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요약

본 발명은 동결건조된 적혈구를 포함하는 탈수 조성물에 관한 것이다. 알코올 (예를 들어, 스테롤 또는 콜레스테롤)은

적혈구막을 포함하는 적혈구로부터 적어도 부분적으로 분리된다. 알코올의 일부 또는 전부가 분리된 후, 적혈구는 낮

은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위를 지닌다. 적혈구에는 동결건조 및 재수화 동

안 생물학적 특성을 보존하는 올리고사카라이드 (예를 들어, 트레할로스)가 로딩될 수 있다. 또한, 적혈구의 상전이의

협동성을 증가시키는 방법이 제공된다. 또한, 적혈구 건조 중량 그램 당 물 약 0.30 그램 이하의 잔류 수분 함량을 지
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닌 탈수 적혈구를 저장하는 것을 포함하여, 탈수 적혈구의 생존을 보존하고/하거나 증가시키는 방법이 제공된다.

명세서

기술분야

본 발명의 구체예는 전반적으로 광범위하게는 살아있는 포유류 세포에 관한 것이다. 더욱 상세하게는, 본 발명의 구

체예는 전반적으로 인간 세포, 특히 진핵세포 및 적혈구의 보존 및 생존을 제공한다.

또한, 본 발명의 구체예는 전반적으로 광범위하게는 혈소판, 진핵세포 및 적혈구의 치료적 용도; 더욱 상세하게는, 예

를 들어 적용시에 재수화될 수 있는 동결건조된 조성물을 제조하는 것과 같은 경우, 혈소판, 진핵세포 및 적혈구의 조

작 또는 개질에 관한 것이다. 동결건조된 혈소판이 재수화되는 경우, 이러한 혈소판은 신선한 혈소판의 반응과 비교

하여 트롬빈 및 그 밖의 효능제에 대해 정상적인 반응을 나타낸다. 진핵세포 및 적혈구가 재수화되는 경우, 이들은 즉

시 생존력을 회복한다.

본 발명의 구체예와 관련된 조성물 및 방법은 지혈 보조제로서 및 약물 전달을 위해 수혈 요법을 포함하는 의학, 약학,

생물공학 및 농학에서와 같은 다수의 분야에서 유용하다.

배경기술

수혈 센터는 수혈용 혈소판 농축물을 제조하라는 상당한 압력을 받고있다. 혈소판의 광대한 탐구는 이러한 혈액 성분

을 저장할 필요가 있게 하는데, 이는 혈소판이 지혈에 기여하는 중요한 물질이기 때문이다. 혈소판은 일반적으로 타

원형 내지 구형이며, 직경이 2 내지 4㎛이다. 현재, 혈소판 풍부 혈장 농축물은 22℃에서 혈액백에 들어있는 상태로 

저장되지만, 이러한 조건하에서 저장 수명은 5일로 제한된다. 저장 동안의 신속한 혈소판 기능 손실 및 세균 오염의 

위험은 혈소판 농축물의 배급 및 효용을 까다롭게 한다. 혈소판은 저온에서 활성화되는 경향이 있다. 활성화된 경우, 

이들은 수혈 요법과 같은 적용에 대해 실질적으로 쓸모가 없다. 따라서, 혈소판 수명을 증가시키는 보존 방법을 개발

하는 것이 요망된다.

혈소판을 보존하기 위한 다수의 기술이 지난 수 십년에 걸쳐 개발되어 왔다. 글리세롤 (Valeri et al., Blood, 43, 131

-136, 1974) 또는 디메틸 술폭시드, 'DMSO' (Bock et al., Transfusion, 35, 921-924, 1995)와 같은 다양한 작용제

를 저온보호제 (cryoprotectant)로서 사용하여 혈소판을 저온보호하는 것이 약간의 성공을 거두었다. 최상의 결과는 

DMSO를 사용한 경우에 수득되었다. 그러나, 이러한 세포 중 상당한 부분은 해동 후에 부분적으로 용해되고, 벌룬 (b

alloon) 형상을 지닌다. 이러한 벌룬 세포는 다양한 효능제에 대해 반응하지 않으므로, 다양한 효능제에 대한 동결 해

동된 혈소판의 전체적인 반응성은 신선한 혈소판과 비교하여 35% 미만으로 감소한다. -80℃에서 저온보존된 DMSO

혈소판의 저장 수명은 1년인 것으로 보고되어 있지만, 저온보호제를 제거하기 위해 상당한 세척 및 가공을 필요로 하

며, 그 후에도 최종 생성물은 응괴를 형성하는 능력이 심하게 감소한다.

동결건조에 의해 혈소판을 건조시키려는 시도는 파라포름알데히드 고정된 혈 소판과 관련하여 기술되었다 (Read et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 397401, 1995). 1999년 5월 11일에 발행된 리드 (Read) 등의 미국 특허 제 5,

902,608호에는 고정되고 건조된 혈소판이 함유된 기질을 포함하는 외과용 보조제가 기재되고 청구되어 있다. 이러한

건조된 혈소판은 혈소판을 포름알데히드, 파라포름알데히드, 글루타르알데히드 또는 과망간산염과 같은 고정제에 접

촉시킴으로써 고정된다. 이러한 고정제에 의해 고정된 동결건조된 혈소판이 지혈작용에서 적절하게 기능할 것인 지는

의문이다.

1998년 4월 7일에 발행된 스파고 (Spargo) 등의 미국 특허 제 5,736,313호에는 혈소판에 작용제, 바람직하게는 글

루코오스를 로딩시킨 후, 동결건조시키는 방법이 기재되어 있다. 혈소판은 사전인큐베이션 완충액 중에서 사전인큐

베이션된 후, 약 100mM 내지 약 1.5M의 농도를 지니도록 탄수화물, 바람직하게는 글루코오스로 로딩된다. 인큐베이

션은 약 10℃ 내지 약 37℃, 가장 바람직하게는 약 25℃에서 수행되는 것으로 교시되어 있다.

1998년 10월 27일에 발행된 비에티 (Beattie) 등의 미국 특허 제 5,827,741호에는 디메틸술폭시드 및 트레할로스와

같은 인간 혈소판용의 저온보호제가 기재되어 있다. 혈소판은 예를 들어 약 22℃의 온도에서 저온보호제를 함유하는 

용액 중에 현탁된 후, 15℃ 미만으로 냉각될 수 있다. 이것은 일부 저온보호제를 세포내로 통합시킨다.

트레할로스는 거의 완전한 탈수로부터 생존할 수 있는 광범위하게 다양한 생물체에서 고농도로 발견되는 이당류이다

(Crowe et al., Anhydrobiosis. Annu/. Rev. Physiol., 54, 579-599, 1992). 트레할로스는 동결 및 건조 동안에 특
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정 세포를 안정화시키는 것으로 밝혀졌다 (Leslie et al., Biochim. Biophys. Acta, 1192, 7-13, 1994; Beattie et al.

, Diabetes, 46, 519-523, 1997).

그 밖의 연구자들은 진공하에서 건조시키기 전에 일렉트로포레이션을 사용하여 혈소판을 트레할로스로 로딩시키고

자 하였다. 그러나, 일렉트로포레이션은 세포막에 매우 해로우며, 혈소판을 활성화시키는 것으로 믿어진다. 활성화된 

혈소판은 불안한 임상적 가치를 지닌다.

또한, 혈소판은 1998년 6월 2일에 발행된 규어위치 (Gurewich)의 미국 특허 제 5,759,742호에 논의된 바와 같이 다

양한 질병을 치료하는 데에 있어서의 약물 전달 적용을 위해 제안되었다. 상기 특허에는 혈소판의 외막에 결합된 유

로키나아제형 플라스미노겐 활성제의 A 사슬을 포함하는 융합 약물로부터 형성된 복합체를 제조하는 것이 기재되어 

있다.

따라서, 혈소판이 이들의 생물학적 특성, 특히 트롬빈과 같은 혈소판 효능제에 대한 반응을 유지하거나 보존하도록 

해주며, 상업적으로 가능한 거대 규모로 실시될 수 있는 혈소판의 효과적이고 효율적인 보존법이 필요하다. 또한, 약

물을 캡슐화하는 데에 유용하고 표적 부위에 약물을 전달하는 데에 사용되는 현재의 비히클의 유형을 확대시키는 것

이 유용할 것이다. 따라서, 진핵세포 및 적혈구가 각각 생물학적 특성을 유지하고 저장 후에 용이하게 생존가능하게 

되도록 해주는 이러한 세포의 효과적이고 효율적인 보존법이 또한 필요하다.

발명의 개요

본 발명의 한 가지 양태에 있어서, 동결건조 및 재수화 동안에 생물학적 특성을 보존하도록 트레할로스로 효과적으로

로딩된 동결건조된 혈소판을 포함하는 탈수 조성물이 제공된다. 이러한 혈소판은 트롬빈과 같은 하나 이상의 효능제

에 대해 정상적인 반응을 지니도록 재수화될 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 실질적으로 모든 동결건조된 혈소판은, 재

수화되고 트롬빈 (1 U/㎖)과 혼합되는 경우, 37℃에서 3분내에 응괴를 형성한다. 탈수 조성물은 요망되는 치료적 적

용에 따라 항생제, 항진균제, 성장 인자 등과 같은 하나 이상의 다른 작용제를 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 일면에 있어서, 상기 기술된 동결건조된 혈소판이 생체적합성 표면상에 함유되거나 생체적합성 표

면에 의해 함유된 지혈 보조제가 제공된다. 지혈 보조제의 추가 성분은 항생제, 항진균제 또는 성장 인자와 같은 치료

제일 수 있다. 생체적합성 표면은 동결건조된 콜라겐과 같은 붕대 또는 트롬빈 표면일 수 있다. 이러한 지혈 보조제는

예를 들어 혈소판이 함유된 표면을 수화시킴으로써 적용 직전에 재수화될 수 있거나, 응급시에는 건조 지혈 처리 보

조제를 창상 또는 화상에 직접 적용하고 그 자리에서 수화시킬 수 있다.

본 발명의 구체예를 제조하고 사용하는 방법이 또한 기술된다. 이러한 한 가지 방법은 혈소판 공급원을 제공하고, 생

물학적 특성을 보존하도록 혈소판에 트레할로스를 효과적으로 로딩시키고, 트레할로스 로딩된 혈소판을 이들의 빙점

미만으로 냉각시키고, 냉각된 혈소판을 동결건조시키는 것을 포함하여 탈수 조성물을 제조하는 방법이다. 트레할로스

로딩은 약 25℃ 보다 높고 약 40℃ 보다 낮은 온도에서 혈소판을 약 50 mm 트레할로스가 함유된 트레할로스 용액과

인큐베이션시키 는 것을 포함한다. 이러한 탈수 조성물을 사용하는 방법은 혈소판을 재수화시키는 것을 추가로 포함

할 수 있다. 재수화는 바람직하게는 동결건조된 혈소판을 동결건조된 혈소판의 수분 함량이 약 20 중량% 내지 약 35 

중량%가 되게 하기에 충분한 시간 동안 따뜻한 포화 공기에 노출시키는 예비수화 단계를 포함한다.

본 발명의 또 다른 양태에 있어서, 균일하게 분포된 농도의 치료제가 함유된 혈소판을 포함하는 약물 전달 조성물이 

제공된다. 약물 전달 조성물은 캡슐화된 약물을 혈소판 매개 부위에 표적화시키는 데에 특히 유용하다.

본 발명을 실시하면 트롬빈에 대한 반응과 같은 생물학적 특성을 유지하거나 보존하면서 혈소판의 조작 또는 개질이 

가능해진다. 또한, 혈소판을 보존하는 방법을 이용하는 것은 상업적으로 가능한 거대 규모로 실시될 수 있고, 혈소판 

활성화를 방지해준다. 본 발명의 동결건조된 혈소판, 및 동결건조된 혈소판을 포함하는 지혈 보조제는 수분 장벽 물

질내에 패키징되는 경우에 주위 온도에서 실질적으로 상온 저장할 수 있다.

또한, 본 발명의 구체예는 포유류종 (예를 들어, 인간)으로부터 진핵 세포를 제공하고; 진핵 세포를 방부제 (예를 들어

, 트레할로스와 같은 올리고사카라이드)로 로딩시키고; 저장 후 재수화시에 진핵세포 생존률이 바람직하게는 약 80%

가 넘게 증가하도록, 진핵세포를 탈수시키면서 진핵세포내의 잔류 수분 함량을 진핵 세포 건조 중량 그램 당 수분이 

약 0.15 (예를 들어, 약 0.20 내지 약 0.75) 그램을 초과하여 유지시키고; 진핵세포 건조 중량 그램 당 수분이 약 0.15

그램을 넘는 잔류 수분 함량을 지닌 탈수 진핵세포를 저장하고; 저장된 탈수 진핵세포를 탈수 및 저장 후에 생존률이 

증가된 저장된 탈수 진핵 세포로 재수화시키는 것을 포함하여, 저장 후에 탈수 진핵세포의 생존률을 보존하고/하거나

증가시키는 방법을 제공한다. 바람직한 구체예에 있어서, 약 80%를 초과하는 저장된 탈수 세포가 탈수 및 저장으로

부터 생존한다.

또한, 본 발명의 구체예는 포유류종으로부터 선택된 진핵세포를 제공하고; 약 25℃를 초과한 온도 (예를 들어, 약 30
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℃ 내지 약 50℃ 미만, 또는 약 30℃ 내지 약 40℃와 같은 약 25℃ 보다 크고 약 50℃ 보다 낮은 온도)에서 올리고사

카라이드 (예를 들어, 트레할로스)를 진핵세포내로 로딩 (예를 들어, 올리고사카라이드 용액을 사용하고/하거나 고정

제의 존재 또는 부재하에)시킴으로써 로딩된 진핵세포를 생성시키는 것을 포함하여 로딩된 진핵세포를 제조하는 방

법을 제공한다. 로딩은 약 25℃ 보다 높은 온도에서 올리고사카라이드 용액으로부터 유체상 엔도사이토시스를 통해 

외부 올리고사카라이드를 흡수하는 것을 포함한다. 로딩은 약 25℃ 보다 높은 온도에서 진핵세포를 올리고사카라이

드 용액과 인큐베이션시키는 것을 추가로 포함한다. 본 발명의 이러한 구체예의 경우, 진핵세포는 바람직하게는 인간

진핵세포, 예를 들어 단지 예로서 중간엽 줄기세포 및 상피 293H 세포로 구성된 진핵세포의 군으로부터 선택되는 진

핵세포이다.

또한, 본 발명의 구체예는 포유류종으로부터 선택된 진핵세포; 및 올리고사카라이드를 올리고사카라이드 용액으로부

터 진핵세포내로 로딩시키기 위해 진핵세포 및 약 25℃ 보다 높은 온도를 함유하는 올리고사카라이드 용액을 포함하

는 진핵세포를 로딩시키기 위한 용액을 제공한다. 외부 올리고사카라이드는 약 30℃ 내지 약 42℃ 미만의 온도에서 

올리고사카라이드 용액으로부터 유체상 엔도사이토시스를 통해 흡수된다. 진핵세포 조성물은 약 25℃ 보다 높은 온

도에서 올리고사카라이드 용액으로부터 올리고사카라이드, 바람직하게는 트레할로스로 내부 로딩된 진핵세포를 광

범위하게 포함하는 형태로 또한 제공된다.

또한, 본 발명의 구체예는 포유류종 (예를 들어, 인간)으로부터 선택되며 동결건조 및 재수화 동안에 생물학적 특성을

보존하도록 약 10mM 이상의 트레할로스로 효과적으로 내부 로딩된 (예를 들어, 유체상 엔도사이토시스를 통해 외부

트레할로스를 흡수하도록 약 30℃ 내지 약 50℃ 미만의 온도에서 진핵세포를 인큐베이션시킴) 동결건조된 진핵세포

를 포함하는 전반적으로 탈수된 조성물을 제공한다. 동결건조된 진핵세포 내부에 로딩된 트레할로스의 양은 바람직

하게는 약 10mM 내지 약 50mM 이다. 동결건조된 진핵세포는 재수화시에 진핵세포 생존을 증가시키기 위해 진핵세

포 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.15 (예를 들어, 약 0.20 내지 약 0.75) 그램을 포함한다.

또한, 본 발명의 구체예의 양태는 탈수 조성물을 제조하는 방법을 포함한다. 상기 방법은 포유류종 (예를 들어, 인간)

으로부터 선택된 진핵세포를 제공하고; 생물학적 특성을 보존하도록 진핵세포를 약 10mM 내지 약 50mM의 올리고

사카라이드 (예를 들어, 트레할로스)로 내부 로딩시키는 것을 포함한다. 로딩은 약 30℃ 내지 약 50℃ 미만, 바람직하

게는 약 30℃ 내지 약 40℃, 더욱 바람직하게는 약 34℃ 내지 약 37℃의 온도에서 진핵세포를 약 50mM 이하의 올리

고사카라이드를 지닌 올리고사카라이드 용액과 인큐베이션시키고; 로딩된 진핵세포를 이들의 빙점 미만으로 냉각시

키고; 냉각된 진핵세포를 동결건조시키는 것을 포함한다. 동결건조는 진핵세포 건조 중량 그램 당 수분 0.40 그램 미

만, 바람직하게는 진핵세포 건조 중량 그램 당 수분 약 0.15 그램 초과, 더욱 바람직하게는 진핵세포 건조 중량 그램 

당 수분 약 0.40 그램 미만의 잔류 수분 함량을 남기도록 수행되는 것이 바람직하다.

본 발명의 구체예의 추가 양태는 올리고사카라이드가 진핵세포내로 로딩되는 효율을 증가시키는 방법을 포함한다. 

상기 방법은 제 1 상전이 온도 범위 및 제 1 상전이 온도 범위 보다 높은 제 2 상전이 온도 범위 (예를 들어, 약 30℃ 

내지 약 50℃ 미만과 같이 약 25℃ 보다 높은 온도)를 지닌 진핵세포를 제공하고; 올리고사카라이드 (예를 들어, 트레

할로스)를 진핵세포내로 로딩시키기 위해 진핵세포를 올리고사카라이드 용액내에 배치하고; 올리고사카라이드 용액

을 제 2 상전이 온도 범위로 가열하여 올리고사카라이드가 진핵세포내로 로딩되는 효율을 증가시키는 것을 포함한다.

상기 방법은 유체상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 외부 올리고사카라이드를 흡수하는 것

을 추가로 포함한다.

또한, 본 발명은 알코올 (예를 들어, 스테롤) 및 상전이를 지닌 적혈구를 제공하고, 진핵세포의 상전이의 협동성을 증

가시키도록 진핵세포로부터 알코올의 일부 이상을 제거하는 것을 포함하여, 진핵세포의 상전이의 협동성을 증가시키

는 방법을 포함하는 추가의 구체예를 포함한다. 적혈구는 바람직하게는 알코올 및 상전이를 포함하는 적혈구막을 포

함한다. 본 발명의 또 다른 구체예는 알코올 및 두 가지 이상의 상전이 온도 범위를 포함하는 적혈구를 제공하고, 적혈

구로부터 알코올을 일부 이상 제거하여 세 가지 이상의 상전이 온도 범위를 지닌 적혈구를 생성 시키는 것을 포함하

여 적혈구에서 상전이 온도 범위를 생성시키는 방법을 제공한다. 본 발명의 이러한 특징 또는 양태를 위한 적혈구는 

바람직하게는 알코올의 적어도 일부 및 두 가지 상전이 온도 범위의 적어도 일부를 포함하는 적혈구막을 포함한다. 

적혈구가 생성된 후, 생성된 적혈구는 바람직하게는 알코올의 적어도 일부가 제거된 후 세 가지 상전이 온도 범위의 

적어도 일부를 포함하는 적혈구막을 포함한다.

본 발명의 또 다른 구체예는 알코올 (예를 들어, 스테롤)을 지닌 적혈구를 제공하고; 적혈구로부터 알코올의 일부 이

상을 제거하여 낮은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 온도 범위의 군으

로부터 선택된 상전이 온도 범위를 지닌 적혈구를 생성시키고; 올리고사카라이드 (예를 들어, 트레할로스)를 적혈구

내로 로딩시키기 위해 적혈구를 올리고사카라이드 용액내에 배치시키는 것을 포함하여, 올리고사카라이드를 적혈구

내로 로딩시키는 방법을 제공한다. 올리고사카라이드 용액은 바람직하게는 상전이 온도 범위의 온도 범위와 근접한 

범위의 온도를 포함한다. 올리고사카라이드를 적혈구내로 로딩시키는 방법은 올리고사카라이드가 적혈구내로 로딩

되는 효율을 증가시키기 위해 올리고사카라이드 용액을 예를 들어 높은 상전이 온도 범위의 온도로 가열시키는 것을 

추가로 포함한다. 상기 방법은 지질상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 외부 올리고사카라이

드를 흡수하는 것을 추가로 포함할 수 있다. 적혈구는 반드시 고정제를 포함하지는 않는다.
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본 발명의 또 다른 구체예는 저장 후에 탈수 적혈구의 생존을 증가시키는 방 법을 제공한다. 생존을 증가시키는 방법

은 바람직하게는 포유류종으로부터 유래된 알코올 (예를 들어, 스테롤)을 지닌 적혈구를 제공하고; 적혈구로부터 알

코올의 바람직하게는 적어도 일부를 제거하고; 적혈구를 방부제 (예를 들어, 올리고사카라이드)로 로딩시키는 것을 

포함한다. 그 후, 로딩된 적혈구는 저장 후 재수화시에 적혈구 생존을 증가시키도록 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수

분 약 0.30 이하로 적혈구의 잔류 수분 함량을 유지시키면서 탈수 (예를 들어, 동결건조에 의해)된다. 또한, 생존을 증

가시키는 방법은 바람직하게는 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.30 그램 이하의 잔류 수분 함량을 지닌 탈수

적혈구를 저장하고; 탈수 및 저장에서 생존한 저장된 탈수 적혈구를 재수화시키는 것을 포함한다. 로딩은 고정제없이

이루어질 수 있고, 지질상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 외부 올리고사카라이드를 흡수하

는 것을 포함할 수 있다. 또한 대안적으로, 로딩은 적혈구를 올리고사카라이드 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함한

다. 로딩된 적혈구는 적혈구를 재수화시키기 전에 이들의 빙점 미만의 온도로 냉각될 수 있다. 적혈구의 잔류 수분 함

량은 바람직하게는 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.00 그램 내지 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.

30 그램 미만이다.

본 발명의 또 다른 구체예는 포유류종으로부터 선택되고 알코올 (예를 들어, 스테롤)을 포함하는 적혈구를 제공하고; 

생물학적 특성을 보존하도록 적혈구를 약 10mM를 초과하는 올리고사카라이드로 내부 로딩시키고; 로딩된 적혈구를

이들의 빙점 미만으로 냉각시키고; 냉각된 적혈구를 동결건조시키는 것을 포함하여, 탈수 조 성물을 제조하는 방법을

제공한다. 본 발명의 이러한 양태를 위한 적혈구의 로딩은 적혈구를 올리고사카라이드를 지니며 낮은 상전이 온도 범

위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 군으로부터 선택되는 온도 범위의 온도를 지닌 올리고

사카라이드 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함할 수 있다. 동결건조는 적혈구 건조 중량 그램 당 수분 약 0.3 그램 

이하의 잔류 수분 함량을 남기도록 수행된다. 바람직하게는, 약 80%를 초과하는 적혈구가 탈수 및 저장으로부터 생

존한다. 탈수 조성물을 제조하는 방법은 적혈구를 예비수화시킨 후, 예비수화된 적혈구를 수화시키는 것을 추가로 포

함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 추가의 구체예는 적혈구로부터 알코올 (예를 들어, 스테롤)의 적어도 일부를 제거하여 세 가지 이

상의 상전이 온도 범위를 지닌 적혈구를 생성시키고, 세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에 근접한 온도 범위의 온도에

서 올리고사카라이드를 적혈구내로 로딩시켜서 로딩된 적혈구를 생성시키는 것을 포함하여, 로딩된 적혈구를 제조하

는 방법을 포함한다. 앞서 기재된 바와 같이, 로딩은 세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에 근접한 온도 범위의 온도에

서 적혈구를 올리고사카라이드 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 특징은 적혈구를 로딩시키기 위한 용액, 적혈구 조성물, 및 전반적으로 탈수된 조성물을 포함한다.

적혈구를 로딩시키기 위한 용액은 세 가지 상전이 온도 범위를 알코올 감소된 (예를 들어, 스테롤 감소된) 적혈구, 및 

올리고사카라이드를 올리고사카라이드 용액으로부터 알코올 감소된 적혈구내로 로딩시키기 위한 알코올 감소된 적

혈구를 함유하는 올리고사카라이드 용액을 포함한 다. 외부 올리고사카라이드는 세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에

근접한 온도 범위의 온도에서 지질상 엔도사이토시스를 통해 흡수된다. 적혈구 조성물은 올리고사카라이드 용액으로

부터의 올리고사카라이드로 내부 로딩된 알코올 감소된 적혈구를 포함한다. 바람직하게는, 올리고사카라이드는 낮은

상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 군으로부터 선택된 온도 범위의 온도에

서 올리고사카라이드 용액으로부터 로딩된다. 전반적으로 탈수된 조성물은 동결건조 및 재수화 동안에 생물학적 특

성을 보존하도록 약 10mM 이상의 올리고사카라이드 (예를 들어, 트레할로스)로 효과적으로 내부 로딩된 동결건조된

알코올 감소된 적혈구를 포함한다. 동결건조된 알코올 감소된 적혈구 내부에 로딩된 올리고사카라이드의 양은 약 10

mM 내지 약 200mM일 수 있다. 동결건조된 알코올 감소된 적혈구는 재수화시에 적혈구 생존을 증가시키도록 적혈구

건조 중량 그램 당 약 0.30 그램 미만의 잔류 수분을 포함할 수 있다.

스테롤은 스테로이드 알코올, 바람직하게는 8개 내지 10개의 탄소 원자를 지닌 하나 이상의 측쇄를 지닌 스테로이드 

알코올을 포함할 수 있다. 또한 바람직하게는, 스테롤은 25개 내지 27개의 탄소 원자를 포함할 수 있다. 더욱 바람직

하게는, 스테롤은 콜레스테롤, 예를 들어 하기 화학식을 지닌 콜레스테롤을 포함한다:

!
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적혈구는 바람직하게는 낮은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위를 각각 포함하는 적

혈구막을 포함한다. 낮은 상전이 온도 범위는 약 2℃ 보다 큰데, 예를 들어 약 2℃ 보다 크고 약 20℃ 이하의 온도이

다. 중간 상전이 온도 범위는 바람직하게는 약 20℃ 보다 큰데, 예를 들어 약 20℃ 보다 크고 약 30℃ 이하의 온도이

다. 높은 상전이 온도 범위는 바람직하게는 약 30℃ 보다 큰데, 예를 들어 약 30℃ 보다 크고 약 50℃ 이하의 온도, 더

욱 바람직하게는 약 30℃ 내지 약 40℃ 또는 약 32℃ 내지 약 38℃ 이다.

이러한 내용은 하기 설명이 계속됨에 따라 당업자에게 명백해지는 다양한 부수적 내용과 함께 본 발명의 방법, 혈소

판, 진핵세포 및 적혈구에 의해 수득되며, 본 발명의 바람직한 구체예는 첨부된 도면을 참조로 하여 예로서만 제시된

다:

도면의 간단한 설명

도 1은 인간 혈소판의 인큐베이션 온도에 대해 플로팅된 트레할로스의 로딩 효율을 도시한 그래프이다.

도 2는 인큐베이션 후의 트레할로스 로딩된 인간 혈소판의 비율을 인큐베이 션 시간의 함수로서 도시한 그래프이다.

도 3은 인간 혈소판의 내부 트레할로스 농도 대 외부 트레할로스 농도를 일정한 인큐베이션 또는 로딩 시간에서 온도

의 함수로서 도시한 그래프이다.

도 4는 트레할로스가 인간 혈소판으로 로딩되는 효율을 외부 트레할로스 농도의 함수로서 도시한 그래프이다.

도 5는 동결건조 및 건조 완충액 및 건조 완충액 중의 30mM 트레할로스 및 1% HSA의 배합물 중에서의 다양한 농도

의 트레할로스에 의한 직접 재수화 후의 혈소판 구체예의 회수율을 도시한 그래프이다.

도 6은 FITC 덱스트란의 흡수 대 외부 농도를 마커인 LYCH와 비교하여 도시한 그래프이다 (인큐베이션 시간은 4시

간임).

도 7은 예비수화가 혈소판의 광학 밀도에 미치는 효과를 도시한 그래프이다.

도 8은 응집 바이알로 옮겨지고, 트롬빈이 각각의 샘플에 첨가되고 (1U/㎖), 샘플이 37℃에서 3분간 교반되는 500㎕

혈소판 용액 (혈소판 농도 0.5 x 10 8 개 세포/㎖)의 반응을 도시하며, 여기서 패널 (A)는 종래기술에 따른 혈소판이

고 패널 (B)는 본 발명의 혈소판이다.

도 9는 흡광도가 트롬빈 (1U/㎖)의 첨가시에 급격하게 떨어지고 혈소판 농도가 본 발명의 혈소판의 경우 3분 후에 2

50 x 10 6 개 혈소판/㎖ 내지 2 x 10 6 개 혈소판/㎖ 미만으로 강하하는 응괴 형성을 도시한 그래프이다.

도 10은 푸리에 변환 적외선 (FTIR) 분광법에 의한 수화된 중간엽 줄기세포 중의 막 상전이에 대한 온도를 도시한 그

래프이며, 실선 그래프는 검은 원에 도시된 데이터 세트의 일차 도함수를 나타낸다.

도 11은 형광 분광법에 의해 모니터된 중간엽 줄기세포의 LYCH 로딩 (검은 원 포인트) 및 트리판 블루 배제에 의해 

모니터되는 생존성 (검은 사각 포인트)을 도시하는 그래프이다.

도 12a 내지 12b는 LYCH 로딩 후 30분째의 짜이즈 (Zeiss) 도립 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기세

포의 현미경사진이며, 도 12a는 상 대조 이미지 및 모든 세포가 온전함을 나타내고 도 12b는 도 12a의 동일한 세포에

대한 형광 이미지 및 30분 후의 LYCH 흡수를 나타낸다.

도 12c 내지 12d는 LYCH 로딩 후 1시간째의 짜이즈 도립 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기세포의 현

미경사진이며, 도 12c는 상 대조 이미지 및 모든 세포가 온전함을 나타내고 도 12d는 도 12c의 동일한 세포에 대한 

형광 이미지 및 1시간 후의 LYCH 흡수를 나타낸다.

도 12e 내지 12f는 LYCH 로딩 후 2시간째의 짜이즈 도립 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기세포의 현

미경사진이며, 도 12e는 상 대조 이미지 및 모든 세포가 온전함을 나타내고 도 12f는 도 12e의 동일한 세포에 대한 

형광 이미지 및 2시간 후의 LYCH 흡수를 나타낸다.

도 12g 내지 12h는 LYCH 로딩 후 3.5시간째의 짜이즈 도립 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기세포의 

현미경사진이며, 도 12g는 상 대조 이미지 및 모든 세포가 온전함을 나타내고 도 12h는 도 12g의 동일한 세포에 대한

형광 이미 지 및 3.5시간 후의 LYCH 흡수를 나타낸다.
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도 12i 내지 12j는 짜이즈 도립 현미경으로 630X에서 촬영하고 세포의 LYCH 로딩이 없는 인간 중간엽 줄기세포의 

대조 샘플 (LYCH의 부재하에서 인큐베이션된 세포)의 현미경사진이며, 도 12i는 상 대조 이미지 및 모든 세포가 온

전함을 나타내고, 도 12j는 도 12i의 동일한 세포에 대한 형광 이미지를 나타내지 않는데 이는 형광이 LYCH에 대해 

특이적이며 인간 중간엽 줄기세포로부터의 자체 형광에 상응하지 않기 때문이다.

도 13은 90mM 트레할로스의 존재 또는 부재하에서의 중간엽 줄기세포에 대한 성장 곡선을 도시하는 그래프이며, 비

어있는 삼각형 데이터는 24시간 동안 표준 배지에서 성장시킨 후 90mM 트레할로스를 첨가한 세포를 나타낸다.

도 14a는 트립신화에 의해 수거하기 전에 건강한 중간엽 줄기세포를 100X 배율에서 촬영한 현미경사진이다.

도 14b는 트립신화에 의해 수거하기 전에 도 14a의 건강한 중간엽 세포 배양물을 320X 배율에서 촬영한 현미경사진

이다.

도 15a는 트레할로스 및 BSA를 함유하는 매트릭스의 스트란드내에 넣어진 중간엽 줄기세포의 건식 동결건조 '케이

크 (cake)'의 100X 확대 이미지이다.

도 15b는 트레할로스 및 BSA를 함유하는 매트릭스의 스트란드내에 넣어진 중간엽 줄기세포의 예비수화된 동결건조 

'케이크'의 100X 확대 이미지이다.

도 16a는 동결건조 및 재수화 후의 100X 확대된 중간엽 줄기세포의 현미경사진이다.

도 16b는 동결건조 및 재수화 후의 400X 확대된 중간엽 줄기세포의 현미경사진이다.

도 16c는 동결건조, 초기 예비수화 및 재수화 후의 400X 확대된 중간엽 줄기세포의 현미경사진이다.

도 17a는 재수화 후 2일째의 예비수화된 샘플로부터의 중간엽 줄기세포의 현미경사진으로서, 부착된 세포가 특징적

인 스트레치 형택학을 나타내기 시작함을 도시한다.

도 17b는 재수화 후 5일째의 예비수화된 샘플로부터의 중간엽 줄기세포의 현미경사진이며, 핵이 다수의 세포에서 선

명하게 보인다.

도 18a는 트레할로스 중에 동결건조된 상피 293H 세포의 100X 배율에서 촬영한 현미경사진이며, 세포는 온전한 형

태 및 원형으로 남아있는데 이는 이들의 천연 수화 상태와 매우 유사하다.

도 18b는 도 18a의 점선 사각 셀 영역의 확대도이며, 화살표는 예외적으로 보존된 세포를 확인해준다.

도 19a는 트레할로스 중에 동결건조된 상피 293H 세포의 400X 배율에서 촬영한 현미경사진으로서, 트레할로스, 알

부민 및 염으로 구성된 동결건조 매트릭스내에 포매된 2개의 293H 세포를 도시하며, 세포는 온전한 형태, 원형 및 완

전하게 매트릭스내에 포함된 형태로 존재한다.

도 19b는 도 19a의 점선 사각형 셀 영역의 확대도이다.

도 20a는 예비수화 (100% RH에서 45분) 및 재수화 (1:3 비의 H ` O:성장 배지) 후에 상피 293H 세포를 100X 배율

에서 촬영한 현미경사진으로서, 다수의 온전한 굴절성 세포를 나타낸다.

도 20b는 도 20a의 점선 사각형 셀 영역의 확대도이다.

도 21a는 재수화 후 24시간째에 상피 293H 세포의 320X 배열에서 촬영한 현미경사진이며, 굴절성 전세포가 여전히

가시적이다.

도 21b은 도 21a의 점선 사각형 세포 영역의 확대도이며, 굴절성 세포는 화살표로 표시된다.

도 22a는 트리판 블루 배제에 의해 측정된 잔류 수분 함량의 함수로서의 트레할로스 로딩된 상피 293H 세포의 세포 

생존률 (% 대조표준)을 도시한 그래프이다.

도 22b는 트리판 블루 배제에 의해 측정된 잔류 수분 함량의 함수로서의 트레할로스 로딩된 상피 293H 세포의 세포 

생존률 (% 대조표준)을 도시한 또 다른 그래프이다.
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도 23은 진공에서의 동결건조 동안의 상피 293H 세포의 잔류 수분 함량 대 시간 (분)의 그래프이다.

도 24는 제 1 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯의 그래프이며, 파수의 1차 

도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 25는 제 2 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯의 그래프이며, 파수의 1차 

도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 26은 제 3 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯의 그래프이며, 파수의 1차 

도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 27은 대조표준 (비어있는 원) 및 MβCD 처리된 적혈구 (검은 원)의 파수 대 온도 플롯의 그래프이며, 파수의 1차 

도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다 (실선은 MβCD 처리된 세포이고, 점선은 대조 세포에 해당함).

도 28은 4℃ (실선) 및 37℃ (점선)에서의 적혈구의 CH 2 스트레칭 영역의 FTIR 분석을 도시한 그래프이며, 3000 

내지 2800cm -1 에서의 흡광도 스펙트럼을 나타낸다.

도 29는 4℃ (실선) 및 37℃ (점선)에서의 적혈구의 CH 2 스트레칭 영역의 FTIR 분석을 도시한 그래프이며, 2880c

m -1 에서의 단백질 밴드 및 2855cm -1 에서의 지질 밴드는 흡광도 스펙트럼의 2차 도함수를 취한 후에 분석된다.

도 30은 4℃ (실선) 및 37℃ (점선)에서의 적혈구의 CH 2 스트레칭 영역의 FTIR 분석을 도시한 그래프이며, 2890 

내지 2835cm -1 영역에서의 2차 역도함수 스펙트럼은 지질 밴드가 온도에 따라 이동함을 나타낸다.

도 31은 내인성 지질로부터 발생하는 대칭적 CH 2 진동 (검은 원) 및 온전한 적혈구의 내인성 단백질로부터 발생하

는 대칭적 CH 3 스트레치 진동 (비어있는 원)의 열향성 반응을 도시한 그래프이다.

도 32는 제 1 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래프이며, 파

수의 1차 도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 33은 제 2 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래프이며, 파

수의 1차 도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 34는 제 3 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래프이며, 파

수의 1차 도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다.

도 35는 대조표준 (비어있는 원) 및 MβCD 처리된 적혈구 (검은 원)의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래프이며, 파수

의 1차 도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다 (실선은 MβCD 처리된 세포이고, 점선은 대조 세포에 해당함).

도 36은 대조 고스트 (ghost) (비어있는 원) 및 MβCD 처리된 고스트 (검은 원)의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래

프이며, 파수의 1차 도함수 대 온도 플롯이 함께 도시된다 (실선은 MβCD 처리된 세포이고, 점선은 대조 세포에 해당

함).

도 37은 4℃에서의 저장 동안 4℃에서의 적혈구막 대 지질 CH 2 스트레치 진동의 파수에 미치는 저온 저장의 효과 (

저장 시간)를 도시한 그래프이다.

도 38은 4℃에서의 1일 저장 (파선) 및 5일 저장 (실선) 후, 단리 직후 (점 선)의 파수 대 온도 플롯을 도시한 그래프이

다.

도 39는 4℃에서 4일 저장 후의 dil-C 18 표지된 적혈구 분포의 확대도로서, 염료가 저온 저장 동안 적혈구막에 균일

하게 분포된 채로 존재함을 도시한다.

발명의 상세한 설명

본 발명의 조성물 및 구체예는 조작 (예를 들어, 동결건조에 의해)되거나 개질 (예를 들어, 약물로 로딩됨)시켜서, 치

료적 적용, 특히 혈소판 수혈 요법용으로, 창상 드레싱, 붕대와 같은 지혈보조제로서, 및 봉합재로서, 및 약물 전달 비

히클로서 유용한 혈소판을 포함한다. 공지되어 있는 바와 같이, 인간 혈소판은 12℃ 내지 20℃에서 상전이를 나타낸

다. 본 발명자들은 혈소판이 30℃ 내지 37℃에서 제 2 상전이를 나타냄을 발견하였다. 이러한 제 2 상전이 온도 범위
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에 대한 본 발명자들의 발견은 약물 전달용 비히클로서의 혈소판의 용도를 제시해주는데, 이는 본 발명자들이 혈소판

외막에서와 같은 변화로 인해 정상적인 혈소판 반응을 간섭하는 비정상성을 유발시킴이 없이 다양한 유용한 치료제

로 혈소판을 로딩시킬 수 있기 때문이다.

예를 들어, 혈소판은 조직 플라스미노겐 활성제 (TPA)와 같은 항트롬빈 약물로 로딩되어, 심부전에서와 같은 경우, 

혈전 부위에 혈소판이 모여서 캡슐화되고 혈소판에 의해 표적화된 '응괴 파괴' 약물(들)을 방출하도록 될 수 있다. 항

생제가 또한 혈소판에 의해 캡슐화될 수 있는데, 이는 세균에 의해 생성된 리포폴리사카라이드가 혈소판을 유인하기 

때문이다. 항생제 로딩된 혈소판은 선택된 항생제 를 염증 부위로 이동시킬 것이다. 로딩될 수 있는 그 밖의 약물로는 

항유사분열제 및 항혈관형성제가 있다. 혈소판이 종양과 관련된 새로 형성된 혈관에서 순환되므로, 이들은 국소화된 

방식으로 항유사분열 약물을 전달할 수 있으며, 아마도 종양의 신맥관계에서 순환하는 혈소판은 혈액을 종양에 공급

되지 못하게 하도록 항혈관형성 약물을 침착시킬 수 있다. 이와 같이, 본 발명에 따라 선택된 약물로 로딩된 혈소판이 

제조되어 치료적 용도로 사용될 수 있다. 약물 로딩된 혈소판은 선택된 약물이 혈소판 매개 형성 혈전 또는 혈관 손상

의 부위에 표적화되는 경우와 같이 혈액성 약물 전달용으로 특히 고려된다. 이렇게 로딩된 혈소판은 하나 이상의 효

능제, 특히 트롬빈에 대해 정상적인 반응을 나타낸다. 이러한 혈소판은, 동결건조에 의해 보존하고자 하는 경우, 트레

할로스로 추가로 로딩될 수 있다.

본 발명의 구체예의 조성물 및 장치에 대한 중요한 성분은, 보존이 동결건조에 의해 이루어지는 경우, 리오프로텍턴트

(lyoprotectant), 바람직하게는 올리고사카라이드, 더욱 바람직하게는 트레할로스인데, 이는 본 발명자들이 트레할로

스로 효과적으로 로딩된 혈소판이 동결건조 (및 재수화) 동안 생물학적 특성을 보존한다는 것을 발견했기 때문이다. 

이러한 생물학적 특성, 예를 들어 트롬빈과 조합된 정상적인 응고 반응의 보존은 보존 후의 혈소판이 다양한 치료적 

적용에서 성공적으로 사용될 수 있도록 하는데 필요하다.

정상적인 지혈은 혈소판이 기여하는 상호작용의 결과이며, 혈소판이 손상된 혈관벽에 부착하는 것에서 출발한다. 혈

소판은 응고를 촉진시키는 응집체를 형성한다. 당단백질 (GP) 1b-IX-V 복합체로 일컬어지는 복합체는 효능성 효능

제인 α- 트롬빈에 대해 혈소판 표면상에 결합 부위를 제공함으로써 혈소판 활성화에 관여한다. α-트롬빈은 손상된 

조직으로부터 방출되는 세린 프로테아제이다. 따라서, 본 발명에 따른 조작 및 개질은 혈소판을 활성화시키지 않는 

것이 중요하다. 또한, 혈소판은 휴지 상태로 존재하는 것이 일반적으로 바람직하다. 그렇지 않으면, 혈소판은 활성화

될 것이다.

대부분의 고려되는 치료적 적용에 대해 트롬빈에 대한 응고 반응이 중요하다고 하더라도, 본 발명의 동결건조된 혈소

판은 재수화된 후에 또한 트롬빈 이외의 다른 효능제에 대해 반응할 것이다. 이러한 효능제로는 콜라겐, 리스토세틴 

및 ADP (아데노신 디포스페이트)가 있으며, 이들 모두는 정상적인 혈소판 효능제이다. 이러한 다른 효능제는 전형적

으로 혈소판의 표면상의 특이적 수용체에 관련된다.

광범위하게는, 본 발명에 따른 보존된 혈소판의 제법은 혈소판의 공급원을 제공하는 단계, 약 25℃ 보다 높고 약 40

℃ 보다 낮은 온도에서 혈소판을 보호성 올리고사카라이드로 로딩시키는 단계, 로딩된 혈소판을 -32℃ 미만으로 냉

각시키는 단계, 및 혈소판을 동결건조시키는 단계를 포함한다.

본 발명의 보존 방법에 적합한 혈소판의 공급원을 제공하기 위해, 혈소판은 바람직하게는 전혈로부터 단리된다. 따라

서, 본 발명에 사용된 혈소판은 바람직하게는 동결건조 전에 제거된 그 밖의 혈액 성분 (적혈구 및 백혈구)을 지니고 

있다. 그 밖의 혈액 성분의 제거는 전형적으로 원심분리 단계를 포함하는 당 분야에 널리 공지된 절차에 의해 수행될 

수 있다.

본 발명의 혈소판의 내부에 로딩된 바람직한 트레할로스의 양은 약 10mM 내 지 약 50mM이며, 동결건조 동안 생물

학적 특성을 보존하도록 혈소판을 약 50mM 이하의 트레할로스를 지닌 트레할로스 용액과 인큐베이션시킴으로써 달

성된다. 인큐베이션 동안 보다 높은 농도의 트레할로스는 바람직하지 않는데, 이는 하기 더욱 상세히 설명될 것이다. 

또한, 트레할로스의 효과적인 로딩은 약 25℃ 보다 높은 약 40℃ 보다 낮은 상승된 온도, 더욱 바람직하게는 약 30℃ 

내지 약 40℃ 미만, 가장 바람직하게는 약 37℃를 사용함으로써 달성된다. 이는 혈소판의 제 2 상전이의 발견으로 인

한 것이다. 도 1에서 알 수 있는 바와 같이, 트레할로스 로딩 효율은 약 25℃ 보다 높고 약 40℃ 이하의 인큐베이션 온

도에서 급격한 기울기 증가를 개시한다. 외부 용액 (즉, 로딩 완충액) 중의 트레할로스 농도 및 인큐베이션 동안의 온

도는 함께 유체상 엔도사이토시스 (즉, 음세포작용)를 통해 주로 일어나는 것으로 여겨지는 트레할로스 흡수를 초래

한다. 음세포작용이 일어난 소포는 시간이 지남에 따라 용해되며, 이는 혈소판 중의 트레할로스의 균일한 분포를 초

래하고, 혈소판을 활성화시키지 않으며, 대규모 생성에 적용될 수 있다. 도 2는 인큐베이션 시간의 함수로서 트레할로

스 로딩 효율을 도시한다.

다수의 도면으로부터 수집될 수 있는 바와 같이, 특히 바람직한 구체예를 준비하는 데에 있어서, 혈소판은 37℃에서 

약 4시간 동안 인큐베이션시킴으로써 트레할로스로 로딩될 수 있다. 로딩 완충액 중의 트레할로스 농도는 바람직하게

는 35mM 이며, 이는 약 20mM의 세포내 트레할로스 농도를 초래하지만, 여하튼 가장 바람직하게는 약 50mM 트레
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할로스 이하이다. 약 50mM 보다 낮은 트레할로스 농도에서, 혈소판은 정상적인 형태학적 외관을 지닌다.

인간 혈소판은 12℃ 내지 20℃의 상전이를 지닌다. 본 발명자들은 혈소판이 상전이를 통해 냉각되는 경우에 비교적 

불량한 로딩을 발견하였다. 따라서, 본 발명자들 중 일부가 공동 발명자인 미국 특허 제 5,827,741호에 기재된 방법

을 실시함에 있어서, 단지 비교적 적당량의 트레할로스가 혈소판내로 로딩될 수 있다.

이러한 적용에 있어서, 본 발명자들은 혈소판내의 상전이를 추가로 조사하였고, 30℃ 내지 37℃의 제 2 상전이를 발

견하였다. 본 발명자들은 본 발명자들이 약 37℃에서 수득한 우수한 로딩이 이러한 제 2 상전이와 어떠한 방식으로든

관련되어 있다고 믿는다. 이론에 제한시키고자 하는 것은 아니지만, 본 발명자들은 또한 음세포작용이 관련되어 있다

고 믿지만, 제 2 상전이 그 자체가 고온에서 음세포작용을 자극하는 것으로 여겨질 수 있다. 트레할로스에 유사한 양

으로 이러한 제 2 상전이에서 로딩되는 경우에 그 밖의 올리고사카라이드는 유사한 효과를 나타낼 수 있는 것으로 여

겨질 수 있다.

여하튼, 로딩이 혈소판을 서서히 냉각시키는 것 (트레할로스를 도입시키기 위해 20℃ 내지 12℃의 제 1의 또는 낮은 

상전이를 사용하기 위한 요건)이 혈소판을 활성화시키는 것으로 널리 공지되어 있다는 사실 (Tablir et al., J. Cell. P

hysiol., 168, 305313, 1996)에 비추어 상승된 온도에서 수행될 수 있다는 것은 의외이다. 따라서, 본 발명자들의 비

교적 높은 온도 로딩은, 메커니즘과 무관하게, 증가된 로딩을 제공할 뿐만 아니라 의외로 활성화 문제를 제거한다는 

점에서 예상밖으로 유리하다.

도 6을 참조하면, 본 발명자들은 그 밖의 보다 커다란 분자를 혈소판내로 로 딩시켰음을 알 수 있다. 도 6에 있어서, 

예시적인 커다란 분자 (FITC 덱스트란)이 혈소판내로 로딩되었다. 이는 광범위하게 다양한 수용성 치료제가 제 2 상

전이를 이용함으로써 혈소판내로 로딩될 수 있음을 도시하며, 이는 본 발명자들이 밝혀낸 바와 같이 트레할로스 및 F

ITC 덱스트란으로 수행될 수 있으면서 특징적인 혈소판 표면 수용체를 유지시키고 혈소판 활성화를 방지한다.

본 발명자들은 본 발명을 실시함으로써 4시간 인큐베이션 후에 61%의 높은 수치의 로딩 효율을 달성하였다. 플라토 

(plateau)는 4시간 후에 도달되지 않는다. 트레할로스의 높은 로딩 효율은 트레할로스가 음세포작용이 일어난 소포에

위치하기 보다는 균일하게 분포된다는 강력한 표시이며, 본 발명자들은 그 밖의 치료제를 로딩하는 데에 있어서 유사

한 결과를 예상한다. 25mM의 외부 농도에서의 61%의 로딩 효율은 15mM의 세포질 농도에 상응한다. 트레할로스가 

0.1 마이크로미터의 엔도솜에만 위치하는 경우, 소포형성 수는 1000 보다 클 것이다. 이러한 높은 수의 소포는 그 밖

의 혈소판 소기관 다음으로 혈소판에 존재할 것으로 여겨지지 않는다. 따라서, 본 발명자들은 음세포작용이 일어난 

소포가 세포질에서 용해한다고 믿는다. 이는 작은 소포내의 중단된 로딩이라기 보다는 트레할로스의 균일한 분포를 

일으킨다. 또한, 트레할로스는 30℃ 내지 37℃의 상전이로 인해 막을 가로지르는 것이 가능하다.

본 발명자들은 엔도사이토시스 흡수 경로가 0.1M 보다 높은 당농도에서 차단됨을 발견하였다. 결과적으로, 본 발명

자들은 로딩 완충액에서 약 50mM 보다 높은 당농도를 사용하는 것을 선호하지 않는데, 이는 이러한 값 보다 높은 몇

몇 지점에 서 혈소판의 팽윤 및 형태학적 변화를 발견하였기 때문이다. 이와 같이, 본 발명자들은 75mM 트레할로스 

중에서 37℃에서 4시간 인큐베이션시킨 후에 혈소판이 팽윤됨을 발견하였다. 또한, 50mM 보다 높은 농도에서, 내부

트레할로스 농도는 감소하기 시작한다. 본 발명과 대조적으로, 스파고 (Spargo) 등의 미국 특허 제 5,736,313호에 교

시된 혈소판 방법은 약 100mM에서 출발하여 1.5M이하로 증가하는 탄수화물로 로딩시킨다. 언급된 바와 같이, 본 발

명자들은 고농도의 로딩 완충액이 적어도 트레할로스와 함께 팽윤 및 형태학적 변화를 일으킴을 발견하였다.

트레할로스에 의한 혈소판의 효과적인 로딩은 바람직하게는 약 2시간 이상, 바람직하게는 약 4시간 이상 동안 인큐베

이션시킴으로써 수행된다. 이러한 로딩 후, 혈소판은 이들의 빙점 미만으로 냉각되고, 동결건조된다.

동결시키기 전에, 혈소판은 휴지 상태로 되어 있어야 한다. 휴지 상태에 있지 않은 경우, 혈소판은 활성화될 가능성이

있다. 혈소판을 휴지 상태로 만들기 위해, 다양한 적합한 작용제, 예를 들어 칼슘 채널 차단제가 사용될 수 있다. 예를 

들어, 아데닌, 아데노신 또는 일로프로스트의 용액이 이러한 목적을 위해 적합하다. 또 다른 적합한 작용제는 PGE1 (

프로스타글란딘 E1)이다. 혈소판이 팽윤되지 않고 건조 전에 완전히 휴지 상태로 존재하는 것이 중요하다. 이러한 혈

소판이 더 많이 활성화될 수록, 동결건조 동안에 더 많이 손상될 것이다.

혈소판이 트레할로스로 효과적으로 로딩되고 휴지 상태가 된 후, 로딩 완충액을 제거하고 혈소판을 건조 완충액과 접

촉시킨다. 건조 완충액은 트레할로스를 바람직하게는 약 100mM 이하의 양으로 포함한다. 건조 완충액 중의 트레할

로스는 혈소판을 공간적으로 분리시키는 것 뿐만 아니라 외면상에 혈소판막을 안정화시키는 것을 보조한다. 또한, 건

조 완충액은 바람직하게는 벌크제를 포함한다 (혈소판을 추가로 분리하기 위해). 알부민이 벌크제로서 작용할 수 있

지만, 동일한 효과를 나타내는 그 밖의 중합체가 사용될 수 있다. 알부민이 사용되는 경우, 이는 바람직하게는 혈소판

과 동일한 종으로부터 유래된다. 적합한 그 밖의 중합체는 예를 들어, HES (히드록시 에틸 전분) 및 덱스트란과 같은 

수용성 중합체이다.



공개특허 10-2004-0054671

- 11 -

그 후, 건조 완충액 중의 트레할로스 로딩된 혈소판은 약 -32℃ 미만으로 냉각된다. 냉각, 즉, 동결 속도는 바람직하

게는 분 당 -30℃ 내지 -1℃이고, 더욱 바람직하게는 분 당 약 -2℃ 내지 -5℃이다.

동결건조 단계는 바람직하게는 약 -32℃ 미만의 온도에서 수행되며, 예를 들어 약 -40℃에서 수행되고, 건조는 약 9

5 중량%의 수분이 혈소판으로부터 제거될 때까지 계속될 수 있다. 동결건조의 초기 단계 동안, 압력은 바람직하게는 

약 10 x 10 -6 토르이다. 샘플이 건조함에 따라, 온도는 -32℃ 보다 따뜻하게 상승될 수 있다. 샘플의 부피, 온도 및 

압력을 기준으로 하여, 증발 수분 손실을 최대화하기 위한 가장 효율적인 온도 값이 경험적으로 측정될 수 있다. 본 

발명의 동결건조된 조성물은 바람직하게는 약 5 중량% 미만의 수분을 지닌다.

동결건조된 혈소판은 그 자체로 사용될 수 있거나, 생리학적으로 허용되는 용액 중에 용해되거나, 표면을 제공하거나

동결건조된 혈소판이 함유되는 생물학적으로 적합한 (생체적합성) 구조 또는 매트릭스의 성분일 수 있다. 동결건조된

혈 소판은 예를 들어 치료적 적용에 적합한 광범위하게 다양한 공지되고 유용한 물질에 대한 코팅으로서 적용되거나 

이에 함침될 수 있다. 앞서 언급된 미국 특허 제 5,902,608호에는 예를 들어, 외과용 보조제, 창상 드레싱, 붕대, 봉합

재, 보철 장치 등에 유용한 다수의 물질이 논의되어 있다. 예를 들어 봉합재는 모노필라멘트 또는 땋은 형태일 수 있고

, 생분해성이거나 생분해성이 아닐 수 있으며, 나일론, 실크, 폴리에스테르, 면, 장선, 동종중합체, 및 글리콜리드와 락

티드의 공중합체 등과 같은 물질로 제조될 수 있다. 중합체 물질은 또한 박막으로서 주조될 수 있고, 살균되고, 창상 

드레싱으로 사용되도록 패키징될 수 있다. 붕대는 임의의 적합한 물질, 예를 들어 면직물 또는 면부직물 또는 창상에 

또는 창상 위에 적용하기에 적합한 그 밖의 직물로 제조될 수 있고, 임의로 후면 물질을 포함할 수 있으며, 붕대를 창

상 위에 고정시키기 위해 전면상에 하나 이상의 접착 영역을 임의로 포함할 수 있다.

그 자체로서, 바이알 적합한 구조 또는 매트릭스로서 및 임의로 그 밖의 건조 또는 동결건조된 성분을 포함하는 동결

건조된 혈소판은 요망될 때까지 재수화를 방지하도록 패키징될 수 있다. 패키징은 호일, 금속화된 플라스틱 물질, 및 

수분 장벽 플라스틱 (예를 들어, SiOx와 같은 물질로 생성된 고밀도 폴리에틸렌 또는 플라스틱 필름)로부터 제조된 

바와 같은 치료 목적용의 다양한 적합한 패키징 중의 어느 하나일 수 있으며, 트레할로스 로딩된 혈소판을 이들의 빙

점 미만으로 냉각시키고, 냉각된 혈소판을 동결건조시킨다. 트레할로스 로딩은 약 25℃ 보다 높고 약 40℃ 보다 낮은

온도에서 혈소판을 약 50mM 이하의 트레할로스를 지닌 트레할로스 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함한다. 이러한

탈수 조성물을 사용하는 방법은 혈소판을 재수화시키는 것을 포함한다. 재수화는 바람직하게는 동결건조된 혈소판의

수분 함량을 약 20 중량% 내지 약 50 중량%, 바람직하게는 약 20 중량% 내지 약 40 중량%가 되게 하기에 충분한 예

비수화 단계를 포함한다.

재구성이 요망되는 경우, 수분 포화 공기 중에서 동결건조된 혈소판을 예비수화시킨 후 재수화시키는 것이 바람직하

다. 예비수화를 사용하면 훨씬 더 조밀한 외관 및 벌룬 세포가 존재하지 않는 세포를 생성시킨다. 본 발명의 예비수화

된 이미 동결건조시킨 혈소판은 신선한 혈소판과 유사하다. 이는 예를 들어 도 7에 의해 도시된다. 인지할 수 있는 바

와 같이, 이미 동결건조된 혈소판은 신선한 혈소판과 유사한 상태로 회복될 수 있다.

예비수화 단계 전에, 예비수화 및 재수화 동안 응집을 억제하기 위해 건조 완충액 중에 혈소판을 희석시키는 것이 바

람직하다. 약 3 x 10 8 개 세포/㎖ 미만의 농도에서, 궁극적인 회수율은 약 70%이며, 가시적인 응집물은 없다. 예비

수화는 바람직하게는 수분 포화 공기 중에서 수행되며, 가장 바람직하게는 37℃에서 약 1시간 내지 약 3시간 동안 수

행된다. 바람직한 예비수화 단계는 동결건조된 혈소판의 수분 함량이 약 20 중량% 내지 약 50 중량%가 되게 한다.

그 후, 예비수화된 혈소판은 완전히 재수화될 수 있다. 재수화는 의도된 적용에 따라 임의의 수성 용액으로 수행될 수

있다. 한 가지 바람직한 재수화에 있어서, 본 발명자들은 혈장을 사용하였고, 이는 약 90%의 회수율을 초래하였다.

동결건조된 혈소판이 다시 한번 수화되는 경우에 응집을 억제하기 위해 혈소판을 희석시키는 것이 종종 요망되기 때

문에, 특정한 임상적 적용은 혈소판을 농축시키는 것이 요망되거나 필요할 수 있다. 농축은 임의의 통상적인 수단, 예

를 들어 원심분리에 의해 수행될 수 있다. 일반적으로, 재수화된 혈소판 조성물은 바람직하게는 ㎖ 당 10 6 내지 10 
11 개의 혈소판, 더욱 바람직하게는 ㎖ 당 10 8 내지 10 10 개의 혈소판을 지닐 것이다.

동결건조 혈소판에서 이전 시도와 대조적으로, 본 발명자들은 매우 간단한 로딩, 동결건조 및 재수화 프로토콜을 사

용하여 재수화 후에 형태학적으로 온전하고 트롬빈에 대해 신선한 혈소판과 동일한 반응을 지닌 혈소판이 수득됨을 

본 명세서에서 제시한다. 더욱이, 이러한 반응을 제공하기 위한 트롬빈의 농도는 생리학적인 농도 1U/㎖ 이다.

예를 들어, 도 8, 패널 (A)는 신선한 혈소판에 대한 응괴 형성을 도시하고, 패널 (B)의 경우는 본 발명에 따라 보존된 

후 재수화된 혈소판에 대한 응괴 형성을 도시한다. 트롬빈에 3분 노출된 후 측정된 세포수는 신선한 혈소판 및 본 발

명의 이미 동결건조된 혈소판 둘 모두의 경우 0 이었다.

도 9는 응집기를 사용하여 측정한 응괴형성을 그래프로 도시한다. 이러한 장치를 사용하면 응괴가 형성되는 경우에 

투과율의 변화를 측정할 수 있다. 초기 혈소판 농도는 250 x 10 6 개 혈소판/㎖이었고, 그 후, 트롬빈 (1U/㎖)이 첨가
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되었고, 응괴 형성이 응집기로 모니터되었다. 3분 후에 흡광도는 급격히 떨어졌고, 세포수 는 2 x 10 6 개 혈소판/㎖

로 강하하였으며, 이는 시험이 신선한 혈소판을 대조표준으로서 사용하여 수행된 경우의 결과에 필적하였다.

본 발명에서 사용된 혈소판이 바람직하게는 동결건조 전에 제거되는 다른 혈액 성분을 지니고 있었다고 하더라도, 본

발명의 구체예의 조성물 및 장치는 또한 다양한 추가의 치료제를 포함할 수 있다. 예를 들어, 특히 지혈 적용에서 고

려되는 구체예의 경우, 항진균제 및 항균제가 혈소판과 혼합되는 것과 같이 혈소판에 유용하게 포함된다. 구체예는 

동결건조된 콜라겐을 포함하는 혼합물 또는 조성물을 또한 포함할 수 있으며, 이는 혈소판에 응괴형성 표면을 제공한

다. 동결건조된 세포외 매트릭스를 제공할 수 있는 그 밖의 성분, 예를 들어 프로테오글리칸으로 구성된 성분이 사용

될 수 있다. 본 발명의 구체예에 포함될 수 있는 그 밖의 치료제는 성장 인자이다. 구체예가 이러한 그 밖의 성분 또는 

혼합물을 포함하는 경우, 이들 구체예는 건조 형태이고, 가장 바람직하게는 또한 동결건조된 형태이다. 또한, 본 발명

자들은 추가의 치료제가 수화된 형태로 혈소판내로 혼입되거나 혈소판과 혼합될 수 있는 조성물의 치료적 용도를 고

려한다. 앞서 언급한 바와 같이, 혈소판은 약물 전달 적용에서 약물을 캡슐화하도록 준비될 수 있다. 트레할로스가 또

한 혈소판 내부로 로딩되는 경우, 이렇나 약물 캡슐화된 혈소판은 앞서 기술된 바와 같이 동결건조될 수 있다.

혈소판은 치료가 의도되는 포유류종 (예를 들어, 인간, 말, 개과, 고양이과 또는 멸종위기의 종), 가장 바람직하게는 

인간으로부터 선택되어야 한다.

혈소판이 함유된 지혈 보조제를 적용함으로써 치료되는 외상으로는 찰과상, 절개상처, 화상이 있으며, 장기 또는 피부

조직의 수술 도중에 발생하는 창상일 수 있다. 본 발명의 혈소판은 임의의 적합한 수단에 의해 이러한 외상 또는 창상

의 부위에 적용되거나 전달될 수 있다. 예를 들어, 화상에 본 발명의 구체예를 적용하는 것은 가피 (scab)의 개발, 화

학주성 구배의 형성, 혈관 성장을 유도하여, 결국 피부 세포가 화상을 가로질러 이동하여 화상을 충전시키도록 하는 

매트릭스의 개발을 촉진시킨다.

수혈 요법의 경우, 본 발명의 조성물은 약제학적 포뮬레이션으로서 재구성 (재수화)될 수 있고, 정맥 주사에 의해 인

간 환자에게 투여될 수 잇다. 이러한 약제학적 포뮬레이션은 혈소판을 재수화시키기 위해 적합한 임의의 수성 담체 (

예를 들어, 재구성된 포뮬레이션에 포함될 수 있는 완충액 및 그 밖의 치료적으로 활성인 작용제를 포함하는 생리학적

살균 식염수)를 포함할 수 있다. 약물 전달의 경우, 본 발명의 조성물은 전형적으로 예를 들어 정맥내 경로에 의해 혈

류내로 투여될 것이다.

본 발명의 또 다른 구체예에 있어서, 혈소판과 관련된 전반적인 발견은 광범위하게는 세포, 특히 적혈구에 적용가능한

것으로 발견되었다. '적혈구'란 용어는 핵막에 의해 둘러싸인 핵을 지닌 세포, 뿐만 아니라 핵형성 세포로부터 말기 분

화에 의해 유도된 임의의 세포를 의미하는 것으로 사용되지만, 유도된 세포는 핵형성되어 있지 않다. 후자의 예로는 

말기 분화된 인간 적혈구이다. 포유류, 특히 인간 진핵세포가 바람직하다. 적합한 포유류종으로는 단지 예로서 인간 

뿐만 아니라 말, 개과, 고양이과 또는 멸종위기의 종이 있다.

따라서, 본 발명의 조성물 및 구체예는 조작 (예를 들어, 동결건조에 의해)되거나 개질 (예를 들어, 방부제로 로딩됨)

되며, 널리 공지된 치료적 적용에 유용한 진핵세포 (예를 들어, 중간엽 줄기세포, 상피 293H 세포 등)를 포함한다. 본 

발명자들은 진핵세포가 약 -10℃ 내지 약 24℃의 제 1 상전이 및 약 25℃에서 출발하여 약 50℃의 온도에서 종결되

는 제 2 상전이를 지닌다는 것을 발견하였다. 더욱 상세하게는, 본 발명자들은 진핵세포가 약 25℃ 보다 높은 제 2 상

전이 온도, 예를 들어 약 30℃ 내지 약 50℃ 미만의 온도를 포함하는 약 25℃ 보다 높고 약 50℃ 보다 낮은 온도, 더

욱 특히 약 30℃ 내지 약 40℃의 농도, 가장 바람직하게는 약 32℃ 내지 약 38℃의 온도, 예를 들어 약 34℃ 내지 약 

37℃를 지닌다는 것을 발견하였다. 이러한 본 발명자들의 제 2 상전이 온도의 발견은 진핵세포를 방부제 (예를 들어, 

트레할로스와 같은 올리고사카라이드)로 로딩시키는 것을 최적화시키고 진핵세포의 저장 및 재수화를 최적화킴으로

써 진핵세포의 보존을 개선시키는 것을 제시한다. 본 발명자들은 더욱 상세하게는 제 2 상전이 온도에서 트레할로스

로 로딩되고 동결건조된 진핵세포가 재수화 직후 생존가능하고 건강한 것으로 나타남을 발견하였는데, 이는 막이 온

전하고 핵이 선명하게 가시적이며 정상적인 형태학을 지니기 때문이다.

세포 보존이 동결건조에 의해 보조되는 경우, 본 발명의 또 다른 구체예의 조성물 및 장치에 대한 두드러진 성분 중의

하나는 올리고사카라이드, 바람직하게는 트레할로스인데, 이는 본 발명자들이 트레할로스로 효과적으로 로딩된 진핵

세포 가 동결건조 (및 재수화) 동안 생물학적 특성을 보존함을 발견하였기 때문이다. 재수화 후의 생존능의 즉시 회복

과 같은 생물학적 특성의 이러한 보존은 보존 후의 진핵세포가 다양한 널리 공지된 치료적 적용에서 성공적으로 사용

될 수 있도록 하기에 필요하다. 바람직하게는, 본 발명의 구체예에 따른 보존된 진핵세포의 제법은 광범위하게는 진

핵세포의 공급원을 제공하는 단계, 25℃ 보다 높고 약 50℃ 보다 낮은 온도에서 진핵세포를 보호성 방부제 (예를 들

어, 올리고사카라이드)로 로딩시키느 단계, 로딩된 진핵세포를 -32℃ 미만으로 냉각시키는 단계, 및 진핵세포를 동결

건조시키는 단계를 포함한다.

진핵세포의 공급원은 진핵세포가 진핵세포를 적합한 혈청 (예를 들어, 우태아 혈청)과 인큐베이션시키는 것과 같은 

널리 공지된 절차에 따라 배양될 수 있도록 하는 임의의 적합한 공급원일 수 있다. 진핵세포가 배양된 후, 이러한 세포
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는 보호성 방부제로 로딩되도록 하기 위해 트립신화와 같은 임의의 통상적인 절차에 의해 후속 수거된다. 진핵세포는

바람직하게는 액체 조직 배양 배지에서 진핵세포를 성장시킴으로써 로딩된다. 방부제 (예를 들어, 트레할로스와 같은

올리고누클레오티드)는 바람직하게는 생세포 및 조직을 보존할 수 있는 임의의 액체 용액을 포함하는 액체 조직 배양

배지에 용해된다. 다수의 유형의 포유류 조직 배양 배지가 문헌에 공지되어 있고, 다음과 같은 상업적 공급업자로부터

입수가능하다: Sigma Chemical Company (St. Louis, Mo., USA); Aldrich Chemical Company, Inc. (Milwaukee, 

Wis., USA); 및 Gibco BRL Life Technologies, Inc. (Grand Island, N.Y., USA). 시판되는 배지의 예는 기초 배지 

이글 (Basal Medium Eagle), CRCM- 30 배지, CMRL 배지-1066, 둘베코 변형 이글 배지, 피셔 배지, 글래스고우 

최소 필수 배지, 햄 F-10 배지, 햄 F-12 배지, 하이 셀 덴시티 배지 (High Cell Density Medium), 이스코브 (Iscove)

변형 둘베코 배지, 레이보비츠 (Leibovitz) L-15 배지, 맥코이 5A 배지 (변형), 배지 199, 최소 필수 배지 이글, 알파 

최소 필수 배지, 얼 (Earle) 최소 필수 배지, 배지 NCTC 109, 배지 NCTC 135, RPMMI-1640 배지, 윌리엄 배지 E, 

웨이마우쓰 (Waymouth) MB 725/1 배지 및 웨이마우쓰 MB 705/1 배지.

진핵세포에 로딩시키려는 방부제가 트레할로스인 경우, 액체 조직 배양 배지에 용해되는 트레할로스의 실제량은 달

라질 수 있지만, 재료 및 노동의 경제적인 사용의 고려, 및 저온보존 프로토콜의 고려, 즉, 냉각 및 해동 속도와 함께 

진핵세포를 냉각시키고 해동시키는 데에 사용되는 절차 단계의 선택은 가장 효율적이고 효과적인 보존을 제공하는 

농도 범위의 선택에 영향을 미칠 수 있다. 본 발명의 한 가지 구체예에 대한 트레할로스의 경우, 저온보존 배지 (즉, 조

직 배양 배지 + 첨가된 트레할로스) 중의 트레할로스의 농도는 저온보존 배지중에서 약 10mM 내지 약 1.5M, 바람직

하게는 약 100mM 내지 약 500mM이다. 본 발명의 또 다른 구체예에 있어서, 저온보존 배지 중의 트레할로스의 농도

는 저온보존 배지중에서 약 10mM 내지 약 100mM 미만, 예를 들어, 약 10mM 내지 약 50mM이다. 최적의 결과를 제

공하는 저온보존 배지 중의 진핵세포의 농도는 달라질 수 있으며, 임의의 주어진 절차에 사용하기 위해 선택된 농도는

주로 경제 및 효율의 고려에 의해 지배된다. 효 과적인 결과는 저온보존 배지 ㎖ 당 약 10 5 내지 약 10 10 개 진핵세

포, 바람직하게는 ㎖ 당 약 10 6 내지 약 10 9 개 진핵세포, 가장 바람직하게는 ㎖ 당 약 10 7 내지 약 10 8 개 진핵

세포를 함유하는 현탁액을 사용하여 일반적으로 달성될 것이다.

진핵세포 내부에 로딩되는 바람직한 트레할로스량은 임의의 적합한 양, 바람직하게는 약 10mM 내지 약 100mM 미

만, 더욱 바람직하게는 약 10mM 내지 약 90mM, 가장 바람직하게는 약 10mM 내지 약 50mM일 수 있으며, 바람직

하게는 동결건조 동안 생물학적 특성을 보존하도록 진핵세포를 약 100mM 미만의 트레할로스를 지닌 트레할로스 용

액과 인큐베이션시킴으로써 달성된다. 혈소판에 대해 밝혀진 바와 같이, 인큐베이션 동안 고농도의 트레할로스는 바

람직하지 않다. 트레할로스의 효과적인 로딩은 또한 약 25℃ 보다 높고 약 50℃ 보다 낮은 상승된 온도, 더욱 바람직

하게는 약 30℃ 내지 약 40℃ 미만, 가장 바람직하게는 약 35℃에 의해 달성된다. 이는 진핵세포의 제 2 상전이의 발

견에 기인하는 것이다. 진핵세포에 대한 트레할로스 로딩 효율은 약 25℃ 보다 높고 약 50℃ 이하인 인큐베이션 온도

에서 증가하는 것으로 믿어진다. 따라서, 도 1의 가파른 상향 사선이 약 50℃의 인큐베이션 온도까지 연장된 경우에 

혈소판에 대한 도 1 그래프는 진핵세포에 적용가능할 것으로 믿어진다.

외부 용액 (즉, 로딩 완충액 또는 저온 배지) 중의 트레할로스 농도 및 인큐베이션 동안의 온도는 함께 주로 유체상 엔

도사이토시스 (즉, 음세포작용)을 통해 일어나는 트레할로스 흡수를 초래한다. 음세포작용이 일어난 소포는 시간이 

지남 에 따라 용해되어, 진핵세포 중의 균일한 트레할로스 분포를 일으킨다. 이론에 제한시키고자 하는 것은 아니지

만, 본 발명자들은 음세포작용이 관련된다고 믿지만, 제 2 상전이 자체가 고온에서의 음세포작용을 자극하는 것일 수 

있다. 다른 올리고사카라이드가, 트레할로스와 유사한 양으로 이러한 제 2 상전이에 로딩된 경우, 유사한 효과를 지닐

수 있는 것으로 믿어진다. 진핵세포에 대한 인큐베이션 시간의 함수로서의 트레할로스 로딩 효율은 혈소판의 효율에 

필적하는 것으로 또한 믿어진다. 따라서, 도 2는 진핵세포에 대한 인큐베이션 시간의 함수로서 트레할로스 로딩 효율

을 나타낸다.

진핵세포 중의 지질 상전이는 바람직하게는 광학 벤치에 커플링되고 온도 조절기가 구비된 푸리에 변환 적외선 현미

경을 사용하여 막 CH 2 파수 변화에 의해 측정된다. 샘플은 CaF 2 윈도우 사이에 진핵세포를 정위시키고, 윈도우 및

진핵세포를 현미경 스테이지 상의 온도 조절기내에 정위시킴으로써 제조될 수 있다. 모든 곡선 피팅은 마이크로컴퓨

터상에서 최소 자승 알고리즘의 수 회 반복에 의해 수행될 수 있다.

본 발명의 특히 바람직한 구체예를 준비하는 데에 있어서, 진핵세포는 약 37℃에서 약 4시간 내지 약 24시간 동안 인

큐베이션함으로써 트레할로스로 로딩될 수 있다. 로딩 완충액 또는 저온보존 배지 중의 트레할로스 농도는 바람직하

게는 약 35mM이며, 이는 약 20mM의 세포내 트레할로스 농도를 생성시키지만, 여하튼 가장 바람직하게는 약 50mM

이하의 트레할로스이다. 약 50mM 보다 낮은 트레할로스 농 도에서, 진핵세포는 정상적인 형태학적 외관을 지닌다.

진핵세포가 방부제 (예를 들어, 트레할로스와 같은 올리고사카라이드)로 효과적으로 로딩된 후, 로딩 완충액 또는 저

온보존 배지가 제거되고, 진핵세포가 건조 완충액 (즉, 동결건조 완충액)과 접촉된다. 방부제 로딩 후의 진핵세포의 

건조는 진핵세포를 적합한 벌크제 (또는 건조 완충액)을 함유하는 적합한 건조 용액, 예를 들어 염, 전분 또는 알부민

을 함유하는 임의의 적합한 건조 용액 중에 현탁시킴으로써 수행될 수 있다. 건조 완충액은 바람직하게는 방부제 (예

를 들어, 트레할로스)를, 바람직하게는 약 200mM 이하, 더욱 바람직하게는 약 100mM 이하의 양으로 포함한다. 건조

완충액 중의 트레할로스는 진핵세포를 공간적으로 분리시킬 뿐만 아니라 진핵세포막을 외부상에 안정화시키는 것을 
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보조한다. 건조 완충액은 바람직하게는 벌크제를 또한 포함한다 (진핵세포를 추가로 분리시키기 위해). 앞서 언급된 

바와 같이, 알부민이 벌크제로서 작용할 수 있지만, 동일한 효과를 지닌 그 밖의 중합체가 사용될 수 있다. 예를 들어, 

적합한 그 밖의 중합체는 HES 및 덱스트란과 같은 수용성 중합체이다.

그 후, 건조 완충액 중의 방부제 (트레할로스) 로딩된 진핵세포는 약 -32℃ 미만의 온도로 냉각된다. 냉각 (즉, 동결) 

속도는 바람직하게는 분 당 -30℃ 내지 -1℃, 더욱 바람직하게는 분 당 -2℃ 내지 -5℃이다. 동결건조 단계는 바람

직하게는 약 -32℃ 미만의 온도에서 수행되는데, 예를 들어 약 -40℃에서 수행된다.

본 발명의 한 가지 구체예에 있어서, 건조는 약 95 중량%의 수분이 진핵세포로부터 제거될 때까지 계속될 수 있다. 

동결건조의 초기 단계 동안, 압력은 바람 직하게는 약 10 x 10 -6 토르이다. 세포 샘플이 건조함에 따라, 온도는 -32

℃ 보다 따뜻하게 상승될 수 있다. 세포 샘플의 부피, 온도 및 압력을 기초로 하여, 증발 수분 손실을 최대화하기 위한 

가장 효율적인 온도값이 경험적으로 측정될 수 있다. 이러한 본 발명의 구체예를 위해, 동결건조된 진핵세포 조성물은

약 5 중량% 미만의 수분을 지닐 수 있다.

본 발명의 또 다른 구체예에 있어서, 진핵세포의 건조는 진핵세포의 수분 함량이 진핵세포 건조 중량 그램 당 수분 약

0.15 그램 미만, 더욱 바람직하게는 진핵세포의 수분 함량이 진핵세포 건조 중량 그램 당 수분 약 0.15 그램 미만으로

떨어지지 않을 때까지 계속된다. 바람직하게는, 건조된 (예를 들어, 동결건조된) 진핵세포의 수분 함량은 진핵세포 건

조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.20 그램 내지 진핵세포 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.75 그램으로 유지된다. 이

러한 본 발명의 구체예의 경우, 탈수는 함유된 수분의 100% 제거를 의미하지 않는다. 진핵세포 건조 중량 그램 당 수

분을 0.15 그램 보다 높게 보유시킴으로써 동결건조기로부터 제거하고 재수화한 후의 진핵세포의 생존률은 약 80% 

보다 높은 것으로 발견되었다.

도 22a를 참조하면, 트리판 블루 배제에 의해 측정된 잔류 수분 함량의 함수로서의 트레할로스 로딩된 상피 293H 세

포에 대한 세포 생존률 (% 대조표준)의 그래프가 도시되어 있다. 도 22a는 잔류 수분 함량이 진핵세포 건조 중량 그램

당 잔류 수분 약 0.15 그램을 초과하는 경우, 새포 생존률이 높지만 (예를 들어, 약 80% 초과), 진핵세포 건조 중량 그

램 당 수분 약 0.15 그램 미만이 보유되는 경우 제로 (0)로 감소함을 명백히 나타낸다. 도 22b는 트리판 블루 배제에 

의해 측정된 잔류 수분 함량의 함수로서의 트레할로스 로딩된 상피 293H 세포의 세포 생존률 (% 대조표준)의 또 다

른 그래프이다. 도 23은 상피 293H 세포의 수분 함량 대 진공 건조 시간 (분)의 그래프이다. 도 23에 도시된 결과는 

상피 293H 세포를 트레할로스로 로딩시킨 후, 냉각 및 동결시키고, 후속하여 세포를 사이드 암 (side arm) 동결건조

기로 옮김으로써 수득되는데, 상기 동결건조기는 동결건조 공정 동안 세포 샘플을 한번에 하나씩 선택적으로 이동시

킬 수 있다. 세포 샘플은 지시된 시간 간격에서 분리되고, 칭량된 후, 일정한 중량으로 오븐 건조된다. 도 23에 도시된

각각의 시점에서의 수분 함량은 습윤 (또는 수분)중량-건조중량 차로부터 계산되었다. 본 발명의 이러한 구체예를 위

한 동결건조된 진핵세포 조성물은 진핵세포 건조 중량 그램 당 약 0.15 그램을 초과하는 잔류 수분을 지닌다.

동결건조된 혈소판에 대해 제시된 바와 같이, 동결건조된 진핵세포는 그 자체로서, 바이알 적합성 구조 또는 매트릭

스의 성분으로서 요망될 때까지 재수화를 억제하도록 패키징될 수 있다. 혈소판에 대해 이미 언급된 바와 같이, 패키

징은 호일 금속화된 플라스틱 물질, 및 수분 장벽 플라스틱 (예를 들어, SiOx와 같은 물질로 생성된 고밀도 폴리에틸

렌 또는 플라스틱 필름)로부터 제조된 바와 같은 치료 목적용의 다양한 적합한 패키징 중의 어느 하나일 수 있으며, 

트레할로스 로딩된 진핵세포를 이들의 빙점 미만으로 냉각시키고, 냉각된 진핵세포를 동결건조시킨다. 트레할로스 

로딩은 바람직하게는 약 25℃ 보다 높고 약 50℃ 보다 낮은 온도에서 진핵세포를 약 50mM 이하의 트레할로스를 지

닌 트레할로스 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함한다. 이러한 탈수 세포 조성물을 사용하는 방법은 진핵세포를 재

수화시키는 것을 포함하는데, 이는 물과 같은 임의의 적합한 수용액으로 수행될 수 있다. 혈소판에 대해 앞서 언급된 

바와 같이, 재수화는 동결건조된 진핵세포의 수분 함량을 약 35 중량% 내지 약 50 중량%가 되게 하기에 충분한 예비

수화 단계를 포함한다.

재구성이 요망되는 경우, 수분 포화 공기 중에서 동결건조된 진핵세포를 예비수화시킨 후 재수화시키는 것이 바람직

하다. 예비수화를 사용하면 훨씬 더 조밀한 외관 및 벌룬 진핵세포가 존재하지 않는 진핵세포를 생성시킨다. 예비수

화된 이미 동결건조시킨 진핵세포는 재수화 후에 신선한 진핵세포과 유사하다. 이는 예를 들어 도 16c, 17a 및 17b에

의해 도시된다. 상기 도면에서 알 수 있는 바와 같이, 이미 동결건조된 진핵세포는 신선한 진핵세포의 외관을 지닌 생

존가능한 상태로 회복될 수 있다.

예비수화는 바람직하게는 수분 포화 공기 중에서 수행되며, 가장 바람직하게는 예비수화는 약 37℃에서 약 1시간 내

지 약 3시간 동안 수행된다. 바람직한 예비수화 단계는 동결건조된 진핵세포의 수분 함량을 약 20 중량% 내지 약 50 

중량%로 만들어준다. 그 후, 예비수화된 진핵세포는 완전 재수화될 수 있다. 재수화는 의도된 적용에 따라 임의의 수

성 용액 (예를 들어, 물)으로 수행될 수 있다.

본 발명의 추가 구체예에 있어서, 혈소판 및 진핵세포에 관한 전반적인 발견 중 다수가 적혈구에 광범위하게 적용될 

수 있는 것으로 추가로 발견되었다. 용어 '적혈구'는 임의의 적혈구를 의미하기 위해 사용된다. 포유류, 특히 인간 적
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혈구가 바람직하다. 적혈구를 제공하기 위한 적합한 포유류종으로는 단지 예로서 인간 뿐만 아니라 말, 개과, 고양이

과 또는 멸종위기의 종이 있다.

적혈구는 바람직하게는 알코올, 보다 바람직하게는 약 10중량% 내지 약 50중량% 농도의 알코올을 함유한다. 본 발

명의 바람직한 구체예로서, 상기 알코올은 스테롤, 바람직하게는 통상의 스테로이드 핵과 8 내지 10개의 탄소 원자 

측쇄 및 히드록실기를 함유하는 스테로이드 알코올을 포함한다. 스테롤은 식물과 동물에 유리된 형태와 지방산에 에

스테르화된 형태로 광범위하게 분포되어 있는 것으로 알려져 있다. 바람직하게는, 적혈구에 함유된 스테로이드 알코

올은 약 10중량% 내지 약 50중량%의 콜레스테롤(콜레스테린: 5-콜레스텐-3-β-올), 즉, C 27 H 45 OH를 포함한

다.

콜레스테롤은 중요한 포유동물(즉, 동물) 스테롤이다. 콜레스테롤은 또한 가장 흔한 동물 스테롤, 즉 하나의 이중 결

합을 함유하는, 시클로펜테노페난트렌 (4-고리 접합) 시스템의 1가 2차 알코올이기도 하다. 이는 인간의 혈청에 일부

는 유리된 스테롤로서 일부는 지질과 같은 고급 지방산과 에스테르화된 형태로서 존재한다. 생체분석시의 1차 전구물

질은 아세트산 또는 아세트산 나트륨인 것으로 보인다. 포유류에 있는 콜레스테롤은 담즙산, 스테로이드 호르몬 및 

프로비타민 D3의 전구물질인 것으로 알려져 있다.

본 발명의 바람직한 구체예로서, 적혈구는 약 10중량% 내지 약 50중량%의, 하기 화학식을 갖는 콜레스테롤을 포함

한다:

이와 같이, 본 발명의 또 다른 조성물 및 또 다른 구현물은 조작되거나(예를 들어, 동결건조에 의한 조작) 개질되고(예

를 들어, 보존제가 함유되고) 널리 공지된 치료적 적용에 유용한 적혈구를 포함한다. 본 발명자들은 알코올 함유 적혈

구가 알코올 함유 적혈구 막을 포함하고, 2개의 상 전이 온도 범위, 보다 구체적으로는 각각 약 7℃ 내지 약 21℃(예, 

약 14.4℃±1.3℃)와 약 25℃ 내지 약 44℃(예, 약 34.2℃±1.4℃)의 온도 범위를 갖는 2개의 협동성이 약한 상 전이 

온도 범위를 가짐을 발견하였다. 본 발명자들은 또한 적혈구 막을 포함하는 적혈구로부터 적어도 알코올(예, 콜레스

테롤과 같은 스테로이드 알코올)의 일부를 제거하게 되면 2개의 상 전이 온도 범위의 협동성이 증가될 뿐만 아니라 제

3의 또는 중간의 상 온도 범위가 형성됨을 발견하였다. 보다 구체적으로, 본 발명자들은 적어도 10중량%의 콜레스테

롤, 보다 바람직하게는 적어도 약 30중량%의 콜레스테롤의 제거 후에 알코올이 감소된(즉, 스테롤이 감소된) 적혈구,

바람직하게는 약 20중량% 내지 약 40중량%의 알코올, 보다 바람직하게는 약 20중량% 내지 약 30중량%의 알코올(

예, 콜레 스테롤)을 갖는 적혈구가 생성됨을 발견하였다.

알코올 또는 스테롤이 감소된 적혈구는 약 2℃ 보다는 높은 제 1의 또는 낮은 상 전이 온도 범위, 약 20℃ 보다는 높

은 중간 상 온도 범위 및 약 30℃ 보다는 높은 높은 상 전이 온도 범위를 갖는다. 바람직하게는, 낮은 상 전이 온도 범

위는 약 2℃ 보다 높은 온도에서부터 약 20℃ 이하인 온도까지(예, 약 12℃ 내지 약 18℃, 예컨대 약 15.3℃±약 0.8

℃)이고, 중간 상 전이 온도 범위는 약 20℃ 보다 높은 온도에서부터 약 30℃ 이하인 온도까지(예, 약 23℃ 내지 약 2

9℃, 예컨대 약 26.0℃±약 0.8℃)이며, 높은 상 전이 온도 범위는 약 30℃ 보다 높은 온도에서부터 약 50℃ 이하인 

온도까지(예, 약 30℃ 내지 약 40℃, 또는 약 32℃ 내지 약 38℃, 예컨대 약 35.4℃±약 1.5℃)이다.

알코올이 감소된 적혈구와 적혈구 막에 대하여 적어도 3개의 상 전이 온도 범위가 있고 또한 상 전이의 협동성을 증

가시킨다는 본 발명자들의 발견은 보존제(예를 들어, 트레할로스와 같은 올리고사카라이드)로 로딩되는 적혈구를 최

적화시킴으로써, 및 적혈구의 저장 및 재수화를 최적화시킴으로써 적혈구의 보존성을 개선시킴을 시사한다. 막 상(즉,

인지질) 전이 온도에 대한 기초적인 지식은 혈액 은행에서 적혈구의 체외 저장 조건을 결정하는데 실제적으로 중요하

다. 본 발명자들은 높은 상 전이 온도 범위 내의 온도(예, 약 34℃의 온도)가 트레할로스와 같은 올리고사카라이드 또

는 어떠한 다른 리오프로텍턴트(lyoprotectant)로 적혈구를 로딩시키는데 사용될 수 있고 세포내 보존제(예, 트레할

로스를 포함하는 올리고사카라이드)에 의해 적혈구가 동결건조된 상태에서도 생존할 수 있기를 기대한다. 동 결건조

된 적혈구는 의학, 약학 및 생명공학 분야에서 광범위하게 응용될 것이다.
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적혈구에 대하여 전술한 바와 같이, 세포 보존이 동결건조에 의해 보조될 때, 본 발명의 추가적인 구체예에 따른 조성

물 및 장치에 대하여 현저한 성분 중의 하나는 올리고사카라이드, 바람직하게는 트레할로스인데, 그 이유는 트레할로

스로 효과적으로 로딩되는 알코올 감소된 적혈구 세포가 동결건조 (및 재수화) 동안 생물학적 특성을 보존한다는 본 

발명자들의 발견에 기인한 것이다. 이러한 생물학적 특성의 보존, 예컨대 재수화 후의 생존능의 즉각적인 회복과 같은

생물학적 특성의 보존은 보존 후의 적혈구가 널리 공지된 다양한 치료적 적용에서 성공적으로 사용될 수 있도록 하는

데 필요하다. 바람직하게는, 본 발명의 구체예에 따라 보존된 적혈구의 제조는 광범위하게는 알코올(예, 콜레스테롤과

같은 스테로이드 알코올)을 갖는 적혈구 공급원을 제공하는 단계, 상기 적혈구로부터 알코올의 적어도 일부를 제거하

는 단계, 상기 적혈구를 보호용 보존제(예, 올리고사카라이드)로 로딩시키는 단계, 상기 로딩된 적혈구를 -32℃ 미만

의 온도로 냉각시키는 단계 및 상기 냉각된 적혈구를 동결건조시키는 단계를 포함한다. 본 발명의 바람직한 구체예로

서, 적혈구 막을 포함하는 알코올 감소된 적혈구는 3개의 상 전이 온도 범위를 포함하며, 3개의 상 전이 온도 범위 중

의 한 범위 내에 있는 온도에서 보호용 보존제로 로딩된다. 몇몇 종으로부터의 적혈구에 대해서는 어떠한 알코올도 

제거할 필요가 없을 수도 있다.

진핵 세포에 대하여 전술한 바와 같이, 적혈구 공급원은 모두 적합한 공급원일 수 있다. 적혈구 공급원과 무관하게, 

획득된 적혈구는 전형적으로는 알코올, 보다 바람직하게는 스테롤, 또는 콜레스테롤과 같은 스테로이드 알코올을 포

함하며, 적어도 3개의 상 전이 온도 범위를 갖는 알코올 감소된, 보다 구체적으로는 스테로이드/스테로이드 알코올 감

소된 또는 콜레스테롤 감소된 적혈구를 생성시키기 위해서는 상기 알코올의 적어도 일부가 제거되어야 한다. 상기 알

코올(예, 콜레스테롤)은 어떠한 적합한 수단 또는 어떠한 적합한 방법에 의해서도 적혈구/막으로부터 제거될 수 있다.

본 발명의 바람직한 구체예로서, 알코올은 적혈구를 인큐베이션시킴으로써, 바람직하게는 알코올 제거제가 함유되어

있는 알코올 제거 배지에서 인큐베이션시킴으로써 제거된다. 보다 바람직하게는, 특히 알코올이 콜레스테롤을 포함

하고 있을 때, 적혈구는 콜레스테롤 제거제가 함유되어 있는 콜레스테롤 제거 배지의 존재하에 적합한 시간(예, 10분 

내지 약 3시간) 동안 약 25℃ 내지 약 50℃, 보다 바람직하게는 약 34℃ 내지 약 40℃ 범위의 온도에서 인큐베이션된

다.

본 발명의 바람직한 구체예로서, 콜레스테롤 제거 배지는 약 1mM 내지 약 10mM, 바람직하게는 약 1mM 내지 약 5

mM의 메틸-β-시클로덱스트린(MβCD)이 함유되어 있는 완충액을 포함한다. 본 발명의 사상 및 범위는 콜레스테롤

제거제로서의 MβCD 뿐만 아니라 적혈구 막을 포함한 적혈구로부터의 콜레스테롤 제거에 도움을 줄 수 있는 어떠한

다른 콜레스테롤 제거제도 포함한다. 본 발명의 구체예로서, 콜레스테롤의 적어도 일부가 제거된 후, 콜레스테롤 감

소된 적혈구/막은 바람직하게는 약 10중량% 내지 약 50중량%의 콜레스테롤, 보다 바람직하게는 약 10중량% 내지 

약 30중량%의 콜레스테롤, 가장 바람직하게는 약 20중량% 내지 약 30중량%의 콜레스테롤을 포함한다.

알코올 감소된 적혈구는 알코올 감소된 적혈구를 완충액에서 인큐베이션시킴으로써 로딩되는 것이 바람직하다. 보존

제(예, 올리고사카라이드, 예컨대 트레할로스)는 살아있는 세포와 조직을 보존할 수 있는 어떠한 액성 용액도 포함하

는 완충액에 용해되는 것이 바람직하다. 많은 유형의 완충액이 문헌에 공지되어 있으며 이들은 적혈구의 단기간 인큐

베이션에 대하여 전술된 어떠한 공급처로부터도 입수할 수 있다.

핵형성 세포에 대하여 나타난 바와 같이, 알코올 감소된 적혈구에 로딩시키고자 하는 보존제가 트레할로스인 경우, 

재료와 노동의 경제적인 사용을 고려하는 것과 동결보존 프로토콜, 즉 냉각 및 해동 속도와 함께 알코올 감소된 적혈

구를 냉각시키고 해동시키기 위해 사용되는 절차적인 단계의 선택을 고려하는 것이 가장 효율적이고 효과적인 보존

을 제공할 농도 범위의 선택에 영향을 미칠 수 있음에도 불구하고, 완충액에 용해된 트레할로스의 실제적인 양은 가

변적이다. 본 발명의 한 가지 구체예가 트레할로스인 경우에, 동결보존 배지 중의 트레할로스(즉, 완충액과 첨가된 트

레할로스)의 농도는 동결보존 배지 중에서 약 10mM 내지 약 1.5M, 바람직하게는 약 100mM 내지 약 500mM의 범

위이다. 본 발명의 또 다른 구체예로서, 동결보존 배지 중의 트레할로스의 농도는 동결보존 배지 중에서 약 10mM 내

지 약 100mM 미만, 예를 들어 약 10mM 내지 약 50mM의 범위이다. 최적의 결과를 제공할 동결보존 배지 중에서의 

알코올 감소된 적혈구의 농도는 변할 수 있으며, 어떠한 주어진 절차에서 사용하기 위해 선택되는 농도는 주로 경제

성과 효율성을 고려 함으로써 결정된다. 효과적인 결과는 일반적으로 동결보존 배지 1mL 당 약 10 5 내지 약 10 10

개의 알코올 감소된 적혈구, 바람직하게는 약 10 6 내지 약 10 9 개의 알코올 감소된 적혈구/mL, 가장 바람직하게는 

약 10 7 내지 약 10 8 개의 알코올 감소된 적혈구/mL를 함유하는 현탁액으로 달성될 것이다.

알코올 감소된 적혈구의 내부에 로딩되는 바람직한 트레할로스의 양은 어떠한 적합한 양, 바람직하게는 약 10mM 내

지 약 200mM 미만, 보다 바람직하게는 약 10mM 내지 약 150mM, 가장 바람직하게는 약 10mM 내지 약 100mM일 

수 있으며, 이러한 양은 동결건조 동안에 생물학적 특성을 보존하기 위해 알코올 감소된 적혈구를 약 200mM 미만의 

트레할로스를 갖는 트레할로스 용액과 함께 인큐베이션시킴으로써 바람직하게 달성된다. 혈소판 및 적혈구에 대하여

밝혀진 바와 같이, 인큐베이션 동안 고농도의 트레할로스는 바람직하지 않다. 트레할로스의 효과적인 로딩은 또한 상

전이 온도 범위들 중의 하나의 범위에 속하는 온도, 바람직하게는 약 30℃ 초과의 온도, 보다 바람직하게는 약 30℃ 

내지 약 50℃ 미만의 온도, 가장 바람직하게는 약 32℃ 내지 약 38℃ 미만의 온도, 가장 바람직하게는 약 34℃의 온

도를 사용함으로써 달성된다. 이는 알코올 감소된 적혈구/막에 대한 중간 및 높은 상 전이 온도 범위의 발견에 기인한

다. 알코올 감소된 적혈구에 대한 트레할로스 로딩 효율은 약 30℃ 내지 약 50℃의 인큐베이션 온도에서 증가하는 것

으로 믿어진다. 이와 같이, 혈소판에 대한 도 1의 그래프는 도 1의 상향으로 가파르게 경사진 선이 약 50℃의 인큐베
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이션 온도로 연장될 때 적혈구에 대하여 적용될 것으로 믿어 진다.

인큐베이션 동안의 온도 및 외부 용액(즉, 로딩 완충액 또는 동결보존 배지)중의 트레할로스 농도는 함께 주로 지질 

상 전이 동안 발생되는 결함을 통해 발생되는 트레할로스 흡수를 유도한다. 이론으로 한정하려는 것은 아니지만, 본 

발명자들은 음세포작용이 관련되어 있으며 아마도 중간 및/또는 높은 상 전이 온도가 이러한 음세포작용을 촉진시킨

다고 믿는다. 양적으로 트레할로스와 유사한 그 밖의 올리고사카라이드는 이러한 중간 및/또는 높은 상 전이 온도에

서 로딩될 때 유사한 효과를 낼 수 있는 것으로 믿어진다. 음세포작용 소포는 시간이 경과함에 따라 용해되어 트레할

로스가 적혈구에 균질하게 분포되게 한다. 적혈구에 대한 인큐베이션 시간의 함수로서의 트레할로스 로딩 효율은 또

한 혈소판 및 진핵 세포의 로딩 효율에 필적할 것으로 믿어진다. 따라서, 도 2는 적혈구에 대한 인큐베이션 시간의 함

수로서의 트레할로스 로딩 효율을 나타낸다.

진핵 세포에서의 지질 상 전이를 위해 수행된 바와 같이, 알코올 감소된 적혈구에서의 지질 상 전이는 바람직하게는, 

온도 조절기가 구비된 FTIR 광학 벤치에 결합된 푸리에 변환 적외선 현미경을 사용하여 막 CH2 진동 주파수의 변화

에 의해 측정된다.

본 발명의 특히 바람직한 구체예를 제조할 때, 알코올 감소된 적혈구/막은 약 24시간 동안 약 37℃에서의 인큐베이션

에 의해 트레할로스로 로딩될 수 있다. 로딩 완충액 또는 동결보존 배지 중의 트레할로스 농도는 바람직하게는 약 35

mM (이 농도는 약 20mM의 세포내 트레할로스 농도를 결과한다) 이상, 어떠한 경우든 가 장 바람직하게는 약 50mM

이하범위이다. 트레할로스의 농도가 약 50mM 미만인 경우에, 알코올 감소된 적혈구는 형태학적으로 정상적인 외관

을 갖는다.

알코올 감소된 적혈구가 보존제 또는 프로텍턴트(예, 올리고사카라이드, 예컨대 트레할로스)로 효과적으로 로딩된 후

에, 로딩 완충액 또는 동결보존 배지는 제거되고 알코올 감소된 적혈구는 건조 완충액(즉, 동결건조 완충액)과 접촉한

다. 보존제 로딩 후의 알코올 감소된 적혈구의 건조는 알코올 감소된 적혈구를 트레할로스와 같은 적합한 물 대체 분

자와 염, 전분 또는 알부민과 같은 벌크화제가 함유된 적합한 건조 용액에 현탁시킴으로써 수행될 수 있다. 건조 완충

액은 또한 바람직하게는 보존제(예, 트레할로스)fmf 바람직하게는 약 200mM 이하, 보다 바람직하게는 약 100mM 

이하의 양으로 포함한다. 건조 완충액 중의 트레할로스는 알코올 감소된 적혈구를 공간적으로 분리시킬 뿐만 아니라 

외부의 알코올 감소된 적혈구 막을 안정화시키는데 도움을 준다. 건조 완충액은 또한 바람직하게는 (알코올 감소된 

적혈구를 추가로 분리시키기 위해) 벌크화제를 포함한다. 진핵 세포에 대하여 앞서 지적한 바와 같이, 벌크화제로서 

알부민이 이용될 수 있지만, 동일한 효과를 갖는 다른 중합체가 이용될 수 있다. 적합한 다른 중합체의 예로는 HES 및

덱스트란과 같은 수용성 중합체가 있다.

이후, 건조 완충액 중의 보존제 (트레할로스) 로딩된 알코올 감소된 적혈구는 약 -32℃ 미만의 온도로 냉각된다. 냉각

(즉, 동결) 속도는 바람직하게는 -30℃/분 내지 -1℃/분, 보다 바람직하게는 약 -2℃/분 내지 -5℃/분이다. 동결건조

단계는 바람직하게는 약 -32℃ 미만의 온도, 예를 들어 -40℃의 온도에서 수행 된다.

본 발명의 한 가지 구체예로서, 건조는 알코올 감소된 적혈구로부터 약 95중량%의 물이 제거될 때까지 수행될 수 있

다. 초기 동결건조 단계 동안의 바람직한 압력은 약 10x10 -6 토르(torr)이다. 세포 샘플 건조로서, 온도는 -32℃ 초

과의 온도로 상승될 수 있다. 세포 샘플의 부피, 온도 및 압력에 기초하여, 증발에 의한 물의 손실을 최대화하기 위한 

가장 효율적인 온도 값이 실험적으로 결정될 수 있다. 본 발명의 이러한 구체예에 대해, 동결건조된 알코올 감소된 적

혈구 조성물은 약 5중량% 미만의 물을 가질 수 있다.

본 발명의 또 다른 구체예로서, 알코올 감소된 적혈구의 건조는, 알코올 감소된 적혈구의 수분 함량이 알코올 감소된 

적혈구의 건조 중량 g 당 약 0.30g 이하의 물, 보다 바람직하게는 알코올 감소된 적혈구의 건조 중량 g 당 약 0.20g 

이하의 물이 될 때까지 수행된다. 바람직하게는, 건조된 (예, 동결건조된) 알코올 감소된 적혈구의 수분 함량은 알코올

감소된 적혈구의 건조 중량 g 당 약 0.00g, 바람직하게는 약 0.05g의 잔여 물 내지 알코올 감소된 적혈구의 건조 중량

g 당 약 0.20g의 잔여 물로 유지된다. 본 발명의 이러한 구체예에 대해, 탈수화 반응은 반드시 100%의 함수 제거를 

의미하는 것은 아니다. 알코올 감소된 적혈구의 건조 중량 gm 당 적어도 약 0.3gm의 물의 보유에 의해, 동결건조제

로부터 분리된 후의 알코올 감소된 적혈구의 생존율이 최대화되고, 재수화가 실질적으로 증가됨이 밝혀졌다.

동결건조된 혈소판 및 동결건조된 진핵 세포에서 나타난 바와 같이, 동결건조된 알코올 감소된 적혁구는 요망될 때까

지 재수화를 방지할 목적으로 그 자체로서 또는 바이알(vial)에 적합한 구조 또는 매트릭스의 한 성분으로서 패키징될

수 있다. 혈소판 및 진핵 세포에 대하여 앞서 지적한 바와 같이, 이러한 패키징은 호일 금속화된 플라스틱 물질 및 불

투수성 플라스틱 제품(예, 고밀도 폴리에틸렌, 또는 SiOx와 같은 물질로 제조된 플라스틱 필름)으로부터 제조되는 것

과 같이 치료 목적에 적합한 어떠한 다양한 패키징일 수 있다. 보존제(트레할로스) 로딩된 알코올 감소된 적혈구를 이

들의 빙점 미만의 온도로 냉각시키고 상기 냉각된 알코올 감소된 적혈구를 동결건조시키는 것을 포함한다. 혈소판 및

진핵 세포에 대하여 앞서 지적된 바와 같이, 트레할로스 로딩은 알코올 감소된 적혈구를 약 50mM 이하의 트레할로

스를 갖는 트레할로스 용액과 함께 약 25℃ 초과 내지 약 50℃ 미만의 온도에서 인큐베이션시키는 것을 포함한다. 이
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러한 탈수화된 세포 조성물을 사용하는 공정은 알코올 감소된 적혈구 세포를 재수화하는 것을 포함하며, 이는 물과 

같은 임의의 적합한 용액으로 수행될 수 있다. 혈소판 및 적혈구에 대하여 전술한 바와 같이, 재수화는 바람직하게는 

동결건조된 알코올 감소된 적혈구의 수분 함량이 약 20중량% 내지 약 50중량%, 바람직하게는 약 20중량% 내지 약 

40중량%가 되게 하기에 충분한 예비수화 단계를 포함한다.

재구성이 요망되는 경우, 수분으로 포화된 공기 중에서의 동결건조된 알코올 감소된 적혈구의 예비수화는 재수화 이

전에 수행되는 것이 바람직하다. 예비수화의 사용은 알코올 감소된 적혈구가 더욱 더 조밀한 외관을 갖게 하면서 어

떠한 부 푼 알코올 감소된 적혈구도 제공되지 않게 한다. 예비수화된 이전에 동결건조된 알코올 감소된 적혈구는 재

수화후에 새로운 적혈구와 유사하다.

예비수화는 바람직하게는 수분으로 포화된 공기, 가장 바람직하게는 약 37℃에서 약 1시간 내지 약 3시간 동안 수행

된다. 바람직한 예비수화 단계는 동결건조된 알코올 감소된 적혈구의 수분 함량이 약 20중량% 내지 약 40중량%가 

되게 한다. 이후, 예비수화된 알코올 감소된 적혈구는 완전히 재수화될 수 있다. 재수화는 의도된 적용에 따라 어떠한 

수용성 용액(예, 물)으로도 수행될 수 있다.

본 발명의 구체예는 하기의 실시예에 의해 설명될 것이며, 이들 실시예는 현재 공지된 최선의 형태를 설명하기 위해 

제공되는 것일 뿐, 어떠한 방식으로든 본 발명을 한정하는 것은 아니다. 이들 실시예에 제공된 농도, 혼합 비율, 온도, 

속도, 화합물 등과 같은 모든 파라미터는 본 발명의 범위를 한정하는 것으로 해석되어서는 않된다. 실시예 및 그 밖의 

다른 곳에서 사용된 약어들은 다음과 같다.

DMSO=디메틸술폭시드

ADP=아데노신 디포스페이트

PGE1=프로스타글란딘 E1

HES=히드록시 에틸 전분

FTIR=푸리에 변환 적외선 분광법

EGTA=에틸렌 글리콜-비스(2-아미노에틸 에테르) N,N,N',N', 테트라-아세트산

TES=N-트리스(히드록시메틸)메틸-2-아미노에탄-술폰산

HEPES=N-(2-히드록실 에틸)피페라진-N'-(2-에탄술폰산)

PBS=포스페이트 완충 염수

HSA=인간 혈청 알부민

BSA=우혈청 알부민

ACD = 시트르산, 시트레이트 및 덱스트로오스

MβCD = 메틸-β-시클로덱스트린

실시예

실시예 1

혈소판의 세척 . 새크라멘토 혈액 센터(Sacramento blood center)로부터 또는 본 발명자들의 실험실에 있는 지원자

들로부터 혈소판 농축물을 채취하였다. 혈소판 풍부한 혈장을 320xg로 8분 동안 원심분리시켜 적혈구와 백혈구를 분

리하였다. 상층액을 펠릿화하고 완충액 A (100mM NaCl, 10mM KCl, 10mM EGTA, 10mM 이미다졸, pH 6.8) 중에

서 2회(22분 동안 480xg, 15분 동안 480xg) 세척하였다. 그런 다음, 코울터(Coulter) 카운터 T890 (Coulter, Inc., 

Miami, Florida)을 이용하여 혈소판의 수를 세었다.
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루시퍼 옐로우 CH (Lucifer Yellow CH)의 혈소판으로의 로딩 . 형광성 염료인 루시퍼 옐로우 CH를 용질에 의한 막 

투과용 마아커로서 사용하였다. 1-2 x 10 9 혈소판/ml 농도의 세척된 혈소판을 1-20mg/ml LYCH의 존재하에 다양

한 온도에서 인큐베이션시켰다. 인큐베이션 온도와 인큐베이션 시간은 지시된 바와 같이 선택하였다. 인큐베이션 후

에, 혈소판 현탁액을 14,000RPM 20x 동안 스핀다운시키고(테 이블 원심분리기), 완충액 A에 재현탁시키고, 20s 동

안 스핀다운시키고, 재현탁시켰다. 코울터 카운터를 이용하여 혈소판의 수를 세고 샘플을 펠릿화시켰다(14,000RPM

에서 45s 동안 원심분리, 테이블 원심분리기). 상기 펠릿을 0.1% 트리톤(Triton) 완충액(10mM TES, 50mM KCl, p

H 6.8)에 용해시켰다. 428nm(SW 10nm)에서 여기되고 530nm(SW 10nm)에서 방출되는 퍼킨-엘머 LSS 스펙트로

플루오리미터(Perkin-Elmer LSS spectrofluorimeter)를 이용하여 상기 용해물의 형광도를 측정하였다. 용해물 완

충액 중의 LYCH의 표준 곡선을 이용하여, 각 샘플에 대한 흡수량을 세포 1개 당 LYCH의 나노그램(ng)으로 계산하

였다. LYCH의 표준 곡선은 2000nm ml -1 까지 선형인 것으로 밝혀졌다.

세포 결합된 루시퍼 옐로우의 가시화 . 형광 검경용 플루오레세인(fluorescein) 필터 세트를 이용한 형광 현미경(Zeis

s)으로 LYCH 로딩된 혈소판을 관찰하였다. 인큐베이션후 또는 완충액중에서의 1% 파라포름알데히드에 의한 고정후

바로 혈소판 연구를 수행하였다. 고정된 세포는 폴리-L-리신 코팅된 커버 슬라이드상에 침전되었고 글리세롤에 고정

되었다.

트레할로스에 의한 혈소판의 로딩 . 1-2 10 9 혈소판/ml 농도의 세척된 혈소판을 1-20mg/ml 트레할로스의 존재하

에 다양한 온도에서 인큐베이션시켰다. 인큐베이션 온도는 4℃부터 37℃까지 선택되었다. 인큐베이션 시간은 0.5시

간부터 4시간까지 변화를 주었다. 인큐베이션후, 혈소판 용액을 (테이블 원심분리기에서 20s 동안 14,000RPM으로 

원심분리시킴으로써) 완충액 A에서 2회 세척하였다. 코울터 카운터를 이용하여 혈소판의 수를 세었다. 혈소판을 펠

릿화시키고(14,000RPM에서 45S 동안) 80% 메탄올을 사용하여 상기 펠릿으로부터 당을 추출하였다. 상기 샘플을 8

0℃에서 30분 동안 가열하였다. 메탄올은 질소와 함께 증발하였고, 샘플은 건조 상태로 유지되었으며, 이를 분석전에

H 2 O에 재용해시켰다. 안트론(anthrone) 반응을 이용하여, 혈소판 중의 트레할로스를 정량하였다[참고문헌 : Umbr

eit et al., Mamometric and Biochemical Techniques, 5 th Edition, 1972]. 샘플을 3ml H 2 O와 6ml의 안트론 시

약(10M의 황산 중에 2g의 안트론이 용해됨)에 재용해시켰다. 교반에 의한 혼합후에, 샘플을 3분 동안 비등수 배쓰에 

두었다. 그런 다음, 샘플을 얼음상에서 냉각시키고 퍼킨 엘머 분광 광도계를 이용하여 620nm에서의 흡광도를 측정하

였다. 트레할로스의 표준 곡선을 이용하여, 혈소판 결합된 트레할로스의 양을 결정하였다. 트레할로스의 표준 곡선은 

시험관 1개에 대하여 6㎍부터 300㎍까지 선형인 것으로 확인되었다.

트레할로스 및 LYCH 농도의 정량 . 혈소판 1개 당 트레할로스 또는 LYCH의 마이크로그램으로서 각 샘플에 대한 흡

수율을 계산하였다. 내부의 트레할로스 농도는 혈소판의 반경이 1.2㎍이고 혈소판 부피의 50%가 세포질에 의해 흡수

된다고(나머지는 막이다) 가정하여 계산하였다. 로딩 효율은 세포질 트레할로스 또는 LYCH 농도 및 로딩 완충에서의

농도로부터 결정하였다.

도 1은 50mM 외부 트레할로스와의 4시간 동안의 인큐베이션 후에 인간 혈소판으로의 트레할로스의 로딩 효율에 대

한 온도의 효과를 보여주고 있다. 트레할로 스 흡수에 대한 온도의 효과는 LYCH 흡수와 유사한 경향을 보여주었다. 

트레할로스 흡수율은 22℃ 및 이 온도 미만의 온도에서는 낮았지만(5% 미만), 37℃에서는 4시간 후에 35%이었다.

트레할로스 흡수의 시간에 따른 추이 과정을 37℃에서 연구하였을 때, 이중상 곡선이 발견되었다(도 2). 트레할로스 

흡수량은 초기에는 낮았지만(0 내지 2시간 동안 2.8x10 -11 mol/m 2 s), 2시간 후에는 3.3x10 -10 mol/m 2 s의 빠

른 선형 흡수를 관찰할 수 있었다. 로딩 효율은 4시간의 인큐베이션후에 61%까지 증가하였다. 이러한 높은 로딩 효율

은 트레할로스가 음세포작용 소포에 편중되기 보다는 혈소판에 균일하게 분포된다는 것을 강력하게 시사하는 것이다.

외부의 트레할로스 농도의 함수로서의 트레할로스의 흡수는 도 3에 제시되어 있다. 트레할로스의 흡수량은 외부 트

레할로스의 농도 범위가 0 내지 30mM인 경우에는 선형이다. 가장 높은 내부 트레할로스 농도는 외부 트레할로스 농

도가 50mM인 경우에 얻어진다. 50mM 보다 높은 농도에서는, 내부 트레할로스의 농도는 다시 감소한다. 심지어, 이

와 같은 높은 트레할로스 농도에서 로딩 완충액이 염 농도를 조정함으로써 등장성에 대하여 보정되는 경우에도, 로딩

효율은 낮게 유지된다. 혈소판은 75mM 트레할로스에서의 4시간 인큐베이션 후에 팽창하게 된다.

4시간의 인큐베이션 동안의 혈소판의 안정성에 대한 연구는 검경 및 플로우 세포측정 분석을 이용하여 수행하였다. 2

5mM 외부 트레할로스의 존재하에 37℃에서 4시간 동안 혈소판을 인큐베이션시킨 후에는 어떠한 형태학적 변화도 

관찰되지 않았다. 혈소판의 플로우 세포측정 분석은 혈소판 개체가 4기간의 인큐베이션 동안 매우 안정하다는 것을 

보여주었다. 4시간의 인큐베이션 후에는, 미세소포 형성의 어떠한 징후도 관찰할 수 없었는데, 이는 미세소포 게이트(

gated) 세포의 안정한 상대 비율(3% 미만)에 의해 판단할 수 있다. 통상, 미세소포의 형성은 혈소판 활성의 첫 번째 

징후인 것으로 간주된다[참고문헌: Owners et al., Trans. Med. Rev ., 8, 27-44, 1994]. 혈소판 활성의 특성적인 

항원은 당단백질 53 (gp53, 리소좀 막 마아커), PECAM-1 (혈소판 내피 세포 부착 분자-1, 알파 과립 성분), 및 P-

셀렉션(알파 과립 막 단백질)을 포함한다.
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실시예 2

혈소판 세척 . 본 발명자들의 실험실에 있는 지원자들로부터 혈소판을 채취하였다. 혈소판 풍부 혈장을 8분 동안 320

xg로 원심분리하여 적혈구와 백혈구를 분리하였다. 상층액을 펠릿화하고 이를 완충액 A (100mM NaCl, 10mM KCl,

10mM EGTA, 10mM 이미다졸, 10㎍/ml PGE1, pH 6.8) 중에서 2회 세척하였다(22분 동안 480xg, 15분 동안 480

xg). 코울터 카운터 T890 (Coulter, Inc., Miami, Florida)을 이용하여 혈소판의 수를 세었다.

트레할로스에 의한 혈소판의 로딩 . 실시예 1에 기재된 바와 같이, 혈소판을 트레할로스로 로딩시켰다. 1-2x10 9 혈

소판/ml 농도의 세척된 혈소판을 37℃에서 첨가된 35mM의 트레할로스와 함께 완충액 A 중에서 인큐베이션시켰다. 

인큐베이션 시간은 전형적으로 4시간 이었다. 상기 샘플을 매 시간 당 1분 동안 서서히 교반 시켰다. 인큐베이션후, 

혈소판 용액을 펠릿화하고(원심분리기에서 25초), 건조 완충액(9.5mM HEPES, 142.5mM NaCl, 4.8mM KCl, 1mM 

MgCl 2 , 30mM 트레할로스, 1% 인간 혈청 알부민, 10㎍/ml PGE1)에 재현탁시켰다. 응집 연구시에는 어떠한 PGE1

도 건조 완충액에 첨가되지 않았다. 트레할로스는 판스티에(Pfahnstieh1)로부터 입수하였다. 인간 혈청 알부민은 시

그마(Sigma)로부터 입수하였다.

동결 및 건조 . 전형적으로 0.5ml의 혈소판 현탁액을 2ml의 눈크 크라이오제닉 바이알(Nunc cryogenic vials)에 옮

기고, 크라이오메드 조절 동결 장치(Cryomed controlled freezing device)에서 동결시켰다. 바이알을 -30℃/분 내

지 -1℃/분, 종종 -5℃/분 내지 -2℃/분의 동결 속도로 22℃에서 -44℃로 동결시켰다. 동결된 용액을 -80℃ 동결기

로 옮기고 거기에서 30분 이상의 시간 동안 유지시켰다. 이후, 동결된 혈소판 현탁액을 버티스 동결건조기(Virtis lyo

philizer)에 부착된 진공 플라스크에 옮겼다. 플라스크를 동결건조기에 설치한 후 곧바로, 이들을 액체 질소에 두어 진

공이 20x10 -6 토르(Torr)의 압력으로 회귀할 때까지 샘플을 동결되게 하고, 이어서 샘플을 승화 온도로 가온시켰다

. 응축기 온도는 -45℃였다. 이들 조건하에서, 1차 건조 동안의 샘플 온도는 샘플내의 써모커플(thermocouple)로 측

정한 바 약 -40℃였다. 1차 건조 동안 샘플을 부형제에 대한 Tg 미만의 온도로 유지시키는 것이 중요하다(트레할로

스의 경우에는 -32℃).

재수화 . 본래부터 0.5ml의 혈소판 현탁액이 들어있는 바이알을 1ml PBS 완충액/물(1/1)에서 재수화시켰다. PBS 완

충액은 9.4mM Na 2 HPO 4 , 0.6mM KH 2 PO 4 , 100mM NaCl, pH 7.2)로 구성하였다. 몇몇 실험에서는, PGE1

을 10㎍/ml의 조건으로 재수화 완충액에 첨가하거나 재수화를 혈장/물(1/1)에서 수행하였다.

예비수화 . 혈소판 동결건조물을 37℃에서 수분으로 포화된 공기를 지닌 밀폐된 박스에서 예비수화시켰다. 예비수화 

시간은 0 내지 3시간이었다.

회수 . 코울터 카운터 T890 (Coulter, Inc., Miami, Florida)을 이용하여 결정한 건조전과 재수화 후의 세포수를 비교

함으로써, 동결건조되고 (예비)재수화된 혈소판의 수적인 회수량을 결정하였다. 재수화된 혈소판의 형태는 광현미경

을 이용하여 연구하였다. 이러한 목적을 위해, 혈소판을 2% 파라포름알데히드 또는 구타르알데히드(gutaraldehyde)

에 고정시키고 45분 이상의 시간 동안 폴리-L-리신 코팅된 커버 슬라이드상에 정착되게 하였다. 이후, 상기 커버 슬

라이드를 고정시키고 현미경으로 조사하였다. 동결건조되고 재수화된 혈소판의 광학 밀도는 분광 광도계를 이용하여

550nm에서 1.0x10 8 세포/ml의 혈소판 현탁액의 흡광도를 측정함으로써 결정하였다.

응집 연구 . 건조된 혈소판을, 1/1 비로 물로 희석시킨 혈소판이 없는 혈장(이 혈장은 3800xg에서 5분 동안 원심분리

하여 얻은 것이다) 2 분취액으로 (2시간의 예비수화후) 재수화시켰다. 이러한 혈장 현탁액의 절반 ml 분취액을 자석 

교반기가 구비된 응집 큐벳으로 옮겼다. 트롬빈에 대한 혈소판의 반응은 교반 조건하에 37℃에서 트롬빈(1U/ml)을 

혈소판에 첨가함으로써 시험하였다. 3분 후, 트롬빈에 의해 시험된 혈소판 현탁액을 응고물에 대하여 조사하고 코울

터 카운터 T890을 이 용하여 세포의 수를 세었다.

직접적인 재수화는 세포를 분해시키는 경향이 있고, 예비수화는 세포 농도가 건조 완충액 중에서 10 9 세포/ml일 때 

응집을 유발한다. 본 발명자들은 또한 예비수화 및 재수화된 혈소판의 회수율이 건조 완충액 중의 세포 농도에 좌우

됨을 발견하였다. 세포 회수율은 세포 농도가 3x10 8 세포/ml 보다 높으면 매우 낮은 값으로 떨어진다. 3x10 8 세포

/ml 미만의 농도에서, 회수율은 대략 70%이며, 어떠한 응집물도 육안으로 식별할 수 없었다. 예비수화는 보다 조밀한

세포와 팽창 세포의 부재를 결과한다.

90분 보다 더 긴 예비수화 시간은 세포의 밀도를 더 이상 향상시키지 않았지만, 혈소판을 약간 활성화시켰다. 펠릿의 

수분 함량은 예비수화 시간의 증가에 따라 증가하여, 바람직하게는 재수화때 약 35% 내지 50%이다. 50% 초과의 수

분 함량에서, 물 방울이 동결건조물에서 육안으로 식별된다(이는 혈소판이 매우 높은 삼투압 용액 상태임을 의미한다

).

실시예 1에 의해 기재된 바와 같이, 혈소판을, 35mM 트레할로스와 함께 완충액 A에서 4시간 동안 37℃에서 인큐베

이션시킴으로써 트레할로스를 로딩시켜, 세포내 트레할로스 농도가 15-25mM인 혈소판을 생성시켰다. 인큐베이션
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후, 혈소판을 주요 부형제로서의 30mM 트레할로스 및 1% HSA를 지닌 건조 완충액으로 옮겼다.

직접적으로 재수화된 혈소판은 85%라는 수적으로 높은 회수율을 보였지만, 상당량의 세포(25-50%)는 부분적으로 

용해되었고 풍선의 형상을 지녔다. 직접적으 로 재수화된 혈소판은 새로운 혈소판과 비교할 때 전체적으로 덜 조밀하

였다.

혈소판 농도가 건조 완충액에서 1x10 9 세포/ml이었을 때, 수분으로 포화된 공기중에서 예비수화된 혈소판의 수적인

회수율은 25%에 불과하였다. 이러한 낮은 회수율은 예비수화 기간 동안 형성된 응집물에 기인한 것이었다. 그러나, 

응집되지 않은 세포는 직접적으로 재수화된 혈소판 보다 더 조밀하였고, 새로운 혈소판의 그것과 유사하였다.

예비수화 단계 동안 응집을 저지하기 위해 혈소판을 희석시키는 것이 요구되는 것으로 보이므로, 임상적 적용을 위해

서는 재수화후 혈소판을 농축시키는 것이 필요할 수 있다. 그에 따라, 본 발명자들은 원심분리에 대한 재수화된 혈소

판의 안정성도 시험하였고, 그 결과 직접적으로 재수화된 혈소판의 회수율이 원심분리후 50%인 반면 예비수화된 혈

소판의 회수율이 원심분리후 75%임을 발견하였다. 이러한 결과를 토대로, 본 발명자들은 본 발명에 의한 혈소판이 

불리한 효과없이 농축될 수 있다고 결론지었다.

실시예 3

본 발명자들은 트레할로스를 건조 완충액에서 주요 리오프로텍턴트로 간주한다. 그러나, 알부민과 같은 건조 완충액 

중의 다른 성분도 회수율을 개선시킬 수 있다. 건조 완충액 중에 외부 트레할로스가 없는 경우에, 수적인 회수율은 35

%에 불과하다. 건조 완충액 중에 30mM의 트레할로스가 함유되어 있는 경우에, 회수율은 약 65%이다. 30mM의 트

레할로스와 1%의 알부민이 조합된 조합물에 의한 경우, 수적인 회수율은 85%였다.

실시예 4

전형적으로 0.5ml의 혈소판 현탁액을 2ml 용량의 눈크 크라이오제닉 바이알에 옮기고, 크라이오메드 조절된 동결 장

치에서 동결시켰다. 바이알을 -30℃/분 내지 -1℃/분, 종종 -5℃/분 내지 -2℃/분의 동결 속도로 22℃에서 -40℃로 

동결시켰다. 동결된 용액을 -80℃ 동결기로 옮기고 거기에서 30분 동안 유지시켰다. 이후, 동결된 혈소판 현탁액을 

버투스 동결건조기(Virtus lyophilizer)에 부착된 진공 플라스크에 옮겼다. 플라스크를 상기 동결건조기에 설치한 후 

곧바로, 이들을 액체 질소에 두어 진공이 20x10 -6 토르(Torr)의 압력으로 회귀할 때까지 샘플을 동결되게 하고, 이

어서 샘플을 승화 온도로 가온시켰다. 응축기 온도는 -45℃였다. 이들 조건하에서, 1차 건조 동안의 샘플 온도는 샘

플내의 열전쌍으로 측정한 바 약 -40℃였다. 1차 건조 동안 샘플을 부형제에 대한 Tg 미만의 온도로 유지시키는 것

이 중요하다(트레할로스의 경우에는 -32℃). 회수율에 있어서의 작은 차이만이 동결 속도의 함수로서 발견되었다. 최

적의 동결 속도는 2℃/분 내지 5℃/분인 것으로 밝혀졌다.

실시예 5

트롬빈(1U/ml)에 대한 동결건조된 혈소판의 반응을 새로운 혈소판의 반응과 비교하였다. 혈소판 농도는 샘플 둘 모

두에서 0.5x10 8 세포/ml였다. 500㎕의 혈소판 용액을 응집 바이알내로 옮겼다. 이 샘플에 트롬빈을 첨가하고, 37℃

에서 3분 동안 교반시켰다. 3분 후 결정한 세포의 수는 새로운 혈소판과 동결건조된 혈소판 둘 모두에 대하여 0이었

다. 트롬빈에 대한 반응은 당단백질 lb-(GPlb)에서의 분열에 의해 결정하였다. 이는 모노클로날 항체와 플로우 세포

측정법을 이용함으로써 검출하였다. 따라서, 트롬빈의 첨가후에 나타난 패턴은 혈소판 표면상에서의 GPlb의 감소량

으로 나타났다.

트롬빈(1U/ml)에 대한 동결건조되고, 예비수화되고, 재수화된 혈소판의 반응(실시예 1 및 2)은 새로운 혈소판의 반응

과 비교할 때 동일한 것으로 확인되었다. 새로운 혈소판과 재수화된 혈소판 둘 모두에 있어서, 37℃에서 3분 이내에 

응집물이 형성되었다. 이들 응집물들은 도 8의 패널(A)와 (B)에 도시되어 있다. 코울터 카운터를 이용하여 세포의 수

를 세었을 때, 본 발명자들은 존재하는 어떠한 세포도 발견하지 못했는데, 이는 모든 혈소판이 패널(B)에 도시된 응집

물의 형성에 참여하였음을 시사한다.

실시예 6

본 실시예는 다른 길항제와의 반응을 연구한 것이다. 본 발명에 의한 혈소판의 혈소판 현탁액을 50x10 6 혈소판/ml

로 제조하였다. 그런 다음, 상이한 길항제들을 첨가하고, 이어서 코울터 카운터를 이용하여 그 수를 세어 육안으로 관

찰할 수 있는 응집물 형성과 관련이 있는 혈소판의 %를 결정하였다. 세포 수는 2㎍/ml의 콜라겐을 사용하여 5분 후, 

20μM ADP를 사용하여 5분 후, 1.5mg/ml의 리스토세틴을 사용하여 5분 후, 0 내지 2 x 10 6 의 혈소판/ml이었다. 

이는 응괴 형성에 관여 하는 혈소판의 %가 시험된 모든 효능제에 대해 95 내지 100%임을 의미한다. 사용된 효능제의

농도는 모두 생리학적인 것이었다. 모든 경우에, 응고된 혈소판의 %는 새로운 대조용 혈소판과 동일하였다.
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실시예 7

본 실시예에서 수행된 과정은 중간엽 줄기 세포에 대한 것으로서, 세포 배양, 지질 상 전이, 세포 로딩, 동결건조, 재수

화 및 막 상 전이를 설명한다.

세포 배양. 오시리스 쎄라퓨틱스(Osiris Therapeutics)에 의해 공급된 중간엽 줄기 세포(MSC)를, T-185 컬쳐 플라

스크(Nalge-Nunc) 중에서 10% v/v 우태아 혈청(FBS)이 보충된 듈베코 모디파이드 이글 메디움(D-MEM; Dulbecc

o's Modified Eagle's Medium) 중에서 성장시켰다. 혈청 보충된 세포는 37℃ 및 5% CO 2 에서 배양한 것이다.

푸리에 변환 적외선 분광법. 트립신 처리에 의해 얻은 MSCs를 2ml의 새로운 배지에서 재현탁시키고 그 세포를 30분

동안 침전되게 하였다. 세포 펠릿을 2개의 CaF 2 윈도우 사이에 박막으로서 적용하고, 퍼킨 엘머 스펙트럼 2000으로

푸리에 변환 적외선 분광법에 의해 스캐닝하였다. 2℃/분의 램프 속도를 사용하여 -7 내지 50℃ 사이에서 2℃ 마다 

3600에서 900cm -1 의 데이타를 수집하였다. 펠티어(Peltier) 장치로 온도를 조절하고, 샘플 윈도우에 직접 부착된 

열전쌍으로 모니터링하였다.

루시퍼 옐로우 CH-로딩. MSCs를 트립신 처리하여 얻고, 1회 세척하며 5.7 x 10 6 세포/mL의 농도로 새로운 배지에

재현탁시켰다. 루시퍼 옐로우 CH(LYCH)를 10.6mM의 농도로 첨가하고, 세포를 3.5시간 동안 37℃에서 텀블링시켰

다. 세포 분취액을 여러 시점에서 제거하고 DPBS로 2회 세척하였다. 펠릿을 2개의 처리물로 분리하였다. 세포의 형

광 강도를, 428nm의 여기 파장 및 530nm의 방출 파장을 사용하여 퍼킨 엘머 LS 50B 발광 분광 측정기로 측정하였

다. 추가로, 각 시점에서의 세포를 1% 파라포름알데하이드로 고정시키고, 폴리-L-리신 코팅된 커버슬립상에 탑재하

고, 제이스 반전 형광 현미경, 모델 ICM 405를 사용하여 촬영하였다.

동결건조 플라스크 제조. 당해 목적을 위해 변형된 날게-눈크(Nalge-Nunc) T-25 플라스크를 사용하여 동결건조 플

라스크를 제조하였다. 이들 플라스크는 0.22㎛의 필터를 가져 무균 상태를 유지하면서 증기를 운반할 수 있고 열전쌍

포트를 포함하여 샘플의 온도를 직접 측정할 수 있다. 동결건조시키기 전에, 플라스크를 완전히 조립한 후 플라스크를

70% 에탄올중에 침지시켜 멸균시켰다. 이어서, 플라스크를 무균작업대(laminar flow hood)에서 건조시켰다.

동결건조. 처음에 90mM 트레할로스가 보충된 배지에서 24시간 동안 인큐베이션에 의해 MSC에 트레할로스를 로딩

시켰다. 이어서, 세포를 수거하고, 이를 세척하고, 최종 세포 밀도 0.5 x 10 6 세포/ml로 동결건조 완충액(130mM Na

Cl, 10mM HEPES(pH 7.2), 5mM KCl, 150mM 트레할로스 및 5.7% BSA(w/v))중에 재현탁시켰다. 이 세포 현탁액

을 2.5mL의 분취액으로 동결건조 플라스크에 첨가하고, 리오스타(Lyostar) 동결건조기로 옮겼다. 먼저 샘플을 5℃/

분의 속도로 0℃로 동 결시키고 이어서 2℃/분의 속도로 -60℃로 동결시켰다. 일단 동결건조를 개시하고 세포를 180

분 동안 -30℃에서, 이어서 180분 동안 -25℃에서 진공 하에 유지시켰다. 최종적으로, 세포를 진공 하에서 12시간 

동안 실온으로 가온시켰다. 이러한 프로토콜에 의하면, 세포는 부착된 배양물이 아닌 현탁액으로 동결건조된다.

재수화. 동결건조된 세포를 H 2 O와 우태아 혈청이 함유된 성장 배지의 1:3 혼합물(건조된 본래의 부피와 동일)로 재

수화시켰다. 이 재수화 용액을 동결건조물에 직접 첨가하거나 37℃ 및 100% 상대 습도에서 45분 '예비수화' 후에 첨

가하였다. 코닥 엑탁크롬(Kodak Ektachrome ASA 400 필름)을 사용한 상 대비 또는 형광 모드의 제이스 반전 현미

경으로 현미경 사진 촬영하였다.

막 상 전이 . 수화된 MSCs의 막 상 전이를 FTIR 분광법을 이용하여 결정하였고, 도 10은 2개의 독립적인 실험에 데

이터 세트를 보여준다. 데이터 포인트는 각각의 온도에 대한 대칭적인 CH 2 스트레칭 밴드 위치를 나타내는 것이고, 

실선은 하나의 데이터 세트에 대한 1차 도함수를 나타낸다. 따라서, 도 10은 보다 특히, 푸리에 변환 적외선(FTIR) 분

광법에 의해 수화된 중간엽 줄기 세포에서의 막 상 전이에 대한 온도를 도시하는 그래프이고, 여기에서 실선 그래프는

채워진 원으로 나타낸 데이타 세트의 1차 도함수를 나타낸다. 1차 도함수에서의 피크는 막 상 전이 온도에 상응하는 

온도 플롯에 대한 밴드 위치에서 가장 급경사 영역을 나타낸다. 2개의 주요 전이는 약 15℃ 및 35℃에서 분명하였고 

이러한 패턴은 기타 세포 유형에서도 관찰되었다. 이러한 정보는 MSC 막의 물리적 성질의 특성화를 가능하게 한 다. 

수화된 상태 및 건조 상태(+/- 트레할로스)에서의 상 전이 사이의 관계는 예비수화 프로토콜의 필요성 및 범위에 관

한 중요한 정보를 제공한다.

실시예 8

본 실시예에서 수행된 과정도 또한 중간엽 줄기 세포를 대상으로 하였으며, 세포 로딩, 세포 성장 및 동결건조를 설명

한다.

루시퍼 옐로우-로딩. 세포외 환경으로부터 용질을 흡수하는 중간엽 줄기 세포의 능력을 알아보기 위해 시험하였다. 

이러한 유형의 흡수에 대한 마아커로는 염료인 루시퍼 옐로우 CH(LYCH)를 사용하였는데, 그 이유는 이러한 마아커

가 형광 분광법 형광 검겸 둘 모두에 의해 용이하게 모니터링되기 때문이다. 도 11은 형광 분광법으로 모니터링된 바
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와 같은 중간엽 줄기 세포의 LYCH 로딩(채워진 원 포인트) 및 트립판 블루 배척 분석법으로 모니터링된 바와 같은 생

존력(채워진 사각형 포인트)을 나타내는 그래프이다. 도 11에 개방된 표시는 대조군 세포(LYCH 부재)에 대한 형광도

및 생존력 데이터를 나타낸다. 도 11은 트립판 블루 배척 분석법에 의해 병행되어 모니터링된 생존력(∼ 70%) 뿐만 

아니라 3.5시간에 걸친 LYCH의 흡수의 진행 상태를 보여준다. ∼70% 생존력은 세포가 로딩 실험을 개시하기 전 트

립신 처리된 후의 실온에서 방치되는 시간이 약 2.5시간인 것에 기인하는 것으로 믿어진다. 생존력은, 프로토콜에서 

트립신 처리에서 다음 단계(즉, 부과 단계)로 즉시 진행시킴으로써 개선되는 것으로 믿어진다.

LYCH-로딩된 세포의 상 대비 및 형광 모드로 촬영된 현미경 사진은 도 12a 내지 도 12j에 도시되어 있다. 도 12a 및

도 12b는 LYCH 로딩한지 30분 후에 제이 스 반전 현미경으로 630X에서 촬영된 인간 중간엽 줄기 세포에 대한 현미

경 사진이며, 이 중에서 도 12a는 상 대비 이미지 및 모든 세포가 온전함을 보여주고 있고, 도 12b는 도 12a와 동일한

세포에 대한 LYCH 흡수 30분 후의 형광 이미지를 보여주고 있다. 도 12c 및 도 12d는 LYCH-로딩 1시간 후의 제이

스 반전 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기 세포에 대한 현미경 사진이며, 이 중에서 도 12c는 상 대비 

이미지 및 모든 세포가 온점함을 보여주고 있고, 12d는 도 12c와 동일한 세포에 대한 LYCH 흡수 1시간 후의 형광 이

미지를 보여주고 있다. 도 12e 및 도 12f는 LYCH 로딩 2시간 후에 제이스 반전 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 

중간엽 줄기 세포의 현미경 사진이며, 이 중에서 도 12e는 상 대비 이미지 및 모든 세포가 온전함을 보여주고 있고, 

도 12f는 도 12e와 동일한 세포에 대한 LYCH 흡수 2시간 후의 형광 이미지를 보여주고 있다. 도 12g 및 도 12h는 L

YCH 로딩 3.5시간 후에 제이스 반전 현미경으로 630X에서 촬영한 인간 중간엽 줄기 세포의 현미경 사진이며, 이 중

에서 도 12g는 상 대비 이미지 및 모든 세포가 온전함을 보여주고 있고, 도 12h는 도 12g와 동일한 세포에 대한 LYC

H 흡수 3.5시간 후의 형광 이미지를 보여주고 있다. 도 12i 및 도 12j는 세포에 어떠한 LYCH도 로딩되지 않은 인간 

중간엽 줄기 세포에 대해 제이스 반전 현미경으로 630X에서 촬영한 대조군 샘플(LYCH 부재하에 인큐베이션된 세포

)에 대한 현미경 사진이며, 이 중에서 도 12i는 상 대비 이미지 및 모든 세포가 온전함을 보여주고 있고, 도 12j는 형광

이 LYCH에 대해 특이적이고 인간 중간엽 줄기 세포로부터 어떠한 자가 형광을 방출하지 않기 때문에 도 12i와 동일

한 세포에 대한 어떠한 형광 이미지도 없음을 나타낸다.

상 대비 이미지는 모든 세포가 온전함을 보여주었다. 형광 현미경 사진은 시간의 경과에 따른 LYCH 흡수의 진행 상

태를 보여주었다. 초기 시점에서, 세포질은 매우 희미하게 착색되었는데, 세포막 주변의 반점으로 밝게 염색되는 것은

염료가 소포에 흡수됨을 나타낸다. 이는 상기 로딩이 세포내이입 기작을 통해 일어났을 가능성을 시사한다. 후반 시

점에서, 세포질은 보다 밝고 균일하게 착색되었는데, 이는 소포로부터의 누출이 세포 전반에 걸친 염료의 농도를 상

승시켰음을 시사한다.

성장 곡선. MSC를 표준 오시리스 프로토콜(유체 부피 0.189mL/cm 2 와 함께 5900 세포/cm 2 )에서 T-185 플라

스크용으로 사용되는 밀도와 거의 동일한 접종 밀도로 12 웰 플레이트에 플레이팅시켰다. 각 시점에서 각 조건에 대

한 3개의 웰을 트립신 처리하고 계수하였다. 트레할로스의 존재하에 성장시킨 세포에 대한 데이터는 처음 2개의 시점

에 대해서는 존재하지 않았다. 도 13은 90mM 트레할로스의 존재 또는 부재하의 중간엽 줄기 세포에 대한 성장 곡선

을 도시하는 그래프로서, 개방된 삼각 데이터는 24시간 동안 표준 배지에서 성장시킨 후 90mM의 트레할로스가 첨가

된 세포를 나타낸다. 트레할로스가 3일째까지는 세포의 성장을 방해하지 않았음을 도 13으로부터 명백하게 알 수 있

다. 이후, 세포의 수는 트레할로스의 존재하에 상당히 떨어지기 시작하였고, 따라서, 2일 초과의 일수 동안 트레할로

스 중에서의 MSC의 인큐베이션은 회피되어야 한다.

동결건조 중간엽 줄기 세포. 표준 성장 배지와 90mM 트레할로스에서 37℃에 서 24시간 인큐베이션함에 의해 동결

건조시키기 위한 인간 MSCs를 제조하였다. 이 세포는 혈소판과 상피 293H 세포에서 나타나는 바와 같이, LYCH에 

대해 나타낸 바와 유사한 방식으로 트레할로스를 흡수할 것으로 예상된다. 트레할로스-인큐베이션 처리 후, MSCs를

수거하고 동결건조 완충액으로 옮기고 동결건조를 위해 개조된 2개의 T-25 플라스크에 첨가하였다. 세포 샘플을 리

오스타 동결건조기상에서 동결건조시키고 상기에서 상세하게 기재된 바와 같이 재수화시켰다. 동결건조된 케이크는 

균질이고 튼튼하여 붕괴의 조짐을 나타내지 않는다. 세포의 세포질 막이 온전하고 이의 핵이 명백하게 보임으로서 재

수화후 세포는 몇일동안 생존한다. 추가로, 몇몇 세포는 기질에 부착되고 스트레치되고 퍼진 형태가 되기 시작한다. 

전체적인 건강 상태는 완전한 재수화전에 예비수화 처리된 세포 샘플에서 보다 우수한 것으로 나타났다.

도 14a는 트립신 처리에 의해 수거하기 전 건강한 중간엽 줄기 세포를 100배 확대한 현미경 사진이다. 도 14b는 트

립신 처리에 의해 수거하기 전 도 14a의 건강한 중간엽 줄기 세포 배양물을 320배 확대한 현미경 사진이다. 도 15a는

트레할로스 및 BSA를 함유하는 마트릭스 가닥에 포집된 중간엽 줄기 세포의 동결건조된 케이를 100배 확대한 이미

지이다. 도 15b는 트레할로스 및 BSA를 함유한 마트릭스의 가닥에 포집된 중간엽 줄기 세포의 예비수화된 동결건조 

케이크를 100배 확대한 이미지이다. 도 16a는 동결건조 및 재수화후 중간엽 줄기 세포를 100배 확대한 현미경 사진

이다. 도 16b는 동결건조 및 재수화 후 중간엽 줄기 세포를 400배 확대한 현미경 사진이다. 도 16c는 동결건조, 초기 

예비수화 및 재수화 후 중간엽 줄 기 세포를 400배 확대한 현미경 사진이다. 도 17a는 재수화한지 2일 후에 예비수화

된 샘플 기원의 중간엽 줄기 세포에 대한 현미경 사진이고 세포가 부착되어 있고 스트레치된 형태에 대한 외형상의 

특징이 나타나기 시작함을 도시한다. 도 17b는 수화한지 5일 후에 예비수화된 샘플 기원의 중간엽 줄기 세포의 현미

경 사진이고 몇몇 세포에서는 핵이 명백하게 보인다.
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실시예 9

본 실시예에서 수행된 과정은 상피 293H 세포를 대상으로 한 것이고 세포 부과, 동결건조, 예비수화, FTIR 분석 및 

재수화를 설명한다.

트레할로스 로딩. 트레할로스로 로딩되도록 선택된 상피 293H 세포를 원료 배양액으로부터 취하여, 트립신화시키고,

세척하여, 90mM 트레할로스가 첨가된 표준 성장 배지를 함유하는 새로운 T-75 플라스크에 씨딩하였다. 배지의 삼

투성을 조절하지 않고, 약 390 mOsm의 트레할로스로 최종 배양 배지 삼투성을 얻었다. 세포를 상기 상태에서 표준 

인큐베이션 조건하에 72 시간 동안 성장시켰다. 세포를 표준 프로토콜을 이용하여 수거하고, 동결건조 과정 직전에 

동결건조 완충액에 재현탁시켰다. 동결건조 완충액은 130mM NaCl, 10mM HEPES (Na), 5mM KCl, 150mM 트레

할로스, 및 14.2g BSA(5.7%) w/v를 함유하였다.

동결건조. 동결건조 프로토콜을 수행하여 T-25 리오플라스크(Lyoflask)를 사용하여 최적으로 건조시켰다. 세포를 

먼저 5℃/분으로 0℃로, 이어서 2℃/분으로 -60℃로 동결시켰다. 동결건조가 시작되면, 세포를 -30℃에서 180분 동

안 진공 하에 유지시키고, 이어서, 25℃에서 180분 동안 유지시켰다. 마지막으로 세포를 진 공 하에 12 시간에 걸쳐

서 서서히 실온으로 상승시켰다.

도 18a는 세포가 이들의 본래의 수화된 상태와 아주 유사하게 완전하고 둥근 상태를 유지함을 나타내는, 트레할로스 

중에 동결건조된 상피 293H 세포의 100배율 마이크로그래프이다. 도 18b는 예외적으로 보존된 세포를 화살표로 나

타내고 있는 도 18a중의 사각 점선 영역 세포의 확대도이다. 도 19a는 트레할로스 중에 동결건조된 상피 293H 세포

의 400배율의 마이크로그래프이며, 트레할로스, 알부민, 및 염으로 구성된 동결건조 매트릭스내에 함침된 두 상피 29

3H 세포로서 완전하고, 둥글며, 매트릭스내에 완전히 가라앉은 세포를 나타내고 있다. 도 19b는 두 상피 세포가 각각

화살표에 의해서 확인되고 있는 도 19a내의 사각 점선 영역 세포의 확대도이다.

재수화. 동결건조된 세포는 1:3의 H 2 O 대 성장 배지 혼합물의 재수화 완충액으로 직접 재수화되거나, 45분 동안 1

00% 상대습도에서 먼저 예비수화되고, 이어서, 상기 재수화 완충액으로 완전히 재수화되었다. 이미지는 코닥 엑타크

롬 ASA 400 필름(Kodak Ektachrome ASA 400 film)상의 100X, 320X, 및 400X의 밝은 시역 또는 상 대조를 이용

하여 차이스 역상 현미경(Zeiss inverted microscope)상에서 얻었다.

도 20a는 예비수화(45분 @ 100% 상대습도) 및 재수화(1:3의 H 2 O:성장 배지)후의 상피 293H 세포의 100배율 마

이크로그래프이며, 많은 온전한 굴절성 세포를 나타내고 있다. 도 20b는 도 20a의 사각 점선 영역 세포의 확대도이다

. 도 21a는 굴절성 전체 세포가 여전히 가시적임을 나타내는 재수화 24시간 후의 상피 293H 세포의 320배율 마이크

로그래프이다. 도 21b는 굴절성 세포가 화살표로 표시되어 있는 도 21a내의 사각 점선 영역 세포의 확대도이다.

FTIR 분석. 포리어 변환 적외선 분광(Perkin-Elmer Spectrum 2000)에 의한 막 상 전이 분석에 사용된 프로토콜은 

다음과 같다: 트레할로스가 있거나 없는 수화되거나 건조된 세포를 CaF 2 윈도 사이에 놓았다. 이러한 샘플을 2℃/분

으로 상승하는 일정 범위의 온도에서 3600 내지 900cm -1 사이에서 스캐닝하였다. 스펙트럼을 이어서 막 지질(285

0 주변)의 대칭 CH 2 스트레칭 진동의 파수 변화에 대해서 분석하였다. 밴드 위치를 온도의 함수로서 그래프로 표시

하였고, 일차 유도 분석은 막 상전이 온도를 나타낸다. 건조된 샘플은 동결건조에 의해서 제조되며, 건조 박스 내의 윈

도 상에 로딩된다.

동결건조 상피 293H 세포를 위한 리오플라스크의 사용. 동결건조과정 후에, 동결건조된 상피 293H 세포는 최적으로

동결건조된 듯했다. 동결건조물은 용융되거나 붕괴되지 않으면서 적절한 건조상태를 나타내는 건조 케이크를 형성하

였다. 건조 상태에서, 세포는 트레할로스/완충액 매트릭스중에 아주 잘 보존된 듯했다. 세포는 트립신화된 상피 293H

세포에서 관찰된 형태 및 크기(참조, 도 18a, 18b, 19a 및 19b)와 유사하게 온전하고 둥글게 유지되었다. 세포 본래의

구조를 유지함으로써 트레할로스에 함침된 건조된 상태는 충분했음을 나타냈다.

직접 및 예비수화된 조건 둘 모두 하의 재수화에 따르면, 세포는 재수화 완 충액의 첨가에 의해서 대부분 온전하고 손

상되지 않았다. 먼저 예비수화된 세포는 직접 수화된 샘플 보다 굴절성이었다(참조, 도 20a 및 20b). 상기 둘 모두의 

경우에서, 아주 적은 세포가 물의 재도입에 기인되어 용해되었다. 또한, 세포 단편은 두 조건에서 거의 완전히 없었다.

결국, 예비수화된 샘플에서, 약 10%의 이미지 형성된 세포가 초기에 아주 굴절성이였다(참조, 도 20a 및 도 20b).

재수화 24시간 후에, 배양물 중의 재수화된 상피 293H 세포를 다시 관찰하였다. 예비수화된 상태의 이들 세포는 더

욱 굴절성이었고, 예비수화되지 않은 샘플중의 세포 보다 더 강하게 성장 표면에 부착되는 듯했다(참조, 21a 및 도 21

b). 예비수화된 상태에서, 약 6 내지 7%의 세포가 상 밝음을 유지하였다. 그러나, 세포 단편은 많았으며 많은 세포가 

용해되었음이 자명하였다.

실시예 10
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사람 적혈구의 물리적인 막 성질을 푸리에 변환 적외선 분광법(FTIR)을 이용하여 동일반응계내 연구를 하였다. 적혈

구 막은 14℃ 및 34℃에서 약한 협동적 상전이를 나타냈다. 메틸-β-시클로덱스트린(MβCD)에 의한 콜레스테롤 감

소는 이들 전이의 협동성을 매우 증가시켰고, 25℃에서의 또 다른 인지질 전이를 유도했다. 다중의 예리한 막 상전이

를 냉장 저장(4℃) 5일 후에 관찰하였는데, 막 지질의 상 분리를 나타냈다. 형광 현미경을 사용함으로써, 지질 프로브 

1,1'-디옥타데실-3,3,3',3'-테트라메틸-인도카르보시아닌 퍼클로레이트(dil-C 18 )가 냉장 저장 동안 적혈구 막에 

균질하게 분포 유지되어, 지질 도메인이 현미경 분석 한계 이하라는 것을 암시함을 측정하였다. 박층 크로마토그래피

를 사용하여, 막 지질 조성에서의 변화를 냉장 저장 동안 검출하였다. 대조군에 의해서, FTIR에 의한 아미드-II 밴드

의 검정은 헤모글로빈의 전체 단백질 이차 구조가 냉장 저장 동안 안정함을 나타냈다.

막의 상전이 온도에 대한 기초적인 지식은 혈액은행에서의 적혈구의 시험관내 저장 조건을 결정하는데 실질적으로 

중요하다. 본 발명의 발명자들은 특별히 약 34℃의 상전이 온도가 적혈구를 트레할로스, 또는 어떠한 다른 용해보호

제로 로딩시키는데 사용될 수 있거나, 세포내 트레할로스가 적혈구를 동결건조상태에서 생존하게 함을 예측했다. 동

결건조된 적혈구 세포는 의학, 약학 및 생물공학 분야에서 광범위하게 사용될 것이다.

실험과정

적혈구 분리, 콜레스테롤 고갈, 고스트의 제조 및 저장 조건. 정맥 혈액을 학회 프로토콜에 따라서 건강한 성인으로부

터 동의를 구하여 수거하였다. 혈액을 ACD(시트르산, 시트레이트, 덱스트로스)로 항응집시켰다. 전체 혈액을 320x g

로 8 분 동안 원심분리하였다. 세포 펠릿(적혈구)을 추가의 분석전에 PBS 완충액(100mM NaCl, 9.4mM Na 2 HPO 

4 , 0.6mM KH 2 PO 4 , pH 7.4)으로 3회 세척하였다. 세포를 혈장 막으로부터 콜레스테롤을 제거하기 위해서 1mM

메틸-β-시클로덱스트린(MβCD)의 존재하에 37℃에서 1 시간 동안 인큐베이팅하였다.

FTIR 분광분석 및 샘플 제조. 퍼킨-엘머 2000 푸리에 변환 IR-스펙트로메터(Perkin-Elmer 2000 Fourier transfor

m IR-spectrometer)상에서 적외선 스펙트럼을 기록하였다. 적혈구 펠릿을 온도 조절된 셀 내의 두 개의 CaF 2 적외

선 윈도 사이에 펼쳤다. 온전한 세포를 -5℃로 냉각하고, 이러한 온도에서 15분 동안 유지시키고, 재가온하여 상전이

를 측정하였다. 40 내지 50 스펙트럼을 5℃/분의 가열 속도로 -5℃ 내지 45℃ 범위의 온도에 걸쳐서 기록하였다. 데

이터 처리는 9 점 평활인자를 이용한 IR-흡수 스펙트럼의 이차 유도로 구성된다. 역상 이차 유도 스펙트럼을 2850cm
-1 주변의 지질 밴드에 대해서 표정하였다. 밴드 위치를 최대 흡수의 80%에서의 인터셉트를 평균냄으로써 측정하였

다. CH 2 대칭 스트레칭 진동의 파수(cm -1 )를 온도의 함수로서 플롯팅하였다. 일차 유도 파수 대 온도 플롯을 계산

하여 변곡점을 보다 명확하게 나타냈으며, 이는 전이 협동성 값이다. 상전이 온도 및 협동성 값을 일차 유도 플롯에서

의 최대값으로부터 측정하였다.

온전한 적혈구의 FTIR 분석. 적혈구의 동일 반응계내 FTIR 분석에 의하면, 약 2850cm -1 의 지질 메틸렌 스트레칭 

모드의 파수 대 온도 플롯에서 두 개의 명백한 변곡점이 존재함이 밝혀졌다(참조, 도 24 내지 도 26). 일차 유도 파수 

대 온도 플롯을 계산하여 상전이 온도를 측정하였다. 약 14 및 34℃에 집중된 두 전이 온도가 모든 경우에서 검출되

었다. 도 24에 도시된 열적 반응은 도 25 및 도 26에 도시된 열적 반응과는 현저하게 달랐다. 도 24에서의 파수 총편

위는 약 1.5cm -1 (-5 내지 45℃)로 도 25 및 도 26에서의 0.8cm -1 과 비교되었다. 도 24에서의 전이(일차 유도 플

롯에서의 최대)의 협동성이 또한 다른 도너에 비해서 현저하게 높았다. 본 발명의 발명자들은 이러한 시험을 위해서 

도너는 리피터(LIPITOR: Pfizer Pharmaceuticals, CT)를 사용하였음이 밝혀졌으며, 이러한 혈중 콜레스테롤 저하 

화합물이 적혈구 막 성질에 영향을 줄 수 있는 것으로 예상하고 있다. 표 1은 평균 전이 온도 및 부수적인 협동성 값을

나타낸다. 14 및 34℃의 온전한 세포에서의 두 전이는 각각 0.036 및 0.031cm -1 /℃의 협동성 값을 나타내어, 두 

전이가 동일하게 협동적임을 제시하였다.

콜레스테롤 고갈. MβCD를 이용하여 적혈구 막으로부터 선택적으로 콜레스테롤을 제거하였다. 콜레스테롤 제거는 

도 27에 도시된 바와 같이 막의 열적 반응에 강력한 효과를 나타냈다. -5 내지 45℃로부터의 파수 편위는 콜레스테롤

제거시에 0.7 내지 2.9cm -1 로 증가하였다. 고온에서, 막이 혼란한 상인 경우, 지질 밴드의 파수는 세포의 콜레스테

롤 고갈 후에 증가하고, 저온에서, 막이 보다 정렬된 상인 경우, 콜레스테롤 고갈은 대조 세포에 비해서 낮은 파수를 

나타냈다. 이는 콜레스테롤이 저온에서 막을 유동화시키고 고온(생리적)에서 막을 경화시킴을 나타낸다.

하기 표 1은 FTIR 파수(2850cm -1 주변의 밴드) 대 온도 플롯으로부터 유도된 바와 같은 MβCD 처리된 및 대조 적

혈구의 상전이 중간값을 나타낸다:

표 I

지질 저점 전이 중간 전이 고점 전이

전이 온도(℃)

대조 적혈구 14.4±1.3 34.2±1.4
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MβCD 처리된 적혈구 15.3±0.8 26.0±0.8 35.4±1.5

하기 표 II는 FTIR 파수(2850cm -1 주변의 밴드) 대 온도 플롯으로부터 유도된 바와 같은 MBCD 처리된 및 대조 적

혈구의 상전이 협동성을 나타낸다:

표 II

지질 저점 전이 중간 전이 고점 전이

협동성(cm -1 /℃)

대조 적혈구 0.036±0.013 0.031±0.010

MβCD 처리된 적혈구 0.051±0.004 0.095±0.015 0.091±0.020

약 15℃, 26℃ 및 35℃에서의 세 가지의 상전이는 혈장 막으로부터의 콜레스테롤 제거 후에 가시적이며, 예측되는 바

와 같이, 전이 협동성은 대조 적혈구에 비해서 보다 더 컸다. 약 15℃에서의 협동성은 온전한 적혈구에서의 상응하는 

전이 보다 단지 약간 더 높은 것으로 나타났다. 비처리된 대조 적혈구에서 관찰되는 약 35℃에서의 전이 협동성은 콜

레스테롤 제거 후에 약 0.031 내지 약 0.091cm -1 /℃로 큰 증가를 나타냈다. 약 26℃에서의 전이는 온전한 적혈구

에서 가시적이 아니었는데, 이는 막에서의 풍부한 콜레스테롤에 의한 확장에 기인될 가능성이 있다. 이러한 전이 협

동성은 약 0.095cm -1 /℃였다.

실시예 11

생물학적 막은 생리학적 온도에서 박판형 액체 결정상인 것으로 생각될 수 있다. 지질은 비교적 무질서한 아실 쇄를 

지닌 이차원 어레이로 조직화된다. 저온에서, 박판형 겔 상이 형성될 수 있으며, 이러한 경우에 지질 아실 쇄는 고도로

정렬되고 보다 견고하게 함께 패킹될 것이다. 하나의 인지질 종으로 구성된 지질 이중층은 이의 겔 대 액체 결정상 전

이 온도, 즉, T m 에 의해서 특성화될 수 있다. 세포막에서, 상황은 더욱 복잡하며, 그 이유는 지질, 스테롤 및 단백질

의 혼합 및 이들 성분 사이의 선호적인 상호작용이 복잡한 열적 상 반응을 유발시키기 때문이다.

사람 적혈구에서, 이중층 막의 양측 사이에 인지질의 비대칭 분포가 있다. 외층은 포스파티딜 콜린과 스핑고미엘린을

눈에 띄게 함유하지만, 내층은 포스파티딜 에탄올아민과 포스파티딜 세린을 주로 함유한다. 지질 조성은 막 유동성에

직접 영향을 준다. 콜레스테롤 및 단백질과 같은 다른 막 성분이 또한 막에 영향을 준다. 콜레스테롤은 겔상태에서 지

질 이중층을 유동시키며, 유동 상태에서 유동성 질서를 감소시킨다. 또한, 콜레스테롤은 막 내의 특정의 지질, 특히, 

스핑고리피드와 선호적으로 상호 작용한다.

FTIR은 분리된 지질에서의 모델 시스템에서 뿐만 아니라 동일반응계내 전체 세포에서의 물리적 막 성질을 연구하는

데 아주 유용한 방법인 것으로 입증되고 있다. 2850cm -1 주변의 CH 2 스트레칭 모드의 파수는 아실 쇄의 형태적 

질서에 대한 지표이며, 세포 및 조직에서의 상전이를 측정하는데 이용될 수 있다. 이러한 밴드는 내생성 지질로부터 

주로 발생된다. 사람 혈소판에 대한 FTIR 연구로부터 이들 세포 단편이 15℃ 주변에서 주된 상전이를 나타내며, 약 3

0℃에서 이차 상전이를 나타냄을 발견하였다. 혈소판은 이들의 주된 막 상전이 온도 보다 충분히 높은 22 ℃ 또는 더 

따뜻한 온도에서 저장되어야 한다. 반면, 사람 적혈구는 항응집-보존성 용액중의 5℃에서 20일까지 저장될 수 있다.

FTIR은 또한 동일반응계내 온전한 세포 또는 유기물의 전체 단백질 이차 구조를 검정하는데 이용될 수 있다. 단백질

에 대한 FTIR의 적용은 1600 내지1700cm -1 사이에 위치한 아미드-I 밴드, 및 1600 내지 1500cm -1 사이에 위치

한 아미드-II 밴드 검정을 기본으로 할 수 있다.

FTIR은 또한 막 유동성 및 동일반응계내 적혈구의 전체 단백질 이차구조를 검정하여, 간섭하는 프로브 분자의 사용

을 피하는데 사용될 수 있다. 상기된 바와 같이, 메틸-β-시클로덱스트린은 세포로부터 선택적으로 콜레스테롤을 제

거하고 막 유동성에 대한 부수 효과를 시험하는데 사용될 수 있다. 막 유동성 및 전체 단백질 이차구조에서의 변화를 

4℃에서의 저장 동안 연구하였다. 또한, 세포의 막 지질 조성에서의 변화를 박층 크로마토그래피를 이용하여 측정하

고, 형성 지질 거대-도메인을 형광 염료 dil-C 18 을 사용하여 조사하였다.

온전한 적혈구의 FTIR 분석. 적혈구를 동일반응계내 IR분석 전에 PBS 완충액중에 3회 세척하여 혈장 성분의 방해를
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감소시켰다. 도 28은 두 상이한 온도에서의 적혈구의 IR 3000 내지 2800cm -1 영역의 확대도이다. 이러한 영역에서

의 상이한 밴드는, 도 29에 최상으로 도시된 바와 같이, 흡수 스펙트럼의 이차 유도 후에 더욱 명확하게 가시화된다. 

2870 및 2950cm -1 의 발표된 밴드는 내인성 적혈구 단백 질, 실직적으로는 헤모글로빈의 CH 2 스트레칭 진동으로

지정될 수 있다. 흡수 스펙트럼중의 단백질 밴드(참조 도 28)에 이어진 단지 작은 쇼울더로서 가시적인 약 2850cm -

1 의 밴드는 도 29에 도시된 바와 같이, 이차 유도 스펙트럼내의 단백질 CH 3 밴드로부터 명백하게 분리된다. 이러한

밴드는 막 지질의 대칭 메틸렌 스트레칭 진동으로 지정된다. CH 3 밴드의 파수는 온도가 증가하여도 현저하게 이동

하지 않지만, 지질 밴드는 온도가 증가함에 따라서 보다 높은 파수로 명백하게 이동하여 막 유동성의 증가를 나타낸

다(도 30),

적혈구에서의 막 상전이. 두 개의 명백한 굴곡점이, 내인성 지질로부터 유도된 대칭 CH 2 스트레치 진동(검은 원) 및 

온전한 적혈구내의 내인성 단백질로부터 유도된 대칭 CH 3 스트레치 진동(비어있는 원)의 열적 반응을 예시하고 있

는 도 31에 최상으로 도시된 바와 같이, 지질 메틸렌 스트레칭 모드의 파수 대 온도 플롯에서 관찰되었다. 데이터를 

사비쯔키-골레이 루틴(Savitzky-Golay routine)으로 평활화하고, 일차 유도 파수 대 온도 플롯을 계산하여 상전이 

온도를 측정하였으며, 이는 상전이 온도 및 부수되는 협동성 값을 측정하는데 이용되는 일차 유도 파수 대 온도 플롯

과 함께, 1명의 혈액 도너로부터의 적혈구의 CH 2 대칭 스트레칭 모드에 대한 파수 대 온도 플롯 그래프인 도 32에서

최상으로 도시되고 있다. 그 밖의 2명의 도너로부터의 적혈구의 열적 반응을 도 33 및 도 34에 나타내어, 상이한 3명

의 도너 사이의 진동을 예시하고 있다. 도 33 및 도 34는 추가의 2명의 혈액 도너로부 터의 적혈구의 CH 3 대칭 스트

레칭 모드의 각각의 파수 대 온도 플롯과, 상전이 온도 및 부수적인 협동성 값을 결정하는데 사용되는 일차 유도 파수

대 온도 플롯을 예시하고 있다. 약 14 및 34℃에 집중된 두 상전이 온도가 이들 3명의 혈액 도너로부터의 적혈구에서

검출되었다. 도 32에 도시된 열적 반응은 도 33 및 도 34에 도시된 역적 반응과는 상이하였다. 도 32에서의 파수 총

편위는 약 1.5cm -1 (-5 내지 45℃)로 도 33 및 도 34에서의 0.8cm -1 과 비교되었다. 도 32에서의 전이(일차 유도 

플롯에서의 최대)의 협동성이 또한 도 33 및 도 34에 도시된 2명의 도너에 비해 높았다. 도 32에서의 실험을 위한 도

너는 리피터(LIPITOR: Pfizer Pharmaceuticals, CT)를 사용하였음이 밝혀졌으며, 이러한 혈중 콜레스테롤 저하 화

합물이 적혈구 막 성질에 영향을 줄 수 있는 것으로 사료된다. 도 33 및 도 34에 도시된 열적 반응은 적혈구에 더욱 

전형적이다.

하기 표 III은 상이한 5명의 도너의 평균 전이 온도 및 부수적인 협동성 값을 광범위하게 나타내고 있다.

표 III

지질 저점 전이 중간 전이 고점 전이

전이 온도(℃)

대조 적혈구 14.4±1.3 34.2±1.4

MβCD 처리된 적혈구 15.3±0.8 26.0±0.8 35.4±1.5

협동성(cm -1 /℃

대조 적혈구 0.036±0.013 0.031±0.010

MβCD 처리된 적혈구 0.051±0.004 0.095±0.015 0.091±0.020

상기 표 III은 5명의 혈액 도너에 대해서 FTIR 파수(2850cm -1 주변의 밴드) 대 온도 플롯으로부터 유도된 MβCD 

처리된 및 대조 적혈구의 상전이 협동성 및 중간값을 이들과 관련된 표준 오차와 함께 더욱 특이적으로 예시하고 있

다. 14 및 34℃의 온전한 세포에서의 두 전이(즉, 저점 전이 및 고점 전이)는 각각 0.036 및 0.031cm -1 /℃의 협동성

값을 나타내어, 두 전이가 동일하게 협동적임을 제시했다.

콜레스테롤 고갈. MβCD를 사용하여 적혈구 막으로부터 콜레스테롤을 제거하였다. 콜레스테롤 제거는 도 35에 최상

으로 도시된 바와 같이 막의 열적 반응에 강력한 효과를 나타냈다. -5 내지 45℃로부터의 파수 편위는 콜레스테롤 제

거 시에 0.7 내지 2.9cm -1 로 증가하였다. 고온에서, 막이 비정렬된 상태인 경우, 지질 밴드의 파수는 세포의 콜레스

테롤 고갈 후에 증가하고, 저온에서, 막이 보다 정렬된 상태인 경우, 콜레스테롤 고갈은 대조 세포에 비해서 낮은 파수

를 나타냈다. 이는 콜레스테롤이 저온에서 막을 유동화시키고 고온(생리적)에서 막을 경화시킴을 나타낸다.

15, 26 및 35℃에서의 세 번의 전이는 혈장막으로부터의 콜레스테롤 제거 후에 가시적이었으며, 예상된 바와 같이, 

전이의 협동성은 대조 세포와 비교하여 보다 높았다. 전이의 협동성은 대조 세포와 비교하여 보다 높았다. 15℃에서

의 전이의 협동성은 온전한 적혈구에서의 상응하는 전이 보다 약간 높은 것으로 밝혀졌다. 35℃에서의 전이의 협동성

은 처리되지 않은 대조 세포에서도 관찰되었는데, 콜레스테롤 제거 후에 0.031 내지 0.091cm -1 /℃의 커다란 증가
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를 나타내었다. 26℃에서의 전이는 아마도 막 중에서의 풍부한 콜레스테롤에 의한 확장으로 인해 온전 한 적혈구에서

가시적이지 않았다. 이러한 전이의 협동성은 0.095cm -1 /℃였다.

고스트 . 온전한 적혈구에 의한 결과를 확증하기 위해 적혈구 고스트의 열향성 반응을 실험하였다. 도 36에 가장 잘 

나타난 바와 같이, 고스트 중의 CH 2 스트레칭 밴드의 파수는 온도가 -5에서 45℃로 증가하는 경우 2851.7 내지 28

52.6cm -1 로 점진적으로 증가하였다. 약 3, 15, 24 및 36℃에서의 네 번의 미약한 전이는 1차 도함수 분석 후에 가

시적이었다. 이러한 전이의 협동성은 온전한 적혈구에서의 전이와 비교하여 낮았다. 다시, 콜레스테롤 제거는 전이의 

협동성을 향상시켰는데, 이는 MβCD 처리되지 않은 고스트와 비교하여 4, 12, 20 및 30℃에서의 약간 상이한 온도

에서 관찰되었다. 온전한 적혈구와 비교하여 고스트의 열향성 반응의 차이는 지혈시의 막 지질 (및 단백질)의 재배열

을 암시한다.

저장이 열향성 반응에 미치는 효과 . 적혈구를 4℃에서 자가 산 시트레이트 덱스트로스 (ACD) 항응고된 혈소판 결핍 

혈장에서 저장하였다. 세포의 분취액을 차가운 PBS 완충액에서 3회 세척하고, 저온 저장이 막 유동성에 미치는 효과

를 FTIR을 이용하여 실험하였다. 4℃에서의 지질 밴드의 파수는 도 37에 가장 잘 나타나 있는 바와 같이 저온 저장 5

일 후에 현저히 떨어졌는데, 이는 막의 경화를 암시한다. 또한, 세포의 열향성 반은 저온 저장 동안 변하였다 (도 38 

참조). 1일 후, 두 번의 주전이가 보다 낮은 온도로 이동하였고, 5일 저장 후, 다수의 뚜렷한 상전이가 관찰되었는데, 

이는 막 지질의 대규모 재배열을 나타낸다.

지질 도메인의 형성 . 지질 염료 dil-C 18 을 사용하여, 저온 저장 동안의 지질의 리그루핑 (regrouping)이 FTIR 실

험에 의해 제시된 바와 같이 커다란 막 도메인 또는 응집체의 형성을 수반하는 지를 실험하였다. dil-C 18 은 우선적

으로 정돈된 지질 도메인내로 분배되어, 생세포에서 지질상 분리를 조사하기 위해 사용될 수 있다. 도 39는 4℃에 4

일간 노출된 후의 dil-C 18 표지된 적혈구의 이미지를 도시한다. 염료는 저온 저장 동안 균일하게 분포된 채로 존재

하였고 (단지 4일 후의 결과가 도시되어 있음), 이는 막 중의 지질 도메인이 현미경의 분석 한계 미만임을 제시한다.

지질 조성의 변화 . 인간 적혈구의 전체 지질 추출물 중에 있는 콜레스테롤의 양과 디아실 인지질의 조성은 하기 표 I

V에 제시되어 있다:

표 IV

저장 시간 FFA Chol. PE PS PC SM

새것 48.1±2.2 6.2±2.7 2.6±0.2 24.2±0.4 18.9±0.3

1일 저장 5.0±0.5 36.7±0.1 7.2±0.2 5.1±0.2 25.8±0.0 20.2±0.0

5일 저장 2.4±0.2 43.6±1.3 6.4±0.2 4.2±0.2 24.2±0.5 18.8±0.3

상기 표 IV는 인간 적혈구의 지질 조성을 보다 상세하게 제시하고 있으며, 2개 샘플의 평균을 나타내는 이들 값들은 

전체 지질의 중량%로서 나타내었고 약어들은 다음의 의미를 갖는다: Chol, 콜레스테롤; FFFA, 유리 지방산; PE, 포

스파티딜에탄올아민; PS, 포스파티딜세린; PC, 포스파티딜콜린; SM, 신고미엘린(shingomyelin). 표 IV에 제시된 바

와 같이, 포스파티딜콜린이 가장 풍부한 지질이다(24중량%). PE 및 PS의 양은 각각 6중량% 및 3중량이다. 스핑고리

피드는 지질 조성의 19중량%를 차지한다. 콜레스테롤 함량은 새로운 적혈구에서 대략 50중량%인 것으로 밝혀졌다. 

심지어 하루 동안 저장한 후에도, 유리 지방산이 적혈구 막에서 검출되었는데, 이는 적혈구 막 조성에 있어서의 화학

적인 변화가 있었음을 시사한다. 또한, 지질 분석을 통해, 콜레스테롤의 양이 4℃에서의 시험관내 저장 동안 감소하였

음을 알 수 있었다. 저장 중에는, 인지질의 상대적인 양은 사실상 변하지 않았다.

전체 단백질 이차 구조 . IR 아미드-II 밴드를 사용하여, 저온 저장 동안의 적혈구의 전체 단백질 이차 구조를 모니터

링하였다. FTIR은 모든 세포 단백질의 평균 신호를 측정하지만, 적혈구에서는 아미드-II 밴드가 헤모글로빈에 의해 

지배된다. 1550cm -1 에서 주요 밴드를 갖고 1535cm -1 및 1565cm -1 에서 작은 밴드를 갖는 아미드-II 밴드의 

모양은 헤모글로빈의 α-나선 내용물이 비교적 높은 비율로 존재함을 시사한다. 4℃에서 저장한 지 9일 후에는 아미

드-II 밴드 프로필에서의 어떠한 변화도 관찰되지 않았다.

토의

인간 적혈구로부터의 막의 물리적 특성은 FTIR을 이용하여 평가하였고, 막의 물리적 특성 및 지질 조성물의 실질적

인 변화가 저온 저장 동안 일어나는 것으로 입증되었다. 대조적으로, 적혈구 헤모글로빈의 평균 단백질 2차 구조는 저

온 저장에 의해 영향을 받지 않았다.
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인간 적혈구는 인지질이 균일하게 분포되기 보다는 막 내의 도메인에 편성된 것으로 밝혀진 최초의 세포이다. 내부 

소엽 (leaflet)에 PS 및 PE가 우세하게 존재하고 외부 소엽에 PC 및 SM이 존재하는 비대칭적 분포는 보다 강성인 외

부 소엽 및 보다 유동성인 내부 소엽을 지닌 적혈구막 중의 특정 인지질을 사용하여 입증되었다.

콜레스테롤은 지질 이중층에서 지질 상호혼합을 조절하는데, 콜레스테롤의 부재하에서 강력히 상분리된 인지질은 높

은 (예를 들어, 50 몰%) 콜레스테롤 함량에서 균일하게 혼합된다. 따라서, 적혈구에서 다수의 전이가 관찰된다는 것

은 의외이다. 그러나, 적혈구막에서의 스핑고리피드와 인지질의 특이적 혼합은 다수의 상전이가 그러한 콜레스테롤 

함량에서 관찰될 수 있는 이유를 설명할 수 있다. 인지질과 글리코스핑고리피드의 혼합은 높은 (50%) 이중층 콜레스

테롤 함량에서도 지질 혼합의 현저한 불균일을 나타낸다.

콜레스테롤 고갈은 온전한 세포의 열적 프로파일에서 관찰된 작은 내곡이 막의 실제의 열적 사건에 상응함을 확인해 

주었다. 세 가지 주요 협동적 전이는 적혈구막의 콜레스테롤 고갈 후의 파수 대 온도 플롯에서 가시적이 되었다.

온전한 세포 및 콜레스테롤 고갈된 세포 둘 모두에서 관찰된 34℃에서의 전이가 막의 보다 강성인 스핑고리피드 풍부

외부 소엽의 용융을 반영하는 것으로 제안되는데, 이는 스핑고리피드가 일반적으로 약 25℃ 내지 45℃의 비교적 높

은 용융점을 나타내기 때문이다. 양 적혈구막은 26℃ 내지 35℃의 스핑고리피드 전이를 나타낸다. 15℃에서의 전이

는 보다 유동성인 내부 막 소엽의 용융을 반영하는 것으로 제안된다. 관찰된 적혈구의 상전이는 약 15℃ 내지 30℃에

서 두 가지 전이를 지닌 인간 혈소판의 상전이와 매우 유사하다.

콜레스테롤 고갈된 세포에서 26℃에서의 전이는 온전한 세포에서 콜레스테롤에 의해 마스킹되는 것이 거의 확실하

거나, 대안적으로 이는 내막 및 외막 소엽 사이의 막지질의 리그루핑으로 인한 혼합상을 반영할 수 있다. 데이터는 콜

레스테롤이 저온에서 지질 차수를 감소시키고 고온에서 지질 차수를 증가시킴으로써 막 유동성을 조절한다는 개념을

뒷받침한다.

따라서, FTIR 실험 결과, 적혈구 및 혈소판이 유사한 상전이를 지니고, 둘 모두의 세포 유형에서 상분리가 저온에 장

기간 노출시에 관찰되는 것으로 나타났다. 그러나, 혈소판과 대조적으로, 저온 저장 동안 적혈구막에서 커다란 막 응

집체는 형성되지 않았다. 적혈구에서 저수준의 마이크로도메인 응집은 냉각 손상에 대한 상대적 불감성의 원인일 수 

있는 것으로 제안된다. 이러한 특성은 혈소판에서 관찰된 비율과 비교하여 적혈구막에서의 콜레스테롤의 높은 비율에

기인할 수 있다.

실시예 12

적혈구, 콜레스테롤의 단리, 고갈, 고스트의 제조, 및 저장 조건 : 관례적 프로토콜에 따라 정맥혈을 동의를 구한 건강

한 성인으로부터 채혈하였다. 혈액을 ACD (시트르산, 시트레이트, 덱스트로스)로 항응고시켰다. 전혈을 320 x g에서

8분간 원심분리시켰다. 혈소판을 혈소판 풍부 혈장으로부터 단리하고, 다른 실험을 위해 사용하였다. 혈소판 결핍 혈

장을 적혈구에 다시 첨가하고, 혼합물을 4℃에서 저장하였다.

혈장막으로부터 콜레스테롤을 제거하기 위해, 세포를 10mM 메틸-β시클로덱스트린 (MβCD)의 존재하에서 37℃에

서 1시간 동안 인큐베이션하였다. 적혈구 고스트를 제조하였다. ACD 항응고된 혈액을 4℃에서 15㎖ 폴리프로필렌 

팔콘 (Falcon) 튜브에 저장하였다. 분취액을 취하고, 세포를 추가 분석 전에 차가운 PBS 완충액 (100mM NaCl, 9.4

㎖ Na 2 HPO 4 , 0.6mM KH 2 PO 4 , pH 7.4) 중에서 적어도 3회 세척하였다.

지질 추출, 분리 및 분석 . 적혈구 지질을 메탄올/클로로포름 (1:2, v/v)에서 추출하고, 얼음상에서 1시간 동안 인큐베

이션하였다. 적혈구의 지질 조성을 라트로스캔 (Latroscan) TH-10 (Lantron Laboratories of Tokyo, Japan)을 사

용하여 막대-유형 분석용 얇은막 크로마토그래피에 의해 분석하였다. 시그마플롯 (Sigmapolt; Jandel Scientific of 

San Rafael, CA)을 사용하여 미량 분석하였다. 개개의 지질은 전체 지질의 중량%로서 나타내었다.

FTIR 분광법 및 샘플 준비 . 적외선 스펙트럼을 앞서 기술된 바와 같이 퍼킨-엘머 2000 푸리에 변환 IR-분광계로 기

록하였다. 적혈구 펠릿을 온도 제어되는 셀 중에서 두 개의 CaF 2 적외선 윈도우 사이에 깔았다. 온전한 세포를 -5℃

로 냉각시키고, 이 온도에서 15분간 유지시킨 후, 재가온시켜서 상전이를 측정하였다. 40개 내지 50개의 스펙트럼이 

5℃/분의 가열 속도에서 -5℃ 내지 +45℃의 온도 범위에 걸쳐 기록되었다. 4개의 스캔이 4cm -1 해상도에서 3600 

내지 900 -1 사이에서 각각의 스펙트럼에 대해 축적되었다.

데이터 처리는 9 포인트 스무딩 페이버 (smoothing favor)를 이용하여 IR-흡광도 스펙트럼의 2차 도함수를 취하는 

것으로 이루어졌다. 역도함수 스펙트럼은 지질 bamd arpimd 2850 cm -1 에서 정규화되었다. 밴드 위치는 앞서 기

술한 바와 같이 측정하였다. CH 2 대칭적 스트레칭 진동의 파수 (cm -1 )를 온도의 함수로서 플로팅하였다. 파수의 

1차 도함수 대 온도 플롯은 내곡을 보다 뚜렷히 보여주는 피크핏 (Peakfit; Jandel Scientific, San Rafael, CA)을 사

용하여 전이의 협동성의 측정치로서 수득하였다. 상전이 온도 및 협동성 수치는 1차 도함수 플롯의 최대값으로부터 
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측정하였다. 단백질 실험의 경우, 1600 내지 1500cm -1 사이의 스펙트럼 영역이 선택되었다. 이러한 영역은 단백질 

주쇄의 아미드-II 흡수 밴드를 함유한다.

형광 현미경법 . 세척된 적혈구를 1x10 8 개 세포/㎖의 최종 농도로 희석시켰다. 이들을 37℃에서 암실에서 60분간 

몰레큘라 프로브스, 인크. (Molecular Probes, Inc.; Eugene, OR)로부터의 dil-C 18 (2.5㎍/㎖)로 표지시켰다. 분취

액을 37℃에서 인큐베이션하거나 4℃에서 저장하였다. 그 후, 표지된 적혈구를 상응하는 온도에서 2시간 동안 1% 파

라포름알데히드로 고정시켰다. 세포를 현미경 슬라이드상에 정위시키고, 짜이즈 ICM405 도립 현미경 (Planachroma

t 100X/1.4 n.a.obective)로 검사하고, 코닥 (Rochester, NY)의 엑타크롬 (Ektachrome) 400 필름으로 촬영하였다.

결론

본 발명의 구체예는 탈수 상태에서 일반적으로 생존하는 생물체에서 고농도로 발견되는 당인 트레할로스가 건조 상

태에서 생물학적 구조를 보존하기 위해 사용될 수 있다는 것을 제공한다. 인간 혈액 혈소판은 특정 조건하에서 트레

할로스로 로딩될 수 있으며, 로딩된 세포는 우수한 회수율을 지니면서 동결건조될 수 있다. 본 발명의 또 다른 구체예

는 트레할로스가 핵형성 (진핵) 세포를 보존하기 위해 사용될 수 있다는 것을 제공한다.

진핵세포주, 예를 들어 인간 중간엽 줄기세포 및 상피 293H 세포는 약 15℃ 및 35℃에서 두 번의 막 상전이를 나타

낸다. 또한, 이러한 세포는 형광 염료인 루시퍼 옐로우 (Lucifer yellow) CH에 의한 로딩에 의해 나타난 바와 같이 세

포외 배지로부터 용질을 흡수할 수 있다. 이러한 기술은 올리고사카라이드, 바람직하게는 트레할로스로 세포를 로딩

시키기 위해 이용될 수 있다. 트레할로스는 3일 이하 동안 세포의 성장 및 생존능을 간섭하지 않는다. 트레할로스로 

로딩되고 동결건조된 세포는 재수화 직후 생존가능하며, 막이 온전한 것으로 여겨지고 핵이 선명하게 가시적이고 정

상적인 형태학을 지닌다는 점에서 건강하였다. 일부 세포는 심지어 기질에 약하게 부착되어 있었고, 재수화시킨 지 5

일 후에도 비교적 양호한 물리적 형태로 존재하였다.

알코올 감소된 적혈구는 약 15℃, 26℃ 및 35℃에서 세 번의 막 상전이를 나타낸다. 적혈구의 알코올 (예를 들어, 콜

레스테롤) 고갈은 막 상전이의 협동성을 크게 증가시켰다. 막 상전이 중의 어느 하나, 특히 약 35℃에서의 상전이가 

보호제 (예를 들어, 트레할로스와 같은 올리고사카라이드)로 적혈구를 로딩시키기 위해 사용될 수 있다. 보호제로 로

딩되고 동결건조된, 알코올 감소된 적혈구는 재수화 직후 가시적이었다.

본 발명이 이의 특정 구체예들을 참조로 하여 설명되었지만, 상기 설명에서 변형, 다양한 변화 및 치환이 어느 정도 

이루어지는 것으로 의도되며, 몇몇의 경우, 본 발명의 일부 특징이 기재된 본 발명의 범위 및 사상을 벗어남이 없이 그

밖의 특징의 상응하는 사용없이 사용될 수 있다는 것이 인식될 것이다. 따라서, 본 발명의 본질적인 범위 및 사상을 

벗어남이 없이 특정 상황 또는 재료를 본 발명의 교시에 적합해지도록 다수의 변형이 이루어질 수 있다. 본 발명은 본

발명을 수행하기 위해 고려되는 최상의 형태로서 기술된 특정 구체예에 제한되지 않지만, 본 발명은 첨부된 청구의 

범위에 속하는 모든 구체예 및 균등물을 포함하는 것으로 의도된다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
알코올 및 협동적 상전이를 지닌 적혈구를 제공하고;

적혈구의 협동적 상전이의 협동성을 증가시키도록 적혈구로부터 알코올의 일부 또는 전부를 제거하는 것을 포함하여

, 적혈구의 상전이의 협동성을 증가시키는 방법.

청구항 2.
제 1항에 있어서, 알코올이 스테로이드 알코올을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 3.
제 2항에 있어서, 스테로이드 알코올이 8개 내지 10개의 탄소 원자를 지닌 측쇄를 하나 이상 포함함을 특징으로 하는

방법.

청구항 4.
제 1항에 있어서, 알코올이 25개 내지 27개의 탄소 원자를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 5.
제 1항에 있어서, 알코올이 콜레스테롤을 포함함을 특징으로 하는 방법.
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청구항 6.
제 1항에 있어서, 적혈구가 알코올 및 협동적 상전이를 포함하는 적혈구막을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 7.
제 1항에 있어서, 적혈구가 알코올 및 협동적 상전이의 일부를 포함하는 적혈구막을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 8.
알코올 및 두 가지 이상의 상전이 온도 범위를 포함하는 적혈구를 제공하고;

세 가지 이상의 상전이 온도 범위를 지닌 적혈구를 생성시키도록 적혈구로부터 알코올의 일부 또는 전부를 제거하는 

것을 포함하여, 적혈구의 상전이 온도 범위를 생성시키는 방법.

청구항 9.
제 8항에 있어서, 알코올이 스테로이드 알코올을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 10.
제 9항에 있어서, 스테로이드 알코올이 8개 내지 10개의 탄소 원자를 포함하는 측쇄를 하나 이상 포함함을 특징으로 

하는 방법.

청구항 11.
제 8항에 있어서, 알코올이 25개 내지 27개의 탄소 원자를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 12.
제 8항에 있어서, 알코올이 콜레스테롤을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 13.
제 8항에 있어서, 알코올을 포함하는 적혈구가 알코올 및 상기 두 가지 상전이 온도 범위를 포함함을 특징으로 하는 

방법.

청구항 14.
제 8항에 있어서, 알코올을 포함하는 적혈구가 알코올의 일부 또는 전부 및 두 가지 상전이 온도 범위의 일부 또는 전

부를 포함하는 적혈구막을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 15.
제 8항에 있어서, 생성된 적혈구가 알코올의 일부 또는 전부의 제거 후에 세 가지 상전이 온도 범위의 일부 또는 전부

를 포함하는 적혈구막을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 16.
알코올을 지는 적혈구를 제공하고;

낮은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 군으로부터 선택되는 상전이 온도

범위를 지닌 적혈구를 생성시키도록, 적혈구로부터 알코올의 일부 또는 전부를 제거하고;

적혈구를 올리고사카라이드 용액에 배치하여 올리고사카라이드를 적혈구내로 로딩 (loading)시키는 것을 포함하여, 

올리고사카라이드를 적혈구내로 로딩하는 방법.

청구항 17.
제 16항에 있어서, 올리고사카라이드 용액이 상전이 온도 범위에 근접한 범 위의 온도를 포함함을 특징으로 하는 방

법.

청구항 18.
제 16항에 있어서, 올리고사카라이드가 적혈구내로 로딩되는 효율을 증가시키도록 올리고사카라이드 용액을 가열하

는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 19.
제 17항에 있어서, 올리고사카라이드가 적혈구내로 로딩되는 효율을 증가시키도록 올리고사카라이드 용액을 가열하

는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는 방법.
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청구항 20.
제 16항에 있어서, 올리고사카라이드가 적혈구내로 로딩되는 효율을 증가시키도록 올리고사카라이드 용액을 높은 상

전이 온도 범위의 온도로 가열하는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 21.
제 17항에 있어서, 올리고사카라이드가 적혈구내로 로딩되는 효율을 증가시키도록 올리고사카라이드 용액을 높은 상

전이 온도 범위의 온도로 가열하는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 22.
제 16항에 있어서, 지질상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 외부 올리고사카라이드를 흡수하

는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는 방 법.

청구항 23.
제 16항에 있어서, 낮은 상전이 온도 범위가 약 2℃ 보다 높음을 특징으로 하는 방법.

청구항 24.
제 16항에 있어서, 적혈구가 각각 낮은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 및 높은 상전이 온도 범위를 포함하는 적혈구

막을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 25.
제 16항에 있어서, 중간 상전이 온도 범위가 약 20℃ 보다 높음을 특징으로 하는 방법.

청구항 26.
제 16항에 있어서, 높은 상전이 온도 범위가 약 30℃ 보다 높음을 특징으로 하는 방법.

청구항 27.
제 16항에 있어서, 적혈구가 고정제을 포함하지 않음을 특징으로 하는 방법.

청구항 28.
제 16항에 있어서, 중간 상전이 온도 범위가 약 20℃ 보다 높고 약 30℃ 이하인 온도임을 특징으로 하는 방법.

청구항 29.
제 16항에 있어서, 높은 상전이 온도 범위가 약 30℃ 보다 높고 약 50℃ 이 하인 온도임을 특징으로 하는 방법.

청구항 30.
제 23항에 있어서, 낮은 상전이 온도 범위가 약 2℃ 보다 높고 약 20℃ 이하인 온도임을 특징으로 하는 방법.

청구항 31.
제 29항에 있어서, 높은 상전이 온도 범위가 약 30℃ 내지 약 40℃임을 특징으로 하는 방법.

청구항 32.
제 26항에 있어서, 높은 상전이 온도 범위가 약 32℃ 내지 약 38℃임을 특징으로 하는 방법.

청구항 33.
제 16항에 있어서, 올리고사카라이드가 트레할로스임을 특징으로 하는 방법.

청구항 34.
제 26항에 있어서, 올리고사카라이드가 트레할로스임을 특징으로 하는 방법.

청구항 35.
올리고사카라이드 용액으로부터의 올리고사카라이드가 내부에 로딩되어 있는 알코올 감소된 적혈구를 포함하는 적

혈구 조성물.

청구항 36.
제 36항에 있어서, 알코올 감소된 적혈구가 낮은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위

로 구성된 군으로부터 선택되는 온도 범 위의 온도에서 올리고사카라이드 용액으로부터 로딩된 올리고사카라이드를 
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포함함을 특징으로 하는 적혈구 조성물.

청구항 37.
포유류종으로부터 유래되며 알코올을 지닌 적혈구를 제공하고;

알코올을 적혈구로부터 제거하고;

적혈구를 방부제로 로딩시키고;

저장 후 재수화시에 적혈구 생존을 증가시키도록, 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수준 약 0.30 그램 이하로 적혈구 

내의 잔류 수분 함량을 유지시키면서 적혈구를 탈수시키고;

적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.30 그램 이하로 잔류 수분 함량을 지닌 탈수 적혈구를 저장하고;

탈수 및 저장으로부터 생존한 저장된 탈수 적혈구를 재수화시키는 것을 포함하여, 저장 후에 탈수 적혈구의 생존률을

증가시키는 방법.

청구항 38.
제 37항에 있어서, 방부제가 올리고사카라이드를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 39.
제 38항에 있어서, 알코올을 제거하는 것이 알코올의 일부 또는 전부를 제거하는 것을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 40.
제 37항에 있어서, 적혈구의 탈수 전에, 로딩된 적혈구를 이들의 빙점 미만의 온도로 냉각시키는 것을 추가로 포함함

을 특징으로 하는 방법.

청구항 41.
제 40항에 있어서, 적혈구를 탈수시키는 것이 냉각된 로딩된 적혈구를 동결건조시키는 것을 포함함을 특징으로 하는 

방법.

청구항 42.
제 40항에 있어서, 적혈구의 잔류 수분 함량이 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.00 그램 내지 적혈구 건조 

중량 그램 당 잔류 수분 약 0.30 그램임을 특징으로 하는 방법.

청구항 43.
포유류종으로부터 유래되며 알코올을 포함하는 적혈구를 제공하고;

세 가지 이상의 상전이 온도 범위를 지닌 적혈구를 생성시키도록 적혈구로부터 알코올의 일부 또는 전부를 제거하고;

세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에 근접하는 온도 범위의 온도에서 올리고사카라이드를 적혈구내로 로딩시켜서 로

딩된 적혈구를 생성시키는 것을 포함하여, 로딩된 적혈구를 제조하는 방법.

청구항 44.
제 43항에 있어서, 로딩이 올리고사카라이드 용액으로 로딩시키는 것을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 45.
제 44항에 있어서, 로딩이 지질상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 외부 올리고사카라이드를 

흡수하는 것을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 46.
제 43항에 있어서, 로딩이 세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에 근접한 온도 범위의 온도에서 적혈구를 올리고사카라

이드 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 47.
제 43항에 있어서, 로딩이 고정제없이 이루어짐을 특징으로 하는 방법.
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청구항 48.
제 43항에 있어서, 적혈구가 인간 적혈구임을 특징으로 하는 방법.

청구항 49.
제 43항의 방법에 따라 생성된 로딩된 적혈구.

청구항 50.
세 가지 상전이 온도 범위를 지닌 알코올 감소된 적혈구; 및 올리고사카라이드 용액으로부터 알코올 감소된 적혈구내

로 올리고사카라이드를 로딩시키기 위한 알코올 감소된 적혈구를 함유하는 올리고사카라이드 용액을 포함하는, 적혈

구를 로딩시키기 위한 용액.

청구항 51.
제 50항에 있어서, 외부 올리고사카라이드가 세 가지 상전이 온도 범위 중 하나에 근접한 온도 범위의 온도에서 지질

상 엔도사이토시스를 통해 올리고사카라이드 용액으로부터 흡수됨을 특징으로 하는 용액.

청구항 52.
제 50항에 있어서, 알코올 감소된 적혈구가 약 30℃ 내지 약 50℃ 미만의 온도에서 지질상 엔도사이토시스를 통해 

올리고사카라이드 용액으로부터 흡수된 올리고사카라이드를 포함함을 특징으로 하는 용액.

청구항 53.
동결건조 및 재수화 동안 생물학적 특성을 보존하도록 약 10mM 이상의 트레할로스가 효율적으로 내부에 로딩되어 

있는 동결건조된 알코올 감소된 적혈구를 포함하는 전반적으로 탈수된 조성물.

청구항 54.
제 53항에 있어서, 동결건조된 알코올 감소된 적혈구 내부에 로딩된 트레할로스의 양이 약 10mM 내지 약 200mM임

을 특징으로 하는 전반적으로 탈수된 조성물.

청구항 55.
제 53항에 있어서, 동결건조된 알코올 감소된 적혈구가 재수화시에 적혈구 생존을 증가시키도록, 적혈구 건조 중량 

그램 당 잔류 수분 약 0.30 그램 미만을 포함함을 특징으로 하는 전반적으로 탈수된 조성물.

청구항 56.
제 53항에 있어서, 지질상 유도된 엔도사이토시스를 통해 외부 트레할로스를 흡수하도록, 알코올 감소된 적혈구를 낮

은 상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범 위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 군으로부터 선택된 온도 범위의 온

도에서 인큐베이션시킴으로써 알코올 감소된 적혈구가 효율적으로 로딩됨을 특징으로 하는 전반적으로 탈수된 조성

물.

청구항 57.
제 53항에 있어서, 적혈구가 포유류종으로부터 선택됨을 특징으로 하는 전반적으로 탈수된 조성물.

청구항 58.
포유류종으로부터 유래되며 알코올을 포함하는 적혈구를 제공하고;

생물학적 특성을 보존하도록 적혈구를 약 10mM이 넘는 올리고사카라이드로 내부에 로딩시키며, 상기 로딩은 낮은 

상전이 온도 범위, 중간 상전이 온도 범위 및 높은 상전이 온도 범위로 구성된 군으로부터 선택된 온도 범위의 온도에

서 적혈구를 올리고사카라이드를 지닌 올리고사카라이드 용액과 인큐베이션시키는 것을 포함하고;

로딩된 적혈구를 이들의 빙점 미만으로 냉각시키고;

냉각된 적혈구를 동결건조시키는 것을 포함하여, 탈수 조성물을 제조하는 방법.

청구항 59.
제 58항에 있어서, 동결건조가 적혈구 건조 중량 그램 당 잔류 수분 약 0.3 그램 이하가 되도록 수행됨을 특징으로 하

는 방법.

청구항 60.
제 58항에 있어서, 약 80%를 초과하는 적혈구가 탈수 및 저장으로부터 생존함을 특징으로 하는 방법.
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청구항 61.
제 58항에 있어서, 적혈구를 예비수화시킨 후, 예비수화된 적혈구를 수화시키는 것을 추가로 포함함을 특징으로 하는

방법.
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