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특허청  

청 항 1 

생 해  고   상에, hSOX9 ;  열  1 내지 6  염 열  갖는 뉴클 티드

1  상 택  siRNA  결합시  얻어진, 연골 직 재건 또는 재생  한  복합체.

청 항 2 

1항에 어 , 상  hSOX9   siRNA  결합 , 카 복실  갖는 생 해  고   폴리

에틸 민과  시킨  후,  hSOX9    siRNA  시킴  행 는  것  특징  하는  

복합체.

청 항 3 

1항에 어 , 상  생 해  고 가 폴리락트산, 락트산과 리 산  공- 합체, 폴리카프 락 , 락타

드  1,4- 산-2-  공- 합체, 카프 락 과 리 산  공- 합체, 카프 락 과 락트산  공- 합체, 폴

리 에 , 폴리안하 드라 드, 폴리포 포아미드(phosphoramides), 폴리아미 산,  폴리우 탄과 폴

리에틸 리  블  공- 합체  루어진  택 는 것  특징  하는  복합체.

청 항 4 

3항에 어 , 상  생 해  고 가 락트산과 리 산  공- 합체[poly(lactic-co-glycolic acid)]  것

 특징  하는  복합체.

청 항 5 

1항에 어 , 상  hSOX9 가  복합체  0.5∼2 ㎍   결합 는 것  특징  하는 

복합체.

청 항 6 

1항에 어 , 상  siRNA가  복합체  50∼200 p mol   결합 는 것  특징  하는  복합

체.

청 항 7 

1항에 어 , 상  hSOX9  상  생 해  고   량비가 1 : 40∼100   것

 특징  하는  복합체.

청 항 8 

1항에 어 , 상  siRNA가 열  1 내지 6  염 열  갖는 뉴클 티드들  합물  것  특징

하는  복합체.

청 항 9 

1항 내지 8항  어느 한 항에   복합체 재하에  간엽  포(mesenchymal stem cells)

양하는 것  포함하는, 간엽  포  연골 포  .

청 항 10 

9항에 어 , 상  양  상   복합체  포함하는 무 청 지 에  간엽  포  처리한 후,

청  함 하는 지 에   양  행함  행 는 것  특징  하는 .

청 항 11 

1항 내지 8항  어느 한 항에   복합체가 도  간엽  포  포함하고, 약학  허
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가능한 담체  포함하는, 연골 직 재건 또는 재생  약학 물.

청 항 12 

11항에 어 , 상   복합체가 0.5∼2 ㎍  hSOX9   50∼200 p mol  siRNA  포함하는 것  특

징  하는 약학 물.

  

   야

본  연골 직 재건 또는 재생  한  복합체   한 연골 포  에 한 것 다.[0001]

욱 상 하게는, 본  생 해  고   상에, hSOX9   특  siRNA  결합시  얻어진

연골 직 재건 또는 재생  한  복합체   한 간엽  포  연골 포  에 

한 것 다. 또한, 본  상   복합체가 도  간엽  포  포함하는 연골 직 재건 또는 재생

 한 약학 물,  포 치료 에 한 것 다.

 경  

 치료는  도 하여 한  고치고 질병  악  늦 어 삶  질  고  하는 것 다.[0002]

근  게  프 트  공   만개  가 공개 었 , 특   사람  포함한 고등 생

물  달하는 것  다양한 연  필  한다. 체 포   달하  한  러  

달체  비- 러   달체  사 하는  누어 진다. 러   달체는 주 

포  감염시   물질  핵  달하는 , 비- 러   달체는 리포 , 생 해  고

 등  사 하여  물질  달하는 다.

비- 러   달체  양   도체(cationic cholesterol derivatives), 그라미시[0003]

(gramicidin) 등  주  연 고 , 들  DNA  결합하여  포막과 합후 포내  하

게 는(uptake) 는 것  보고 고 다. 비- 러   달체는 러   달체에

비하여 역거 과 포독  낮  편 지만, 상    매우 낮  문에, 독  낮

   하여 많  연 가 진행 에 다.

한편,  간엽   포  등  포함한  체   포  연골 포   하는  마  [0004]

(master gene)는 아직   지 않다. 골  포  포함하여 체 직에 재하고 는 

포는 그 양상  다양  가능하 , 에 라 매우 다양한 직  능  지닌 포들  복합

체라고 할  다. 간엽 포  경우 그 다양한 능  연골, 골 직  가 특  

것  보고 어 , 많  연 에 하게 사 고 다. 하지만 단   포들  식 능  

지 능 에 어  많  한계가 는 것  사실 다. , 간엽  포 등  체  포  얻

해 는 가계 (population doubling)가 많  필 하 , 간  간엽  포는 식 능 에 한계가

, 평균  38  가계 가 지  에 는 것  알  , 또한 간엽  포

  공여체  가 가할  식능  어지는 것  알  다.

라 , 간엽  포  연골 직 재건(reconstruction) 또는 재생(regeneration)  한 포치료[0005]

사 하  해 는, 간엽  포    연골 포  시키는  개 하는 것  

고 다.

 내

해결하 는 과

본 들  간엽  포  연골 직 재건  재생  한 포치료  사 하  한  개 하[0006]

 하여 다양한 연  행하 다. 본 들   연골 직  한 마커  COL II  도하

고 지시키는  한 역할  하는 것  알  는 hSOX9 , 특  siRNA  함께, 비- 러

 달체   복합체  하 , 상   복합체가 과  간엽  포 내  

(uptake)  뿐만 아니라, 상   복합체가  간엽  포가   연골 포  

 다는 것  견하 다.
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라 , 본  hSOX9   특  siRNA가 결합   복합체  공하는 것   한다.[0007]

또한, 본  상   복합체  사 한 간엽  포  연골 포   공하는 것  [0008]

 한다.

또한, 본  상   복합체가 도  간엽  포  포함하는, 연골 직 재건 또는 재생  약학 [0009]

물  공하는 것   한다.

과  해결 단

본   태양에 라, 생 해  고   상에, hSOX9 ;  열  1 내지 6  염 열[0010]

 갖는 뉴클 티드  1  상 택  siRNA  결합시  얻어진, 연골 직 재건 또는 재생  한 

복합체가 공 다.

본 에  연골 직 재건 또는 재생  한  복합체에 어 , 상  hSOX9   siRNA  결합 ,[0011]

카 복실  갖는 생 해  고   폴리에틸 민과 시킨 후, hSOX9   siRNA  

시킴  행   다. 또한, 상  생 해  고 는 폴리락트산, 락트산과 리 산  공- 합체, 폴

리카프 락 , 락타 드  1,4- 산-2-  공- 합체, 카프 락 과 리 산  공- 합체, 카프 락 과 락

트산  공- 합체, 폴리 에 , 폴리안하 드라 드, 폴리포 포아미드, 폴리아미 산,  폴리우 탄

과 폴리에틸 리  블  공- 합체  루어진  택   , 람직하게는 락트산과 리

산  공- 합체   다. 상  hSOX9 는  복합체  0.5∼2 ㎍   결합   , 상

siRNA는  복합체  50∼200 p mol   결합   다. 상  hSOX9  상  생 해  고

 량비는 1 : 40∼100    다.  에 , 상  siRNA는 열  1 내지 6  염

열  갖는 뉴클 티드들  합물   다.

본  다  태양에 라, 상   복합체 재하에  간엽  포(mesenchymal stem cells)  양[0012]

하는 것  포함하는, 간엽  포  연골 포   공 다. 상  양  상   복합체

포함하는 무 청 지 에  간엽  포  처리한 후, 청  함 하는 지 에   양  행함

, 람직하게 행   다.

본  또다  태양에 라,  복합체가 도  간엽  포  포함하고, 약학  허 가능한 담[0013]

체  포함하는, 연골 직 재건 또는 재생  약학 물  공 다. 본 에  약학 물에 어 , 상

  복합체는 0.5∼2 ㎍  hSOX9   50∼200 p mol  siRNA  포함하는 것  람직하다.

 과

hSOX9    특  siRNA( ,  열  1  ∼ 6  염 열  갖는 뉴클 티드  1  상 택[0014]

siRNA)가 결합  상   복합체는 hSOX9   siRNA  간엽  포에 실  게 달함 ,

연골 직 재건  재생  한  달 체  하게 사 할  다는 것  본 에 해 

, 특 , 상   복합체가 도  간엽  포는   연골 포     본 

에 해 었다. 라 , 상   복합체는 간엽  포  연골 포  에 하게 사

 , 아가 상   복합체가 도  간엽  포는 연골 직 재건 또는 재생  한 약학 

물,  포 치료  하게 사   다.

도  간단한 

도 1  폴리에틸 민, hSOX9 ,  siRNA  사 량  변 시  한  복합체에 한 겔 지연 [0015]

(gel retardation assay) 결과  동 산란(Dynamic light scattering, DLS)에 한 크  측  결과

타낸다.

도 2는 간엽  포에 한  복합체  포 내 (cellular uptake)  평가한 결과 , 도 2a는 

포  결과 고, 도 2b는 역 염색  실시에  공   미경 결과 , 도 2c는 RT-PCR

 웨  블 (Westren blot)  결과  타낸다.

도 3   복합체가 도  간엽  포  연골 포   평가한 결과 , 도 3a는 역 사 -

합 연쇄 (Reverse Transcriptase-Polymer Chain Reaction : RT-PCR)  결과 고, 도 3b는 실시간-

합 연쇄 (Real time Polymer Chain Reaction : Real time PCR) 결과 , 도 3c는 역 직염색
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 결과  타낸다.

도 4는  복합체가 도  간엽  포  연골 포   평가한 결과 , 도 4a는 웨  블

 결과 고, 도 4b는 역 염색 에  공   미경  미지 고, 도 4c는 도 4b  미

지  가능한  도  량한 결과  타낸다. 미지  량  공   미경 운

프 그램내  량 능  하 다.

 실시하  한 체  내

본  생 해  고   상에, hSOX9 ;  열  1 내지 6  염 열  갖는 뉴클[0016]

티드  1  상 택  siRNA  결합시  얻어진, 연골 직 재건 또는 재생  한  복합체  공한

다.

본  에    복합체는  생 해  고    달체  사 하 ,   도하는[0017]

hSOX9 ;  특  siRNA가  에 결합 어 다. 

상  " " 또는 "  복합체"에 어 , 그 태는 통상  , 피어(nanosphere) , 특별[0018]

한 는 것  아니다. 또한,  또는  복합체  크 는  들어, 10∼300 nm, 람직하게는 150∼

250 nm    다.

또한, 상  생 해  고 는 폴리락트산, 락트산과 리 산  공- 합체, 폴리카프 락 , 락타 드  1,4-[0019]

산-2-  공- 합체, 카프 락 과 리 산  공- 합체, 카프 락 과 락트산  공- 합체, 폴리

에 [poly(ortho  esters)],  폴리안하 드라 드(polyanhydrides),  폴리포 포아미드(phosphoramides),  폴

리아미 산[poly(amino acids)],  폴리우 탄과 폴리에틸 리  블  공- 합체(polyurethane-PEG block

copolymer)  루어진   택   ,  람직하게는  락트산과  리 산  공- 합체

[poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA]   다. 

상  hSOX9 는 진 크(Gene Bank) 등에 공지 어 ,  연골 직  한 마커  라겐 타[0020]

II  도하고 지시키는  한 역할  하는 것  알  다. hSOX9는 HMG(high mobility group)

box  단 질  SRY-  계에  하는  사 다.  SOX9   -연골(prechondrogenic)  간엽에

시 ,   연골 포에    지 다.

상  siRNA는 골 포(osteocytes)  지 포(adipocytes)   도하는 cbfa-1    억[0021]

(silencing)하도  계  뉴클 티드 , 체 는 하   1에 타낸  같 , 열  1 ∼ 6

염 열  갖는 뉴클 티드  1  상 택   다.  에 , 상  siRNA는 열  1 내지

6  염 열  갖는 뉴클 티드들  합물   다.

 1

열[0022] 열

1 CUG UUC AUA UGC CAA UUC A

2 안티 UGA AUU GGC AUA UGA ACA G

3 CUG AAC UGU UGG GUU CGU U

4 안티 AAC GAA CCC AAC AGU UCA G

5 GGA GAG CAA AAU UGC ACC A

6 안티 UGG UGC AAU UUU GCU CUC C

본 에   복합체에 어 , 생 해  고   상에 hSOX9   siRNA  결합 , 카[0023]

복실  갖는 생 해  고   폴리에틸 민과 시킨 후, hSOX9   siRNA  

시킴  행   다.

상  카 복실  갖는 생 해  고  는 본 들  행 특허 , 한민  특허등  10-[0024]

0710052 에 개시  에 해   , 다양하게 변  에 해 가 가능하다. 

 들어, PLGA 등  생 해  고  클 탄 등  매에 해시킨 후,  처리한 다 , 폴리

비닐 알  액에 첨가하여 시키고, 아 프  함 한 폴리비닐 알 액 50 ml  첨가한

후, 건   들어 동결건 시킴 , 카 복실  갖는  얻   다.
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상  같  얻어진 카 복실  갖는 생 해  고   폴리에틸 민과 시키 , [0025]

  하가 어 양 (cation)  게 , hSOX9   siRNA   결합  할

 게 다. 상  폴리에틸 민  사 량  크게 한 는 것  아니 , 카 복실  갖는 생 해  고

  250 ㎍에 하여 4∼10 ㎍  비  사   다.

상  폴리에틸 민과  에 해 얻어진 생 해  고   hSOX9   siRNA  [0026]

 매질(  들어,  등) 내에  행   , hSOX9   siRNA 각각  사 량   복합

체에 한 연골 포  택   감안하여 해질  다. 람직하게는, 상  hSOX9 는 

 복합체  0.5∼2 ㎍   함 도  결합   , 상  siRNA는  복합체  50∼200 p mol

 결합   다. 상  hSOX9  상  생 해  고  ( , 폴리에틸 민과  에

하여 얻어진 생 해  고  )  량비는 1 : 40∼100  , 람직하게는 약 1 : 50   

다. 

상  같  얻어진 본 에   복합체는 과  hSOX9   siRNA  간엽  포내[0027]

(uptake)시킴 , 연골 직 재건  재생  한  달 체  하게 사   다. 

또한, 상  같  얻어진 본 에   복합체는 간엽  포  연골 포  택  시키[0028]

는  하게 사   다. 라 , 본  상   복합체 재하에  간엽  포  양하는

것  포함하는, 간엽  포  연골 포   공한다. 

상  간엽  포(mesenchymal stem cells)는 막, , 골 , 태 , 치 골, 지 (지 직) 등 다[0029]

양한 직  원  하여 득할  , 다양한 원  타 직들 보다 상  게 리할  

는 골  래  간엽  포  사  리할  다.

본 에  에 어 , 상  양  상   복합체  포함하는 무 청 지 에  간엽 [0030]

포  처리한 후[  들어,  복합체  포함하는 무 청 지 에  간엽  포  약 6시간 동안

큐 하여  복합체  포 내  도한 후], 우태아 청(FBS) 등  청  함 하는 지 에

 양  행함  행   다. 상  무 청 지 에  처리는 통상  포 양  지  들

어, α-MEM 지(Hyclone, USA) 등  지  사 하여, 37℃, 5% CO2 양 건하에  행   다. 상  무

청 지 에  양  통상  포 양  지  들어, α-MEM 지(Hyclone, USA) 등  지  사 하

여, 37℃, 5% CO2 양 건 하에  행 가능하다. 또한, 무 청 지 에  양  얻어진 포 ,

복합체가  포는 통상  ,  들어 트립신-EDTA(GIBCO, USA)  처리하여 단 포  만든 후,

 양  행할  다. 상   양  청  함 하는 지(  들어, FBS  항생 가 포함  α-

MEM 지) 에 상  단 포  하여 양액 내에 시키고 원심 리하여 양  시험  닥에 

시킨 후, 37℃, 5% CO2  양 건에  양함  행   다. 상   양  3  내지 4 마다

지  하 , 약 3주간 동안 행   다.

본 에   복합체는 또한 간엽  포  함께 연골 직 재건 또는 재생  한 포 치료[0031]

사   다. 라 , 본   복합체가 도  간엽  포  포함하고, 약학  허 가능

한 담체  포함하는, 연골 직 재건 또는 재생  약학 물,  포 치료  공한다. 

본  약학 물에 어 , 상   복합체는 0.5∼2 ㎍  hSOX9   50∼200 p mol  siRNA[0032]

포함할  다. 또한, 상   복합체가 도  간엽  포는 상 한  같  얻   다. , 상

  복합체  포함하는 무 청 지 에  간엽  포  처리한 후[  들어,  복합체  포함

하는 무 청 지 에  간엽  포  약 6시간 동안 큐 하여  복합체  포 내  

도한 후], 우태아 청(FBS) 등  청  함 하는 지 에   양  행함  얻어질  다. 상

무 청 지 에  양   양  상 한  같  행   다.

본  약학 물  상 한  같   복합체가 도  간엽  포  포함하고, 약학  허[0033]

가능한 담체  포함할  , 통상  에 라 액 , 탁액, 에 , 동결건  등  비경  

(  들어,  주사  등)    다.  상  약학  허 가능한  담체는  산   식염

(phosphate buffered saline), , 균  등      포함할  다. 필 에 라 

해 , 등 (isotonic agents), 탁 , , 안     같  래  첨가  포함할 

다. 또한, 본 에  약학 물  BD MatrigelTM Matrix (BD biosciences 사) 등과 같  통상  지지
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체  사 하여 연골 직 재건 또는 재생  한 체(construct) 태    다. 

본  약학 물에 어 , 상   복합체가 도  간엽  포  여량   상태  체[0034]

, 질병  도, 여 태, 여경   간에 라 상 하지만,  들 , 상  간엽  포는 단

여시 약 1 X 10
6
 cells  량 ,  들어 주사  태 , 여   다. 상  여는 필 에 라 하

루에 한  또는  누어 여  도 다. 또한, 본  약학 물  단  는 약 1 X 10
6
 cells

  복합체가 도  간엽  포  함 할  다.

하, 본  실시  통하여 욱 상  한다. 그러 , 하  실시 는 본  시하  한 것[0035]

 본   한하는 것  아니다.

실시  1. 카 복실  갖는  [0036]

락트산과 리 산  공- 합체[poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA]( 량평균 량 33 kDa) 100 mg  클[0037]

탄 1 ml에 해시킨 후, 약 30  동안  처리(sonication)하 다. 얻어진 액  폴리비닐 알

(Mw 13,000∼23,000)(Sigma사) 7% 액 3 ml에 첨가한 다 , 7,500 rpm  하  20 간  처리

하여 시 다. 얻어진 액  2% 아 프  함 한 폴리비닐 알 (Mw 13,000∼23,000)(Sigma사) 1%

액 50 ml에 첨가한 후, 동결건  에  동결건 시   말  하 다.

실시  2.  복합체    평가[0038]

(1)  복합체  [0039]

실시  1에  얻어진 카 복실  갖는  50 mg   10 ml에 해하고, 0.22 ㎛ 시린지 필  여[0040]

과하여 0.22㎛ 상  크  지니는  거하 다. 얻어진 가 포함  액 0.2ml에 폴리에틸

민  5㎍  가하여 폴리에틸 민  시  폴리에틸 민  한 다 , hSOX9   열  1 ∼

6  염 열  갖는 뉴클 티드들  합물  가하고, 실 에  20  동안 하여,  복합체-함  액

 한 다 , 냉 보 하 다. 또한  , 무  열(scrambled sequence)  갖는,  CCU ACG

CCA CCA AUU UCG U( 열  7)  ACG AAA UUG GUG GCG UAG G( 열  8)  염 열  지니는 siRNA 합물

 하여 사 하 다. 각각  열들  니어(Bioneer)사에 합  뢰하여 그 합  결과물  득하

다.

(2)  복합체  평가[0041]

폴리에틸 민  사 량에  향  평가하  하여, hSOX9  0.5 ㎍  사 하고, HEPES 액에 5[0042]

㎍/㎕  도  해시  얻어진 폴리에틸 민 액  사 량  0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1,  2 ㎕  변 시

 복합체(siRNA 비사 )  하 다. 또한, hSOX9  사 량에  향  평가하  하여, 상

폴리에틸 민 액 1 ㎕  사 하고, hSOX9  사 량  0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0,5, 1,  2 ㎍

변 시   복합체(siRNA 비사 )  하 다. 또한, siRNA  사 량에  향  평가하  하여, 상

 폴리에틸 민 액  hSOX9  각각 1 ㎕  0.5 ㎍  사 하고, siRNA  사 량  1, 5, 10, 50,

100,  200 p mol  변 시   복합체  하 다.

얻어진 생 물   복합체  하 는지 하  하여, 각각   복합체 액 100㎕에  900㎕[0043]

에 고, 60  동안 볼 싱한 다 ,  동 치  하여 겔 지연 (gel retardation assay)  행하

다. 상  겔 지연 에  겔  1% 아가 (Agarose)  사 하 , 30  동안 100v 압  측 하

다. 또한, 각각   크  동 산란(Dynamic light scattering, DLS)  하여 측 하 다. 그 결과

는 도 1과 같다.

도 1에  알  는  같 , 폴리에틸 민 액  1 ㎕  사 하   어도 1 ㎍ 상  hSOX9 [0044]

가 PLGA에 결합 었 , 폴리에틸 민 액  hSOX9  각각 1 ㎕  0.5 ㎍  사 하  ,

어도 50 p mol 상  siRNA가 PLGA에 결합 었다. PLGA 에 폴리에틸 민  결합시킴  
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 크 가 가하 , 또한 hSOX9   siRNA가 결합 에 라 에 비 하여  크 가 가하

다. 라 , 상 에  얻어진 생 물  PLGA  에 hSOX9   siRNA가 결합   복합체

할  다.

실시  3. 간엽  포  복합체 포내 (cellular uptake) 평가[0045]

(1) 간엽  포  양[0046]

리보뉴클 사 드, 시리보뉴클 사 드,  L- 루타민  함 하고 는 α-MEM(Hyclone, USA) 지에[0047]

10% 열- 시킨 우태아 청(heat-inactivated fetal bovine serum, FBS)  1% 항생 ( 니실린, 트

마 신)  가하여 본 지  사 하 다. 본 지에 골  래  간 간엽 질 포(Cambrex,

Walkersville, PT-2501, U.S.A)  하여 포 양  (지 : 150π)에 , 37 ℃에  5% CO2  포함하는

가습 건(humidified atmosphere)  포 양 에  양하 다. 5  후, 비- 착 포  거하고, 착  

포  3 에 한 씩 지  갈아주  계 양하 다.

(2) 간엽  포  복합체 포내 (cellular uptake)[0048]

상  (1)에  양  간엽  포  6-웰 플 트에 웰 당  1X10
5
 cells  본 지  함께 하고,[0049]

37℃에  24시간 동안 5%  CO2  양 에  양한 다 ,  지  거하고 FBS  항생 가 없는 α-MEM  지

(Hyclone, USA)  꾸어 주었다.  복합체  각각  웰에 가하고, 6 시간 동안 큐 한 다 , 지

FBS  항생 가 포함  본 지  한 후, 37℃에  48시간 동안 가  양하 다. 상   복합체는

HEPES  액에  5㎍/㎕  도  해시  얻어진  폴리에틸 민  액  1  ㎕,  물질  FITC(fluorescein

isothiocyanate)  지  hSOX9  1 ㎍, 물질 RITC(rhodamine isothiocyanate)  지  siRNA

( , RITC  지  열  1 에  6  염 열  갖는 뉴클 티드들  합물) 100 p mol  사 하여, 실

시  2  (1)과 동 한  PLGA-hSOX9 복합체, PLGA-hSOX9-siRNA 복합체,  PLGA-hSOX9- 트  siRNA

복합체  각각 하 다.

(3) 복합체  포내 (cellular uptake) 평가 - 포   염색 [0050]

상  같  6-웰 플 트에  양  각각  포  트립신-EDTA(GIBCO,  USA)  처리하여 단 포  만든[0051]

후, 2% FBS가 들어 는 산 식염 (phosphate buffered saline, PBS)에 시  포  하

여  포내  (cellular  uptake)양상  측 하 ,  그  결과는  도  2a  같다.  또한,  얻어진  포

FACSCaliber flow cytometer (Becton Dickinson, USA)  하여 포 내  도  측 하 다. 또한

 지  복합체가 어 양  간엽 포  포내 양상과 양 간 지   

하여, 포가 양  6-웰에 각각 4% 라포 알 드  가하여 5 간 포  고 시킨 후 DPBS(Dulbecco's

phosphate  buffered  saline,  DPBS)(Hyclone)  2  척 후, DAPI( 아미 -2- 닐 돌)(Sigma)  1 간

핵  염색하 ,  공   미경(Confocal  Laser  Scanning  microscopy)(Zwiss,  독 )  사 하여

(2)에  한  같  지    도  측 하 , 그 결과는 도 2b  같다. 도 2a 

도 2b에  보여주는  같   복합체가 간엽  포내   과  (uptake) 었

알  다.

(4) 포내 (cellular uptake)  평가 - 역 사 - 합 연쇄 (RT-PCR)  웨  블  [0052]

양  포   RNA는  TRIzol(Invitrogen  Technology,  USA)  하여  하 다.  사  지침에[0053]

라, 한 RNA 1㎍과 50mM oligo dT, 10mM dNTP mix, DW  하여 65℃에  5 간 시키고, 5X first-

strand buffer, 0.1M DTT   MML-V (Clontech, USA)  첨가한 후, 37℃에  1시간, 70℃에  15 간 하여

cDNA  얻었다. 합  cDNA는 hSOX9  cbfa-1 에 특  프라  하여 Taq polymerase (Clontech,

USA)  폭시 다. 트  마커  GAPDH  사 하 다. 사  각각  프라 는 다   2  같다.
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PCR  산물  1%  아가  겔(Intron,  Korea)  사 하여  동하 ,  에티 움  브 마 드(ethidium

bromide)  염색하 다. 그 결과는 도 2c  같다.  

 2

[0054] 열 열

hSOX9 9 TCCGCGAGGTCCATCTTGTG

10 안티 ACGCTGCGCATCGTCTGG

cbfa-1 11 ACTGGACGCTTGCAGACCAG

12 안티 ATGCTCGCGAAACAGTATCA

GAPDH 13 CGGTGAGAACGTGCTGGAGT

14 안티 ATGATGTTCTCCAGACGCCC

양  포  DPBS(Hyclone)  2  척하고, RIPA 액(ELPIS, 한 )  처리하여 단 질  한 다 ,[0055]

BSA assay (Pierce) 에 라 량하여 단 질 양  하 다. 얻어진 포 액  SDS-폴리아크릴아마

드 겔  사 하여 웨  블 (Western blot)  행하 다. , SDS-폴리아크릴아마 드 겔  사 하여

단 질  리한  후,  PVDF  막(Bio-Rad,  USA)  동시 다.  상  PVDF  막  5%  무지  우 (BD

Biosciences, USA)가 함  1X TBST(0.5% 트 -20) 액  1시간 동안 블 킹(Blocking : 비특  항원-항

체  지)하고, 1X TBST  한 후 1차 항체  5% 무지  우  포함한 액  하여 4℃에  16시

간 동안 시 다. 1차 항체  후 1X TBST  하여 척하고 시다아 가 지  2차 항체  시

킨 후 1X TBST  하여 척하고 ECL 웨  블 (Western blot) 검  시 (Amersham,  USA)  사 하여

 도하여 검  단 질  하 다. 웨  블  에 사  각각  1차 항체 , 항-hSOX9 항체

 항-cbfa-1 항체는 Millipore사(미 )  하 , 마커 단 질  사  β-액틴에 한 1차 항체

는 Santa Cruz사(미 )  하 다. 그 결과는 도 2c  같다. 

도 2c  결과 , 본 에 라   복합체 , PLGA-hSOX9-siRNA 복합체  처리  간엽 [0056]

포는 포 내에  hSOX9 가 과  는 , cbfa-1 는  지 않아, siRNA에 

해 cbfa-1   억  알  다.

실시  4. 간엽  포  연골 포   평가[0057]

(1) 간엽  포  연골 포  [0058]

실시  3  (1)에  양  간엽  포  6-웰 플 트에 웰 당 1X10
5
 cells  본 지  함께 하[0059]

고,  37℃에  24시간  동안  5%  CO2  포함하는  가습 건(humidified  atmosphere)  포  양 에  양한

다 , 지  거하고 FBS  항생 가 없는 α-MEM 지(Hyclone, USA)  꾸어 주었다.  복합체  각각

 웰에 가하고, 6 시간 동안 양하여  복합체  포내  도한 다 , 지  FBS  항생 가 포함

 본 지  한 후, 37℃에  48시간 동안 5% CO2  포함하는 가습 건(humidified atmosphere)  포

양 에  가  양하 다.  양  각각  포  트립신-EDTA(GIBCO,  USA)  처리하여 단 포  만든

후, 얻어진 포  1X10
6
 cells/ml  도  FBS  항생 가 포함  본 지에 하여 시킨 후, 15ml

폴리프 필  브에 고 1300rpm에  3 간 원심 리하여 브 내  닥에  시 다.  

 브  37℃, 5% CO2  포함하는 가습 건(humidified atmosphere)  포 양 에  3주간 양하 ,

양 간  3  내지 4 마다 새 운 지  체해 주었다. 상   복합체는 HEPES 액에 5㎍/㎕  

도  해시  얻어진 폴리에틸 민 액 1 ㎕, hSOX9  1 ㎍, siRNA( , 열  1 내지 6  염 열

 갖는 뉴클 티드들  합물) 100 p mol  사 하여, 실시  2  (1)과 동 한  PLGA-hSOX9 복합

체, PLGA-hSOX9-siRNA 복합체,  PLGA-hSOX9- 트  siRNA 복합체  각각 하 다.

(2) 연골 포   평가 - RT-PCR , 실시간-PCR   역 직염색[0060]

실시  3  (4)  동 한  RT-PCR  행하 , hSOX9, cbfa-1,  GAPDH 에 하여 사  프[0061]
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라 는 상   2  동 하고, Comp(Cartilage oligomeric matrix protein), 아그 칸(aggrecan), 라겐 타

 II에 하여 사  프라 는 하   3과 같다.

 3

[0062] 열 열

ComP 15 AACGCTGAAGTCACGCTCAC

16 안티 GGTAGCCAAAGATGAAGCCC

아그 칸 17 ACAGACTTGAGGGGGAGGTG

18 안티 GGGGTCCTCTCCAGACAAAA

Col II 19 CAGGTTCACGTACACTGCCC

20 안티 TGGGATGAATGGACATCAGG

또한, 간엽 포 단독  PLGA-hSOX9 복합체, PLGA-hSOX9-siRNA 복합체, 또는 PLGA-hSOX9- 트  siRNA[0063]

복합체 재하에  양  간엽 포에  hSOX9, cbfa-1, Comp, 아그 칸(aggrecan),  라겐 타

II  량  실시간-PCR(Real  time-PCR)  통하여  측 하 다.  상  실시간-PCR  ExiCycler  (Bioneer,

한 )  행하 . 폭  하  해 SYBR  Premix Ex Taq TM (Takara, Japan)  사 하 다. PCR

건  95℃에  30  동안 (pre-denaturation)  1  cycle,  95℃에  5 (denaturation),  50℃에  30  동안

(annealing), 72℃에  10  (annealing)   40 cycle  실행하 다.

트  마커  β-액틴  사 하 다. 사  각각  프라 는 다   4  같다.[0064]

 4

[0065] 열 열

hSOX9 21 ACGCTGGGCAAGCTCTGG

22 안티 TCCGGGTGGTCCTTCTTGTG

cbfa-1 23 CAGTCACCTCAGGCATGTCC

24 안티 GTGCTGCTGGTCTGGAAGG

Comp 25 AGGAGGACTCAGACCACGATG

26 안티 CTCCTGGCCGGGGTTAGG

Aggrecan 27 GCTACGGAGACAAGGATGAGTTC

28 안티 CGTAAAAGACCTCACCCTCCAT

Col II 29 AACACTGCCAACGTCCAGAT

30 안티 CTGCAGCACGGTATAGGTGA

β-actin 31 CACAGAGCCTCGCCTTTGC

32 안티 CATGCCGGAGCCGTTGTC

또한, 각각  양  포  알시안 블루(Alcian blue), 사프라닌 O(Safranin O), 트리크 (Trichrome), 알리[0066]

린 드 O(Alizarin Red O),  헤마 신&에 신(H&E) 염색  통하여, 역 직염색  행하 다. 

상  RT-PCR  결과, 실시간-PCR 결과,  역 직염색  결과는 각각 도 3a, 도 3b,  도 3c  같[0067]

다. 도 3a  도 3b  결과는 각각  건에 라 도  상 에 거하여 는 단 질  만들어 내

는 포내 RNA  타낸다. 본 에 라   복합체 , PLGA-hSOX9-siRNA 복합체  포 내

시   도한 시험  연골 포    마커  라겐 타  II  아그 칸(aggrecan)  과

  알  ,  도 에 여하는 SOX9   또한 과 다. 그러 , 골 포 

과 에  생 는 cbfa-1     다  시험 에 비하여 하게 하  간엽 포

 연골 포  가   어났  타낸다.   PLGA-hSOX9  복합체  PLGA-hSOX9- 트

siRNA 복합체  처리한 경우에는 라겐 타  II  아그 칸(aggrecan)   PLGA-hSOX9-siRNA 복합

체에  비하여  낮  골 포  과 에  는  cbfa-1    양상  보여 ,  PLGA-

hSOX9-siRNA 복합체  한 연골 포 가 다  복합체에 비하여 그  하게 가하는 것

 할  다.

도 3c는 역 직염색  결과  타낸다. 알시안 블루 염색과 사프라닌 O  통한 직염색  연골 포 에[0068]

어  연골 포가 비하여 만들어내는 연골 직  주  다당  직 내 재량  타낸다. 트
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리크  염색  통하여 생 는 직에 재하는 라겐  재량  할  고, 알리 린 드 O 염색

 통하여 직 내 재하는 칼  침착 도  할  다. 또한 헤마 신&에 신 염색  직학

 가  본  는 태학   한 염색 다. 역염색결과 또한, 도 3a  도3b에  타  결과

사한 양상  타내었다. 라 , 본 에   복합체  한 도  통해 연골 포  

가 다  복합체들에 비하여 하게 우 함  할  다.

(3) 연골 포   평가 - 웨  블   역  [0069]

상  (2)에   RNA 에  결과 ,  단 질  양상  통하여 검 하 다.  ,  실시  3[0070]

(4)  동 한  웨  블   행하 , 웨  블  에 사  각각  1차 항체 , 항-

hSOX9 항체, 항-cbfa-1 항체,  항- 라겐 타  Ⅱ 항체는 Millipore사(미 )  하 , 항-아그

칸 항체는 Abcam사( )  하 다. 마커 단 질  사  β-액틴에 한 1차 항체는 Santa Cruz

사(미 )  하 다. 그 결과는 도 4a  같다. 

또한,   양  포  역   행  하여,  양  포  동결  포매 (Optical  cutting[0071]

temperaturate compound)  포매(embedding)한 후 냉동시  동결 직 편 (Cryo Cut)  사 하여 10 ㎛ 께

 편  만들어 슬라 드 라 에 착시 다. 착  직  4% 포 알 드  가한  10 간 치하여 고

시  블 킹(비특  역  지 )  하여 블 킹 액 (Dako, 마크)  주하여 30 간 실 에

치한 다 , 항-hSOX9 항체, 항-cbfa-1 항체,  항- 라겐 타  Ⅱ 항체  PBS에 1:100  하여 4℃에

16시간 동안 처리한 후, PBS  2  척하 다.  과  통하여  료  시료에 hSOX9 에는 

물질 FITC(fluorescein  isothiocyanate)  지   2차 항체  시키고 siRNA  에는 물질

RITC(rhodamine isothiocyanate)  지   2차 항체 , 라겐 타  Ⅱ 항체에는  Cyanine dye  5.5

(Cy 5.5)가 지   2차 항체  시 다.  사 한  2차 항체는 PBS  하여 1:200  

하여 실 에  1시간 시킨 후 PBS  하여 2  척하 다. 포 또는 직  핵과 하여 UV상에

찰 가능한 빛  하는 DAPI( 아미 -2- 닐 돌)  1:500  하여 1 간 염색하여 염색

실시하 다.

든 과  료  시료  카 다 삼(Canada balsam)(JUNSEI, 본)  하여 커 라  마운 후 건[0072]

시 , 검체 본  하 다. 검체 본들  공   미경(Confocal Laser Scanning Microscopy)

사 하여, 상 한 각  다    그 에 하는  사하여 연골 포  과 에

는 항원-항체    결과  미지 하여 하 다. 또한 러한  역 에  결

과   하  하여 미지   결과  공   미경 운  프 그램 내   량 능

 하여  하 , 그  각각  항원-항체 과  사에 라  특  양  

미지 픽 단  산하여 체 비  비 (%) (계산식: / 체 미지

)X100)  통해 량  치 하여 그래프  타내었다. 역   미지    량한

결과는 각각 도 4b  도 4c에   할  다. 

도 4a 내지 도 4c에  볼  는  같 , 본 에 라   복합체  PLGA-hSOX9-siRNA 복합체[0073]

 처리하여 시킨 포는 연골 포  마커  라겐 타  II, SOX9  아그 칸(aggrecan)  과

  할  ,  cbfa-1    하 고 억 , 상  도 3a 내지 도 3c

상 하는 결과  타내었다. , hSOX9  포함한 복합체  hSOX9- 트  siRNA  포함한 복합체  처

리한 경우, 라겐 타  II  아그 칸(aggrecan)   었  cbfa-1  양상  특  억

는 양상   것  보여주고 다. 라  본 에 라   복합체 , PLGA-hSOX9-siRNA 복

합체  한 간엽 포  연골 포  도  연골 포  양상  hSOX9  포함한 복합체

 hSOX9- 트  siRNA  포함한 복합체에 비하여 간엽 포가 가지는 택  능  진하

그   여주는 것  할  다.
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도

도 1

도 2a
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도 2b

도 2c
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도 3a

도 3b
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도 3c

도 4a
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도 4b

도 4c

 열  

<110>    College of Medicine Pochon CHA University Industry-Academic Cooperation Foundation

<120>    Nano complex for reconstruction or regeneration of chondrocytic
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         tissue and method for differentiation to chondrocytes using the

         same

<130>    PN0466

<160>    32

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    1

cuguucauau gccaauuca                                                      19

<210>    2

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    2

ugaauuggca uaugaacag                                                      19

<210>    3

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    3

cugaacuguu ggguucguu                                                      19

<210>    4

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    4

aacgaaccca acaguucag                                                      19
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<210>    5

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    5

ggagagcaaa auugcacca                                                      19

<210>    6

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRNA

<400>    6

uggugcaauu uugcucucc                                                      19

<210>    7

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Scrambled siRNA

<400>    7

ccuacgccac caauuucgu                                                      19

<210>    8

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Scrambled siRNA

<400>    8

acgaaauugg uggcguagg                                                      19

<210>    9

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    9
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tccgcgaggt ccatcttgtg                                                     20

<210>    10

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    10

acgctgcgca tcgtctgg                                                       18

<210>    11

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    11

actggacgct tgcagaccag                                                     20

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    12

atgctcgcga aacagtatca                                                     20

<210>    13

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    13

cggtgagaac gtgctggagt                                                     20

<210>    14

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Primer

<400>    14

atgatgttct ccagacgccc                                                     20

<210>    15

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    15

aacgctgaag tcacgctcac                                                     20

<210>    16

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    16

ggtagccaaa gatgaagccc                                                     20

<210>    17

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    17

acagacttga gggggaggtg                                                     20

<210>    18

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    18

ggggtcctct ccagacaaaa                                                     20

<210>    19

<211>    20

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    19

caggttcacg tacactgccc                                                     20

<210>    20

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    20

tgggatgaat ggacatcagg                                                     20

<210>    21

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    21

acgctgggca agctctgg                                                       18

<210>    22

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    22

tccgggtggt ccttcttgtg                                                     20

<210>    23

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    23

cagtcacctc aggcatgtcc                                                     20

<210>    24
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<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    24

gtgctgctgg tctggaagg                                                      19

<210>    25

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Priemr

<400>    25

aggaggactc agaccacgat g                                                   21

<210>    26

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    26

ctcctggccg gggttagg                                                       18

<210>    27

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    27

gctacggaga caaggatgag ttc                                                 23

<210>    28

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    28
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cgtaaaagac ctcaccctcc at                                                  22

<210>    29

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    29

aacactgcca acgtccagat                                                     20

<210>    30

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    30

ctgcagcacg gtataggtga                                                     20

<210>    31

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    31

cacagagcct cgcctttgc                                                      19

<210>    32

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    32

catgccggag ccgttgtc                                                       18
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