리함  취 다.

 실시 태에 , 만   포  집단   내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단[0070]

 향해 시  것  만   포  GDF-8  처리함  취 , 어도 하나  다   하

루어진  택 다: 닐린-피리 트라 진, 사 릭 닐린-피리 트라 진, N-{[1-( 닐

틸) -4- ] 틸}-2-피리 -3- 트 미드,  4-{[4-(4-{[2-(피리 -2- 미 )에틸] 미 }-1,3,5-트

라 진-2- )피리 -2- ] 시} 탄-1- ,  3-({3-[4-({2-[ 틸(피리 -2- ) 미 ]에틸} 미 )-1,3,5-트라

진-2- ]피리 -2- } 미 )프 -1- ,  N~4~-[2-(3-플루 닐)에틸]-N~2~-[3-(4- 틸피 라진-1- )

프 필]피리도[2,3-d]피리미 -2,4-다 민,  1- 틸-N-[(4-피리 -3- -2-{[3-(트라 플루 틸) 닐] 미

}-1,3-티 -5- ) 틸]피 리 -4- 복 미드, 1,1-다 틸에틸 {2-[4-({5-[3-(3-하 드 시프 필)

닐]-4H-1,2,4-트라 -3- } 미 ) 닐]에틸} 트,  1,1-다 틸에틸  {[3-({5-[5-(3-하 드 시프

필)-2-( 틸 시) 닐]-1,3- 사 -2- } 미 ) 닐] 틸} 트,  1-({5-[6-({4-[(4- 틸피 라진-

1- ) 포닐] 닐} 미 )피라진-2- ]티 -2- } 틸)피 리 -4- ,  1-({4-[6-({4-[(4- 틸피 라진-1- )

포닐] 닐} 미 )피라진-2- ]티 -2- } 틸)피 리 -4- 복 미드  2-{[4-(1- 틸에틸) 닐] 미

}-N-(2-티 -2- 에틸)-7,8-다 하 드 피리도[4,3-d]피리미 -6(5H)- 복 미드.  사 에 합한 

  미  특허 원 12/494,789 에  찾 볼  다.   실시 태에 , 상  어도 하나  다

 14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사 [19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타 사-

1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16- 다.

만   포  집단  루  도가 10.5 mM  과하지  지에   1  내지  7  동  [0071]

  다.  , 만   포  집단  루  도가 10.5 mM  과하지  지에   1

 내지  6  동    다.  , 만   포  집단  루  도가 10.5 mM  

과하지  지에   1  내지  5  동    다.  , 만   포  집단  루

 도가 10.5 mM  과하지  지에   1  내지  4  동    다.  , 만

 포  집단  루  도가 10.5 mM  과하지  지에   4  동    다.

 실시 태에 , GDF-8   5 ng/mL 내지  500 ng/mL  도  사 다.   실시 태에 , GDF-8[0072]

 5 ng/mL 내지  50 ng/mL  도  사 다.   실시 태에 , GDF-8   5 ng/mL 내지  25

ng/mL  도  사 다.   실시 태에 , GDF-8   25 ng/mL  도  사 다.

티  A   1 pg/mL 내지  100 ㎍/mL  도  사   다.   실시 태에 , 상  도   1[0073]

pg/㎖ 내지  1 ㎍/㎖   다.  다   실시 태에 , 상  도   1 pg/㎖ 내지  100 ng/㎖

 다.  다   실시 태에 , 상  도   50 ng/㎖ 내지  100 ng/㎖   다.  다  

실시 태에 , 상  도   100 ng/㎖   다.

Wnt 리간드  Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-5a  Wnt-7a  루어진  택   다.   실시 태에 ,[0074]

Wnt 리간드  Wnt-1 다.   실시 태에 , Wnt 리간드  Wnt-3a 다.

Wnt 리간드   1 ng/mL 내지  1000 ng/mL  도  사   다.  다  실시 태에 , Wnt 리간드  [0075]

10 ng/mL 내지  100 ng/mL  도  사   다.   실시 태에 , Wnt 리간드  도   20 ng/mL

다.

췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  [0076]

 실시 태에 , 본  에 해 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단[0077]

 본    에 해 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  가

다.

 들어, 본  에 라 득 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  헌[0078]

[D'Amour et al, Nature Biotechnology 24, 1392 - 1401 (2006)]에 개시  에 라  내 엽 계통  특
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징  마커  하  포  집단  처리함 , 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집

단  가    다.

 들어, 본  에 라 득 ,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  미[0079]

특허 원 11/736,908 에 개시  에 라  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단

처리함 , 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  가    다.

췌  내  계통  특징  마커  하  포  [0080]

 실시 태에 , 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  당업계   에 해[0081]

췌  내  계통  특징  마커  하  포  집단  가  다.

 들어,  췌  내 엽  계통  특징  마커  하  포  집단  헌[D'  Amour  et  al,  Nature[0082]

Biotechnology, 2006]에 개시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리

함  췌  내  계통  특징  마커  하  포  집단  가    다.

 들어,  췌  내 엽  계통  특징  마커  하  포  집단  헌[D'  Amour  et  al,  Nature[0083]

Biotechnology, 2006]에 개시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리

함  췌  내  계통  특징  마커  하  포  집단  가    다.

 들어, 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  미  특허 원 11/736,908 에 개[0084]

시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리함  췌  내  계통

 특징  마커  하  포  집단  가    다.

 들어, 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  미  특허 원 11/779,311 에 개[0085]

시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리함  췌  내  계통

 특징  마커  하  포  집단  가    다.

 들어, 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  미  특허 원 60/953,178 에 개[0086]

시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리함  췌  내  계통

 특징  마커  하  포  집단  가    다.

 들어, 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  미  특허 원 60/990,529 에 개[0087]

시  에 라 췌  내 엽 계통  특징  마커  하  포  집단  처리함  췌  내  계통

 특징  마커  하  포  집단  가    다.

본  하  실시 에 해 가  지만, 에 해 한 지  다.[0088]

실시[0089]

실시  1[0090]

간 만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시   어  지[0091]

역할   프

계  41(p41)  간   포주 H1  포  TrypLE ( 탈 그 : 12604-013, 미  리포니 주 [0092]

재  트 겐(Invitrogen))에  해  들어 리고,  단  포  100,000개  포/㎠  도  매트리겔

(MATRIGEL)(등 상 )   (1:30  )에 20 ng  FGF2 ( 탈 그 : 100-18B, 미  지주 

재  프 (PeproTech))  10 μM  Y-27632(Rho 나  억 , 탈 그 : Y0503, 미  미주리

주 재  시그마)가 보  MEF-CM(생   포  지) 에 하 다.

 동시에, 계  41  간   포주 H1  포  포  ( 탈 그 : 17105-041, 미[0093]

 리포니 주 재  트 겐)  들어 리고 포  20 ng/㎖  FGF2  포함하  MEF-CM 에 도말함

 1:3  계  매트리겔(등 상 )   (1:30  )에 포 니  하 다.  단  포 포

맷(format)    니 포맷   에 어 , 지  한지 24시간  48시간 후 20 ng/㎖

FGF2  포함하  신  MEF-CM  하 다.

 후 72시간에, 들  하  같   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시 다:[0094]

a. 1  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마)  함[0095]

하  MCDB-131 ( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA ( 탈
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그 : 68700, 미  주 재  프 리언트(Proliant)), 1X 루타맥 (GlutaMax)™ ( 탈 그 :

35050-079, 미  리포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  티  A (미  미 타주 재  

시 (R&D Systems)) + 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재  

시 )  보 한 것, 그 후 3  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트 , 2% BSA, 루타맥 ,  100 ng/

㎖  티  A  포함하  MCDB-131 ( 건 1); 또

b. 1  동  RPMI-1640 ( 탈 그 : 22400-105, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA[0096]

( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트),  100 ng/㎖  티  A (미  미 타주 재

  시 ) + 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재   시

)  보 한 것, 그 후 가  3  동  매  2% BSA,  100 ng/㎖  티  A가 보  RPMI-1640 지

( 건 2).

4 에, 샘플들  FACS  집하 다.  도 1에 , CXCR4  CD9 에 한 포  결과  X  상[0097]

에 도시  CD9 에 한 Y  상에 도시  CXCR4  하여 산 도 포맷  나타낸다.  CXCR4, CD9,

 CD99 (  가  마커)  하  포    1에 어 다.  포  마커 CXCR4 

CD99  가  에 해   MCDB-131 지  사 에 해 향상 었 , CXCR4  CD99  

 니 타   단  포  변 시킴  가  가 었다.  욱 , 들 

 미  포에 어  포 마커  CD9  감  과 상 었 ,  포 에 해 

  같 다.

미 게도, 도 1에 , 러 (cluster) 또  니 타  포맷  어  하나에  MCDB-131  사 하  [0098]

욱  공동 (CXCR4-/CD9-) 포가 거나 -  욱  특   나타냄 - , 또  MCDB-131

지  처리한 에   내 엽 계통  특징  마커  하지  욱  포가 다.  체

, 들  H1 간   포가 RPMI-1640 지보다 MCDB-131 지  재 하에  욱 

 하 , MCDB-131에   니 타    에 하여 단  포  포    

함  가  향상    나타낸다.

[  1][0099]

[0100]

실시  2[0101]

간 만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시   어  루[0102]

 역할

루  에  지(Ames' Medium); 본  지(Basal Medium Eagle; BME); BGJb 지  피 -잭  변[0103]

(Fitton-Jackson  Modification);  릭  지(Click's  Medium);  CMRL-1066  지;   변   지

(DMEM);  DMEM/햄   합 (Ham's  Nutrient  Mixture)  F-12  (50:50);  F-12  쿤  변 (Coon's

Modification); 피  지(Fischer's Medium); H-Y 지(하 리-맥 (Hybri-Max)(등 상 ));  변

 지(Iscove's  Modified  Dulbecco's  Medium;  IMDM);  맥  5A  변  지(McCoy's  5A  Modified

Medium); MCDB 지; 지 199;  필   지(Minimum Essential Medium Eagle; EMEM); NCTC 지; 

 합 , 햄 F-10;  합 , 햄 F-12;  합  햄 F-12  변 (Kaighn's Modification;

F12K); RPMI-1640; 청/ 단 질 하 리도마 지; 웨 마우쓰 지(Waymouth Medium) MB; 리엄  지

(Williams Medium) E  다 한 독 (proprietary) 지  포함하  거  든 포  지에 첨가  

해  헥  당 다.   http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/learning-center/media-

expert/glucose.html  참 하라.
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포    루   다 하다.  MCDB 지 시리  3.9 내지 10 mM   루  함[0104]

하  ,  지  1 g/L(5.5 mM)  10 g/L(55 mM)만   루  함 하 ,  RPMI-

1640에  11 mM  루  맞 어진다.  10 mM 과  루  도  포  시  내에  당뇨 

건과 사하다.   생체 내에  포  에 향     동 한 과  시험  내에  어날 

 에 하다.  본질  당뇨  건 하에  포  결과  포  포 생  당

 당산 (glyoxidation) 과 에 해 변경 , 루  매개  산  그리고 보닐  트 에 해

상   다  것 다.  http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/learning-center/media-

expert/glucose.html  참 하라.

 내 엽 생 에 재 사  한 가지 지  25 mM  루  함 하   변   지[0105]

(IMDM) ( 헌[Kubo et al; April 1, 2004, Development 131, 1651-1662]), 11 mM  루  포함하  RPMI

( 헌[D'Amour  et  al  Nat  Biotechnol.  2005  Dec;  23(12):1534-41]),  또  17.5  mM  루  포함하

DMEM-F12가 다.  들 지 각각  루  도가 당뇨 건과 사한 10 mM 과 다.  그 결과,  

지  고 루 에 해 도   , 포에 한 트  감 시  하여, 간   포

 내 엽 계통  특징  마커  하  포  시   어  10 mM보다  낮  루  도

 찾 고 시도 었다.  루  도가 10 mM 미만  한 가지 그러한 지  5.5 mM   루

도  함 하  MCDB-131  다.

계  41(p41)  간   포주 H1  포  TrypLE ( 탈 그 : 12604-013, 미  리포니 주 [0106]

재  트 겐))에 해 들어 리고, 단  포  100,000개  포/㎠  도  매트리겔®(등 상 ) 

  (1:30  )에 20 ng  FGF2 ( 탈 그 : 100-18B, 미  지주 재  프 )  10

μM  Y-27632(Rho 나  억 , 탈 그 : Y0503, 미  미주리주 재  시그마)가 보  MEF-CM(생

  포  지) 에 하 다.  지  한지 24시간  48시간 후 20 ng/㎖  FGF2  포

함하  신  MEF-CM  하 다.  들  하  같  72시간 후에  내 엽 계통  특징  마커

 하  포  시 다:

a. 1  동  2% 지 산 BSA ( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 0.0025 g/㎖  [0107]

탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마), 1X 루타맥 ™ ( 탈 그 : 35050-

079,  미  리포니 주 재  트 겐), 100 ng/㎖  티  A (미  미 타주 재   시

), 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-
0
02, 미  미 타주 재   시 ),  0, 5,

10, 15, 20 또  25 mM  루  ( 탈 그 : G8769, 미  미주리주 재  시그마)가 보  MCDB-131

( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐) 지, 그 후

b. 가  3  동  2% BSA, 탄산나트 , 루타맥 , 100 ng/㎖  티  A,  0, 5, 10, 15, 20, 또  25[0108]

mM  루 가 보  MCDB-131 지.

4 에 샘플들  FACS  실시간 PCR  사 한    집하고, 운트(ViaCount)(등[0109]

상 )  ( (Guava)(등 상 ),  미  매사 주 리  재  리포어(Millipore))  운 하 다.

실시  1  결과  하여,  내 엽 계통  특징  마커  하  포  만   포

  내 엽 계통과 결  마커들  강한  어 다 (도 2a).  지  루  도가 0, 5,

10, 15, 20, 또  25 mM  루  보   (  도: 각각 5.5, 10.5, 15.5, 20.5, 25.5, 또  30.5

mM  루 ), 포  보통  가가 가  10 mM 루 (15.5 mM   루  도)  처리한 샘플

에  찰 었 ,  도 2b에 나타낸  같 다.  도 2a에 나타낸  같 , 가  5 mM 루 (10.5

mM   루  도)가 보  포에 어  CXCR4  보통  가가 또한 찰 었다.  그러나,

CXCR4  포  들 가  체 포 생  감 에 해 상쇄 었다 (도 2b).

  루 (5.5 mM)에 ,   거  든 포  SOX17 , 포  균 한  [0110]

 내에  산 었다 (도 3a  도 3b).  루  도  가시  , 포  SOX17    지

하 지만, 포  러 링  것  찰 었다.  후 , 러한 러 링  포   

루 에   포  집단보다   상에   고 게 산 었다.  러한 과  러 링

포에 어   HB9(HLXB9) 도 공지  췌  췌   1(MNX1)    감 , 미

 포에 한 포 마커  CD9  OCT4 ,  엽에 한 포 마커  SOX7   간  가

상 시 다 (도 4).
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에 한 사한 루   향  5.5 mM( ) 또  25 mM(고) 루  도  함 하  DMEM ( 탈[0111]

그 : 10567-014  21063-029, 미  리포니 주 재  트 겐)  시  에  또한 찰

었다.  상 에 한  같 , 에 어 , 포  단  포  하고, MEF  지에  3

동  하고, 5.5 mM 또  25 mM 루  보  지  포함하  MCDB-131에 , 또  2% 지 산 BSA, 100

ng/㎖  티  A,  20 ng/㎖  WNT-3a가 보  DMEM 고 또   루  지 - 1 에 - , 2% 지

산 BSA  100 ng/㎖  티  A가 보  DMEM 고 또   루  지 - 다  3  동  - 에  매  지

하여 시 다.

상승  루 가  루  지 처리 포  하여  내 엽  억 하 , MCDB-131 지  [0112]

한 결과  사하게, DMEM  고 루  도가 hES 포  감 시  것  찰 었다.  포

에 하 ,  내 엽   후, 25 mM  루  함 하  지에  80% CXCR4  포에 하

여 5.5 mM  루  함 하  지에  포  88.6%가 CXCR4 었다.  가 , qRT-PCR에 해

  내 엽   마커(SOX17)  감 한 , 미  포  마커(OCT4) 또   

운  마커(CDX2)   루  지  공 한 것에 하여 고 루  함 하  지  공 한 포에

가하 다 (도 5).  러한 과  어도  지  pH  한 것 , 그  4 간  에

걸쳐 지 pH가  48시간 후에 강하  다.  욱 ,  내 엽  동   지   pH

  pH가 욱  (8.1>pH>7.6) (도 6)  내 엽   욱 벽해진다.

하 , 본 원  결과   지  루   (5.5 mM)  포  80% 과가  내 엽[0113]

계통  특징  마커  하  포  집단  생 하 에 함  나타낸다.   지  루  도

 10.5 mM  가시  것  사한 집단  생 에 하지만, 루  도  10.5 mM 과  가시

것  만 /감   마커,  들어 CD9 또  OCT4   가시 거나, 또   운  

/  엽과 결  마커,  들어 SOX7 또  CDX2   가시킬  다.

실시  3[0114]

간 만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시   어  pH 어[0115]

 역할

계  46(p46)  간  (hES) 포주 H1  포  포  ( 탈 그 : 17105-041, 미[0116]

리포니 주 재  트 겐)  들어 리고 포  20 ng/㎖  FGF2  포함하  MEF-CM 에 도말함

1:3  계  매트리겔 (1:30  )  에 포 니  하 다.  하  같 ,  내 엽

(DE)  가 개시  지 20 ng/㎖  FGF2  포함하  신  MEF-CM  지  매  하 다:

a. 1  동  2% 지 산 BSA ( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 1X 루타맥 ™[0117]

( 탈 그 : 35050-079, 미  리포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  티  A (미  미 타주

재   시 ) + 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재  

시 )가 보  MCDB-131 ( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐) 지, 어

가  3  동  매  2% BSA, 루타맥 ,  100 ng/㎖  티  A가 보  MCDB-131  처리; 또

b. 1  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마)  함[0118]

하  MCDB-131에 2% 지 산 BSA ( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 1X 루타맥

™ ( 탈 그 : 35050-079, 미  리포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  티  A (미  미

타주 재   시 ) + 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재  

 시 )  보 한 것, 어  가  3  동  매  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  포함하고 2%

BSA, 루타맥 ,  100 ng/㎖  티  A가 보  MCDB-131  처리.

4 에 샘플들  FACS  실시간 PCR  사 한    집하고, 운트(등 상 ) ([0119]

(등 상 ), 미  매사 주 리  재  리포어)  운 하 다.  실시  2에 나타낸  같 ,

 지  상  욱 산  pH(<7.6  pH)가  도    가    하여 CXCR4

 감 시킬  다.

러한 과가 pH  한 것 지  시험하  하여, 1 g/리  공개  도  탄산나트  함 하  본[0120]

MCDB-131에  포  시 고, 3.7 g/리  탄산염 도  DMEM  도  보 한 지에  포  시

다. 포  마커 CXCR4  가    CD9  감  에 해   같  가 

사 에 해 향상 었  찰하 다.   한 3.7 g/l  탄산나트  포함하  MCDB-131 지  단
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지   탄산염 (1 g/l)  함 하  MCDB-131에  시  포에 하여 하게   CXCR4 

   낮  CD9   가 다 (도 7a  도 7b).    MCDB-131 지  pH  7.5

고 2.7 g/l  탄산나트  첨가가 상  pH  7.6  상승시 다  사실  한 것 다.

욱 ,  마지막에, 미  지에  시   지 (pH 컬러   드  함 함)[0121]

 색  남  보  탄산나트   지에 한 보다 하게 욱 색 고 산 었다.

들 결과  지 pH  7.6 상  가시  것  만   포  욱   내 엽 

 진하고, 지 pH  상승    CO2   다  해   시 ,  들어 HEPES,

또  산염  가  포함하지만 에 한 지 , 탄산염 에 한 에 해 취    나

타낸다.

실시  4[0122]

간 만   포   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시   어  RPMI-[0123]

1640 또  MCDB-131 지  TGF- 타 리 원  티  A  GDF-8  역할

계  47(p47)  간   포주 H1  포  TrypLE ( 탈 그 : 12604-013, 미  리포니 주 [0124]

재  트 겐)에 해 들어 리고, 단  포  100,000개  포/㎠  도  매트리겔(등 상 ) 

 (1:30  )에 20 ng  FGF2 ( 탈 그 : 100-18B, 미  지주 재  프 )  3 μM

H-1152, 리실 (Rho 나  억 , 탈 그 : 555554, 미  지주 타운 재  엠  미

(EMD chemicals)가 보  MEF-CM(생   포  지) 에 하 다.

 후 72시간에, 들  하  같   내 엽 계통  특징  마커  하  포  시 다:[0125]

a. 1  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마)  함[0126]

하  MCDB-131 ( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA ( 탈

그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 1X 루타맥 ™ ( 탈 그 : 35050-079, 미  리

포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  티  A (미  미 타주 재   시 ) + 20 ng/㎖

 WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재   시 )  보 하고, 그 후 MCDB-

131에 3  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트 , 2% BSA, 루타맥 ,  100 ng/㎖  티  A  보 하거

나, 또

b. 1  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마)  함[0127]

하  MCDB-131 ( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA ( 탈

그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 1X 루타맥 ™ ( 탈 그 : 35050-079, 미  리

포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  GDF-8 (미  미 타주 재   시 ) + 2.5 μM

GSK3B  억  14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사 [19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타

사-1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16-  보 하고,  그  후  MCDB-131에  가  3  동  가

0.0025 g/㎖  탄산나트 , 2% BSA, 루타맥 ,  100 ng/㎖  GDF-8  보 하거나, 또

c. 4  동  가  0.0025 g/㎖  탄산나트  ( 탈 그 : S3187, 미  미주리주 재  시그마)  함[0128]

하  MCDB-131 ( 탈 그 : 10372-019, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA ( 탈

그 : 68700, 미  주 재  프 리언트), 1X 루타맥 ™ ( 탈 그 : 35050-079, 미  리

포니 주 재  트 겐)  100 ng/㎖  GDF-8 (미  미 타주 재   시 )  보 하거나,

또

d. 1  동  RPMI-1640 ( 탈 그 : 22400-105, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA[0129]

( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트),  100 ng/㎖  티  A (미  미 타주 재

  시 ) + 20 ng/㎖  WNT-3a ( 탈 그 : 1324-WN-002, 미  미 타주 재   시

)  보 하고, 그 후 RPMI-1640 지에 가  3  동  매  2% BSA,  100 ng/㎖  티  A  보 하

다.

e. 1  동  RPMI-1640 ( 탈 그 : 22400-105, 미  리포니 주 재  트 겐)에 2% 지 산 BSA[0130]

( 탈 그 : 68700, 미  주 재  프 리언트)  100 ng/㎖  GDF-8 (미  미 타주 재

 시 ) + 2.5  μM  GSK3B  억  14-프 프-2-엔-1- -3,5,7,14,17,23,27-헵타 트라사

[19.3.1.1~2,6~.1~8,12~]헵타 사-1(25),2(27),3,5,8(26),9,11,21,23- 나엔-16-  보 하고,  그 후 가
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3  동  매  RPMI-1640 지에 2% BSA,  100 ng/㎖  GDF-8  보 하 다.

4 에, 샘플들  FACS   qRT-PCR  집하 다.   2에 , CXCR4, CD9,  CD99 (  가  마[0131]

커)  하  포    2에 어 다.  포  마커 CXCR4  가  에 해 

 같 ,  RPMI-1640과 하여 MCDB-131 지  사 에 해 향상 었 , CXCR4   티  A

 Wnt3a  처리한 포  하여 GDF-8  GSK3B 억  합하여 사 함  가  가 었다.  RPMI-

1640과 하여 MCDB-131 지  사 에 해, 그리고 티  A  Wnt3a  처리한 포  하여 GDF-8

GSK3B  억 ("MCX")  합하여 사 함에 해 향상   나타내  사한 결과가  MNX-1에 한

qRT-PCR에 해 찰 었다 (도 8).  욱 , 들  포  (  2)에 해   같  미

 포에 한 포 마커  CD9  감   또  qRT-PCR (도 8)에 해   같  OCT4  CD9

 감  과 상 었다.  들  H1 간   포가 RPMI-1640 지보다 MCDB-131 지

재 하에  욱  ,  MCBD-131에   티  A   Wnt3a  한 에 하여

GDF-8  GSK3B 억  재 하에  포  에 해 욱 향상    나타낸다.

[  2][0132]

[0133]

본  체에 걸쳐  간행  본 에 체  참고  포함 다.  본  다 한 태[0134]

실시   람직한 실시 태  참  하여 상  시 었지만, 본  주  한 에 해 가 

니라 특허  원  하에 하게 해  하  특허청 에 해 규  것  식  것 다.

도

도 1
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도 2

도 3a
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도 3b

도 4
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도 5

도 6
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도 7

도 8
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