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Human Chorionic Gonadotropin (hCG)은 임신시 태반

의 영양막 세포 (trophoblast cells)에서 분비되어 산모의

황체(corpus luteum)를 유지시키고 탈락막형성(deciduali-
zation)과 착상에 필요한 황체호르몬(progesterone)의 분비

를 자극하여 초기 임신 유지에 중요한 역할을 하는 호르

몬으로 알려져 있다.1 이제까지 hCG가 면역계에 미치는

영향에 대해서는 비교적 다양한 연구가 수행되어 왔으

며 카포시 육종의 진행에 고농도 hCG의 투입이 영향을

미친다는 흥미있는 관찰이 보고되었고,2,3,4 ,5 β-hCG가

IL-2의 분비를 촉진시키는 반면 sIL-2R의 분비는 억제한

12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate가 배양된 임신 중

산모 말초혈액 단핵세포의 β-hCG 생산 및 분비에

미치는 영향
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Objective : Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in culture release a biologically active human
chorionic gonadotropin (hCG). This effect is detectable during pregnancy with a maximum between the 16th
and 19th week. HCG plays an important role for the corpus luteum rescue during the early gestational age and
possibly for the immunotolerance. This study was performed to investigate the relationships between the
productivity of cultured PBMC of pregnant women and the ability to maintain early pregnancy, and whether
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) increases hCG sectetion by cultured PBMCs.

Materials and Methods : PBMC were obtained from 20 pregnant women between 16th to 19th week of
gestation , and cultured with TPA. Culture cells were harvested and hCG mRNA were extracted and RT-PCR
were performed. Culture supernatants were collected and hCG concentration were determined by commercial
RIA methods.

Results : The mean age was 31.0 years old, 19 of 20 (95%) pregnant women's PBMC secereted hCG
and expressed hCG mRNA, but in control group exept male hepatitis B patient, none of them produced hCG.
TPA activated expression of hCG in PBMC in linear manner.

Conclusion : Pregnant women's cultured PBMC secreted hCG, but not in non-pregnant or male. We could
confirm the mRNA of hCG in PBMC as well in the placental control. The productivity of hCG in PBMC might
be closely related with maintenance of early pregnancy.
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-12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate가 배양된 임신 중 산모 말초혈액 단핵세포의 β-hCG 생산 및 분비에 미치는 영향-

다6는 보고 등 hCG가 단순히 호르몬의 역할만을 하는

것이 아니라 면역계와 상당한 연관성을 가지고 작용하

고 있다는 것이 밝혀지고 있다. 정상적인 임신 외에도

포상기태(hydatidiform mole)나 융모막암(choriocarcinoma)

등과 같은 영양막질환(trophoblastic disease), 고환이나 태

반 또는 난소 종양 등 생식 세포 종양 (germ cell tumor)

및 기타 종양세포에서도 hCG의 생산이 보고되어7,8,9 종

양표식자(tumor marker)로써 진단에 응용되고 있으며,10, 11

정상적으로도 소량의 hCG가 뇌하수체에서도 생산12될

뿐만 아니라 정상 상피조직에서도 hCG가 검출되었다는

보고도 있다.13

1986년 Harbour-MacMenamin,14 1993년 Alexander 등15

의 연구에 의하여 태반뿐만 아니라 모체의 말초혈액 단

핵세포(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)에서도

분비되는 것으로 알려져 그 역할에 대하여 많은 관심을

불러일으키고 있다. 또한 1998년 Alexander등16은 말초혈

액단핵세포 중 자연살해세포(Natural killer cell, NK cell)
와 단핵구(monocyte)에서 임신 초기에 다량의 hCG가 분

비됨을 세포 배양 실험에서 확인하여 보고하였고, IL-1
β, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα 및 GM-CSF는 hCG의 분비

를 촉진시키는 반면 IL-2와 INF-γ는 hCG의 분비를 억

제시킨다고 보고하여 말초혈액단핵세포에서 hCG의 분

비가 다양한 면역학적 자극과 밀접한 연관성이 있음을

보고하였다.

이에 저자는 정상 남성, 정상 여성, 임신한 여성 등

여러 조건을 가진 환자들의 말초혈액 단핵세포에서

hCG의 생산 여부를 β-hCG mRNA를 추출하여 이를

RT-PCR법으로 확인하였으며, TPA가 hCG의 생산에 미

치는 영향을 분석하였다.

연구 대상 및 방법

1. 연구대상

본 연구에서는 2000년 1 월부터 2000년 3월까지 연세

대학교 영동세브란스병원 산부인과에 내원한 임신 16주

에서 19주 사이의 산모 20명을 연구 대상으로 하였다.
대조군으로는 동병원 외래 환자 중 산부인과적 질환이

없고, 임신하지 않은 환자를 무작위 추출하여 연구 대상

으로 하였다.

2. 연구방법

1) 세포의 분리 및 배양

연구 대상의 정맥혈을 헤파린 처리된 시험관에 2.5㎖

씩 채혈하여 동량의 Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, pH 7.2)을 가하여 희석한 후, 4㎖의 Ficoll-Paque

[Pharmacia]이 든 15ml conical centrifuge에 pasteur pipette

을 이용하여 조심스럽게 중첩한 후 400×g, 15℃에서 30
분간 원심분리하여 말초혈액 단핵세포층 (peripheral

blood mononuclear cell, PBMC)을 분리하였다. 분리된

PBMC는 HBSS로 3회 원심세척하여 혈청내 유입되어 있

을 hCG를 제거하였다. 원심세척된 세포의 생존능을

trypan blue dye exclusion test로 측정하였으며 생존능이

있는 세포를 10% FBS, 250 U/㎖ penicillin, 250 ㎍/㎖
streptomycin이 첨가된 RPMI-1640 완전배양액에 1 ×

107 세포/㎖의 농도로 희석한 후, 96 well culture plate에
250㎕씩 분주하여 5% CO2, 37℃에서 배양하였다. 배양

조건으로 40 ng/㎖의 TPA를 첨가하여 배양을 시작하였

으며, 배양 후 12시간과 24시간에 각의 well에서 250㎕의

배양상청과 세포를 채취하였으며 배양상청은 hCG의 양

을 radioimmunoassay법으로 측정할 때까지 -20℃에 보관

하였으며, 분리된 세포는 β-hCG mRNA의 검출에 사용

되었다.

2) 역전사 및 중합효소연쇄반응 (RT-PCR)

배양세포에서 RNA의 추출은 RNAzol 법을 이용하였

다. 수집, 원침된 배양 세포에 1㎖의 RNAzol 용액을 넣

어 세포를 용해시킨 뒤 150㎕의 chloroform을 넣고 15초

간 진탕하고 4℃, 8,000 rpm에서 15분간 원심분리하였다.

분리된 상부 용액층을 새로운 원심분리관에 넣고 동량

의 isopropanol을 가한 후 잘 섞고 4℃, 8,000 rpm에서 15

분간 원심분리하였다. 상층액을 조심스럽게 버리고 침

전괴에 1㎖의 75% ethanol을 가하고 진탕한 후 4℃, 8000

rpm에서 8분간 다시 원심분리하여 세척하였다. 침전괴

는 다시 100㎕의 1mM EDTA에 재부유시켜 60℃에서 10

분간 배양하였다. 분리된 총 RNA의 양은 Ultrospec 3000
UV/Visible spectrophotomer [Pharmacia]의 RNA 정량 프로

그램을 이용하여 계산하고, 각 샘플의 총 RNA 농도를 1
㎍/㎕로 희석하였다.

역전사 반응 (Reverse transcription)을 위해 2.5㎕의

RNA를 70℃에서 10분간 가열한 후 원침시켜 상온으로

냉각시켰다. 4㎕의 25mM MgCl2, 2㎕의 RT10× buffer, 2
㎕의 10 mM dNTP mixture, 15 U의 AMV Reverse

Transcriptase, 1㎕의 Oligo(dT)15 Primer, 0.5㎕의

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 및

Nuclease-Free Water를 넣고 반응물을 조심스럽게 섞은

후 42℃에서 15분간 배양하여 역전사 하였다. 반응을 멈

추기 위하여 시료를 99℃에서 5분간 가열한 후 0℃에서

15분간 추가 배양하였다. 합성된 cDNA는 사용전까지

-20℃에서 보관하였다.
PCR은 Bioneer사의 PreMixTM-Top을 이용하여

Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9700에서 수행하였

다. PCR에 사용된 시료의 최종농도는 10mM Tris HCl,

pH 8.3, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2 mM each dNTP,
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