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명 세 서

청구범위

청구항 1 

수소 결합 주개(donor) 화합물 및 수소 결합 수용체 받개(acceptor) 화합물을 포함하는 동결보호제 및/또는 동

결보존제 조성물에 관한 것으로,

폴리올로서 글리세롤; 당으로서 트레할로스; 및 선택적으로 요소 및/또는 아미노산, 또는 요소 및 아미노산을

포함하는 수용액을 포함하는 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 글리세롤; 트레할로스; 및 선택적으로 요소 및/또는 아미노산, 또는 요소 및 아미노산을 포함

하는 수용액으로만 이루어지는 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 요소, 포도당, 프롤린 및 물을 포함하는 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는

동결보존제 조성물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 당:폴리올의 분자비가 1:0.5 - 1:40, 바람직하게는 1:7 - 1:30, 더

바람직하게는 1:10-1:20 사이인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 요소:폴리올의 분자비가 1:0.25 - 1:10, 바람직하게는 1:1 - 1:5,

더 바람직하게는 1:3-1:4 사이인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 요소:당의 분자비가 1:1 - 10:1, 바람직하게는 2:1 - 6:1, 더 바람

직하게는 3:1-4:1 사이인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 아미노산이 프롤린, 히스티딘, 글리신, 라이신, 트립토판, 아

스파르트산, 알라닌, 글루탐산, 류신, 아이소류신, 발린, 아스파라긴, 세린, 글루타민, 또는 이들의 혼합물로

이루어진 군으로부터 선택되고, 바람직하게는 프롤린인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조

성물.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 요소:폴리올:아미노산의 분자비가 1:1:0.25 - 3:3:1 사이인 것을 특

징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.
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청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 요소:당:아미노산의 분자비가 1:1:1 - 3:2:1 사이이고, 바람직하게

는 상기 요소:당:아미노산의 분자비가 1:1:1, 2:1:1, 3:1:1, 2:2:1, 3:2:1인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및

/또는 동결보존제 조성물.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 물을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존

제 조성물.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 요소:당:아미노산:물의 분자비가 1:1:1:1 - 2:1:1:4, 바람직하게는

1:1:1:2, 1:1:1:3, 1:1:1:4, 2:1:1:1, 2:1:1:3인 것을 특징으로 하는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 세포 생존력 또는 조직의 증강자(enhancer)로서의 동결보호제 및/

또는 동결보존제 조성물의 용도.

청구항 13 

제12항에 있어서, 세포 또는 조직이 최고 8℃에서 보존되는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물의 용도.

청구항 14 

제13항에 있어서, 세포 또는 조직이 최고 -4℃에서 보존되는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물의 용도.

청구항 15 

제14항에 있어서, 세포 또는 조직이 최고 -20℃에서 보존되는 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물의 용도.

청구항 16 

제15항에 있어서, 세포 또는 조직이 최고 -80℃, 바람직하게는 최고 -196℃에서 보존되는 동결보호제 및/또는

동결보존제 조성물의 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물, 방법 및 그의 용도에 관한 것이다. 이 조성물은 세포, 유기[0001]

체 및/또는 조직의 보존 및/또는 보호에 사용될 수 있다.

배 경 기 술
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세포의 동결 과정 중에 두 개의 주요 사건이 발생한다. 주위 압력에서 그리고 고속 냉각 속도로 0℃ 이하로 냉[0002]

각되었을 때, 물은 6각형 또는 입방 결정 형태의 얼음을 형성한다. 빙정의 형성은 세포막 및 세포소기관을 손상

시켜 세포 사멸을 야기할 수 있다. 저속 냉각은 결정 형성을 감소시키지만, 세포외 배지로 물의 삼투에 의해 야

기된 세포 탈수 및 수축의 영향을 증가시키고, 이 또한 세포막 및 세포소기관에 물리적 스트레스를 야기하여 마

찬가지로 세포 사멸을 일으킨다. 두 경우 모두 용질의 세포내 농도의 증가된 농도 또한 세포 사멸에 기여한다.

냉각 속도가 세포내 빙정 형성을 방지하기에 충분히 느리지만, 심각한 탈수 영향을 극복하기에 충분히 빠른, 최

적의 냉각 속도를 구할 수도 있다. 그러나 온혈의(온혈동물) 동물로부터의 장기 세포의 경우 이 냉각 속도 범위

를 찾는 것이 굉장히 어렵고 그리고 완전한 세포 생존력이 달성될 수 없다. 제어 냉각 속도에 의한 냉동보존은

원핵 유기체와 같은 특정한 경우에만 실행가능한 고비용 방법이다
3-5
.

수용액이 급속으로 냉각될 때 결정화가 방지되어, 그 결과 물은 유리전이 이하의 온도에서 유리고체로 유리화되[0003]

기 전에 준안정의 비결정 고체 상태가 된다. 동물 세포의 경우, 물 유리화를 달성하는데 필요한 냉각 속도는 실

현 가능하지 않고 그리고 동결보호제의 사용이 필수적이다. 이 조건에서는 세포가 빙정을 가지지 않은 것으로

여겨진다. 세포내 빙정의 방지는 세포 생존의 핵심이다
6
. 상이한 세포 및 조직은 냉각 속도 및 동결보호제에 다

르게 반응한다. 최고의 냉각 조건을 결정하는데에는 아직도 실험이 가장 효율적인 방법이다
7
. 동결보호제는 분자

량(고MW 또는 저MW) 또는 세포 내로의 침투 속도로 나뉘어질 수 있다: 빠르게 침투하는 에탄올, 에틸렌-글리콜

또는 메틸아세트아미드 또는 느리게 침투하는 글리세롤. 세포벽 및/또는 세포질막에 침투하지 않고 그리고 10

내지 40% 사이의 농도에서 세포외 동결보호를 제공하는, 모노-, 올리고 및 다당류와 같은 동결보호제, 단백질

및 바이오폴리머의 클래스(class) 또한 있다
1,4
.

가장 널리 사용되는 동결보존제인 DMSO 외에, 일부 보고서는 글리세롤 또는 1,2 디올-프로판과 같은 폴리알코올[0004]

(poly-alcohols)이  피부  또는  신경  조직과  같은  복합  세포  구조에  어느  정도  성공적으로  적용되었음을

나타낸다. 덱스트란 또는 트레할로스와 같은 비침투성 동결보호제 또한 복합 조직의 동결보호에 단독으로 또는

침투성 동결보호제와 조합으로 사용되었다. 트레할로스의 경우에는 침투성 동결보호제의 연합이 유익하다는 것

이 관찰되었다
3,7
.

비침투성 및 침투성 동결보호제의 작용 사이의 또 다른 중요한 차이는 염분 농도이다. 염만을 함유하는 용액에[0005]

서는 온도가 감소할수록 염분 농도가 급격하게 증가하겠지만, 반면에 동결보호제가 첨가된 용액에서는 용질 농

도가 동일한 방식으로 증가하겠지만 염분 농도가 더 낮을 것이다. 비침투성 동결보호제의 경우 오직 세포외 염

분 농도만이 영향받고 그리고 높은 용질 농도는 세포막에 삼투성 스트레스(osmotic stress)를 야기한다. 이는

침투성 동결보호제의 경우에는 그렇지 않다. 이 경우에는 물이 밖으로 확산되는 동안 동결 보호제가 세포 내로

확산되어 원래 세포 부피를 유지하고 그리고 삼투성 스트레스를 감소시킨다. 삼투성 스트레스 외에, 유리화 과

정에 필요한 고농도의 동결보호 제제가 낮은 물 화학 퍼텐셜 또는 화학 독성에 의한 손상을 야기할 수도 있다
4
.

살아있는 유기체가 극한 기온 폭(amplitudes)에서 생존하기 위해 발견한 전략은 상이한 생체 대사물의 조직된[0006]

생산에 의존한다.

악명 높은 광범위의 당, 폴리올 및 아미노산은 동물계에서 극한 기온차에 저항하기 위한 다중요소 시스템의 일[0007]

부인 것으로 입증되었다. 이 지식은 전세기의 동결보호제 용액 개발의 기반이었지만, 이 지식은 최근까지 깊은

공융 시스템(deep eutectic systems)과 연관되지 않았다.

천연 깊은 공융 용매(NADES)는 당, 아미노산, 유기산 또는 콜린 유도체와 같은, 2개 이상의 고형 또는 액형 구[0008]

성요소의 혼합물로 정의되고, 그의 개별 구성 성분들과 비교하여, 이는 특정한 조성물일 때 높은 녹는점 내림을

제시하여 상온 또는 거의 상온에서 액상이 된다
25
.

동결보존 연구는 계속 발전하고 있었지만 깊은 공융 용매 및 세포에서 자연적으로 발생하는 DES(NADES)의 더 구[0009]

체적인 역할의 더 최근의 이해가 더 효율적이고 자연 기반의 동결보존제의 개발을 위한 연구 기회의 창을 열어

주었다. 본질적으로 NADES는 수소 결합 주개 및 수소 결합 수용체 받개로 구성된다. NADES를 구성할 수 있는 상

이한 분자들의 배열은 10의 6승 까지의 조합까지로 추산된다.

천연 깊은 공융 시스템 기반의 새로운 동결보호 시스템이 설계되었고 그리고 세포의 동결보존에 대한 거동을 평[0010]

가하였다.
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이 사실들은 본 발명이 다루는 기술적인 문제를 실례를 사용하여 설명하기 위해 개시되었다.[0011]

발명의 내용

동결은 음식, 장기 그리고 심지어는 살아있는 유기체의 장기적인 보존을 위한 최고의 기법으로 여겨진다. 온도[0012]

가 떨어지면서 반응은 느려지고 그리고 미생물 활성은 최소로 감소된다. 보존에 있어서 선호되는 기법이지만,

동결보존은 여러 어려움을 제기한다. 물은 살아있는 유기체의 세포에서 가장 흔한 구성요소이고 그리고 온도가

떨어지고 물이 얼음으로 변하면 사는데 필수적인 구성요소가 유해하게 된다. 동결될 때의 물 결정화는 많은 경

우 해동시키는 것으로 회복될 수 없는 방식으로 세포를 파괴시켜 살아있는 유기체 또는 장기에 세포 사멸을 일

으킨다. 세포내 빙정의 수 및 크기를 제어하기 위한 특정한 동결 시간 변화도(gradient)를 사용하는 것 또는 물

의 무정형화(amorphization)를 촉진시켜 결정화 과정을 일부 또는 완전하게 방지하는 동결보호제를 사용하는 것

과 같은, 이러한 영향들을 최소화 시키는 여러 해결책이 있다. 더 복잡한 시스템을 위한 해결책은 동결보존제를

사용하는 것이지만, 때때로는 고농도의 동결보존제가 필요로 하게 되어 독성 문제를 일으킨다
1
. 동결보존제가 높

은 가치가 있는 시장이기는 하지만 그는 효율적인 해결책을 가지고 있지 않다. 산업에서의 이 기법의 실행의 예

시는 주로 해동되었을 때 많은 수의 세포 사멸이 허용 가능한 배아, 정자 및 줄기세포 보관에 있다
2
.

이러한 화합물들은 천연 깊은 공융 용매(NADES)로부터의 구성요소로 정의되었고 그리고 DMSO 및 다른 독성 동결[0013]

보호제의 사용을 피하는 동결보호 제제의 개발을 위한 대단한 잠재력을 제시한다.

동결보호제/동결보존제는 생체 조직, 세포 또는 유기체를 동결 손상으로부터 보호하기 위해 사용되는 물질이다.[0014]

본 발명은 다음의 이점을 갖는다:[0015]

천연 및 생체적합성 분자를 동결보존제로 사용함;[0016]

DMSO와 같은 독성 동결보호 제제를 사용하는 것을 피함;[0017]

보존 온도를 증가시킴(-196℃에서 8℃로); 바람직하게는 -50℃ 내지 -20℃ 사이;[0018]

세포, 조직 및/또는 장기의 보관을 허용;[0019]

보관 시간을 증가시킬 가능성.[0020]

한 구체예에서 본 발명의 조성물은 DMSO가 없는 동결보호제를 사용한다.[0021]

본 발명은 수소 결합 주개 화합물 및 수소 결합 수용체 받개 화합물을 포함하는 동결보호제 및/또는 동결보존제[0022]

조성물에 관한 것으로,

폴리올로서 글리세롤; 당으로서 트레할로스; 및 선택적으로 요소 및/또는 아미노산, 또는 요소 및 아미노산을[0023]

포함하는 수용액을 포함한다.

한 구체예에서 상기 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물은 글리세롤 및 트레할로스, 그리고 선택적으로 요소[0024]

및/또는 아미노산, 또는 요소 및 아미노산을 포함하는 수용액으로 이루어진다.

한 구체예에서 상기 조성물은 제2 당을 더 포함할 수 있고, 상기 제2 당은 단당류, 이당류, 또는 다당류일 수[0025]

있고, 특히 당은 포도당, 과당 또는 그의 혼합물로 이루어지는 목록으로부터 선택될 수 있다.

한 구체예에서 상기 조성물은 제1 폴리올을 더 포함할 수 있고, 상기 제2 폴리올은 글리세롤, 솔피톨, 만나톨,[0026]

또는 그의 혼합물로 이루어지는 목록으로부터 선택될 수 있다.

한 구체예에서 당:폴리올의 분자비는 1:0.5 - 1:40; 바람직하게는 1:7 - 1:30; 더 바람직하게는 1:10-1:20 사이[0027]

일 수 있다. 바람직하게는 상기 당이 트레할로스이고 상기 폴리올은 글리세롤이다.

한 구체예에서 요소:폴리올의 분자비는 1:0.25 - 1:10; 바람직하게는 1:1 - 1:5; 더 바람직하게는 1:3-1:4 사이[0028]

일 수 있다. 바람직하게는 상기 폴리올이 글리세롤이다.

한 구체예에서 요소:당의 분자비는 1:1 - 10:1; 바람직하게는 2:1 - 6:1; 더 바람직하게는 3:1-4:1 사이일 수[0029]

있다. 바람직하게는 상기 당이 트레할로스이다.

한 구체예에서 상기 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물이 아미노산을 더 포함할 수 있고, 특히 상기 아미노[0030]

산은  다음으로  이루어지는  목록으로부터  선택된다:  프롤린,  히스티딘,  글리신,  라이신,  트립토판,
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아스파르트산, 알라닌, 글루탐산, 류신, 아이소류신, 발린, 아스파라긴, 세린, 글루타민, 또는 그의 혼합물. 더

바람직하게는 프롤린이다.

한 구체예에서 요소:폴리올:아미노산의 분자비는 1:1:0.25 - 3:3:1 사이일 수 있다. 바람직하게는 상기 아미노[0031]

산이 프롤린이다.

한 구체예에서 요소:폴리올:아미노산의 분자비는 다음일 수 있다:[0032]

1:1:0.25, 1:1:0.5, 1:1:0.75, 1:1:1, [0033]

2:1:0.25, 2:1:0.5, 2:1:0.75, 2:1:1, [0034]

3:1:0.25, 3:1:0.5, 3:1:0.75, 3:1:1, [0035]

1:2:0.25, 1:2:0.5, 1:2:0.75, 1:2:1, [0036]

1:3:0.25, 1:3:0.5, 1:3:0.75, 1:3:1, [0037]

2:2:0.25, 2:2:0.5, 2:2:0.75, 2:2:1, [0038]

3:3:0.25, 3:3:0.5, 3:3:0.75, 3:3:1.[0039]

한 구체예에서 요소:당:아미노산의 분자비는 1:1:1 - 3:2:1 사이일 수 있다. 바람직하게는 상기 아미노산이 프[0040]

롤린이고 그리고/또는 상기 당이 트레할로스/포도당이다.

한 구체예에서 요소:당:아미노산의 분자비는 1:1:1, 2:1:1, 3:1:1, 2:2:1, 3:2:1일 수 있다. 바람직하게는 상기[0041]

아미노산이 프롤린이고 그리고/또는 상기 당이 트레할로스/포도당이다.

한 구체예에서 상기 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물은 물을 더 포함할 수 있다.[0042]

한 구체예에서 요소:당:아미노산:물의 분자비는 1:1:1:1 - 2:1:1:4; 바람직하게는 1:1:1:2, 1:1:1:3, 1:1:1:4,[0043]

2:1:1:1, 2:1:1:3일 수 있다. 바람직하게는 상기 아미노산이 프롤린이고 그리고/또는 상기 당이 트레할로스/포

도당이다.

한 구체예에서 요소:당:프롤린:물의 분자비는 1:1:1:1 - 1:1:1:4일 수 있다.[0044]

한 구체예에서 상기 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물은 세포 또는 조직의 보존을 위한 것일 수 있고, 상[0045]

기 세포 또는 조직은 최고 8℃, 바람직하게는 최고 -4℃, 바람직하게는 최고 -20℃, 바람직하게는 최고 -80℃,

바람직하게는 최고 -196℃에서 보존된다.

본 발명은 세포 생존력의 증강자(enhancer)로서 상기 동결보호제 및/또는 동결보존제 조성물의 용도에 관한 것[0046]

이기도 하다.

도면의 간단한 설명

다음의 도면들은 본 발명의 설명을 실례를 사용하여 설명하기 위한 바람직한 구체예를 제공하는 것으로, 본 발[0047]

명의 범위를 제한하는 것으로 보아서는 안 된다.

도 1: 순수 및 물의 상이한 혼합물 그리고 -90℃ 내지 40℃ 사이에서 1:30 분자비의 DES 트레할로스:글리세롤에

대해 10℃·min
-1
에서 얻은 서모그램(thermograms).

도 2: 상이한 농도의 천연 깊은 공융 시스템과 접촉하고 있을 때 세포 생존력.

도 3: 트레할로스:글리세롤 1:30 및 DMSO 시스템의 상이한 농도와 접촉하고 있을 때 세포 생존력. %는 바탕 용

액의 w/v; X:Y는 화합물의 분자비이다.

도 4: 상이한 시스템으로 동결보존한 후에 보존된 세포의 형태학적 관찰. 우측은 MTC 생존력 시험의 결과. %는

바탕 용액의 w/v; X:Y는 화합물의 분자비이다.

도 5: 상이한 경로, 생존-사멸(live-dead) 분석법, MTS 생존력 및 DNA 분석 후의 세포의 생존력. %는 바탕 용액

의 w/v; X:Y는 화합물의 분자비이다.

도 6: 해동 후(P0) 그리고 동결보호제로서 상이한 시스템 및 상이한 보관 온도를 사용한 제1 계대(passage)(P

1)에 대해 MTS 분석법으로 구한 세포 생존력.
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도 7: 글리세롤(A) 및 트레할로스(B) 시스템의 
1
H NMR 스펙트럼, 모든 공명이 기여되었다(attributed).

도 8: 트레할로스:글리세롤(1:30) 시스템의 
1
H NMR 스펙트럼, 모든 공명이 기여되었다.

도 9: 트레할로스:글리세롤(1:30) 시스템의 2D NMR(HMBC) 스펙트럼, 모든 공명이 기여되었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

한  구체예에서는  트레할로스-글리세롤(분자비  1:30;  D(+)  이수  트레할로스,  99%,  Sigma-Aldrich,  글리세롤,[0048]

99.9%, Sigma-Aldrich)을 포함하는 천연 깊은 공융 용액(NADES)이 투명한 액체가 형성될 때까지 교반하면서 70

℃로 가열하는 것으로 조제되었다.

한 구체예에서 NADES 샘플의 광학 특성화(optical characterization)는 라이카 디지털 카메라와 연결된 올림푸[0049]

스 투과 현미경을 사용하여 실온에서 편광 현미경법(polarized light microscopy: POM)으로 얻었다. 커버는 1-

2 방울의 NADES로 조제되었고 그리고 현미경에서 관찰되었다.

한 구체예에서는 시차 주사 열량분석법(DSC) 실험이 다음과 같이 실행되었다: 열량분석 실험은 TA Instruments[0050]

Inc.(Tzero  DSC  technology)의 Heat  Flow  T4P  옵션에서 작동하는 DSC  Q2000에서 실행되었다. 측정은 50  mL

min
-1
의 유속에서 무수의 순도가 높은 질소 하에서 실행되었다. DSC Tzero 보정은 -90 내지 200℃의 온도 범위에

서 실행되었다. 순수한 화합물 물, 트레할로스, 글리세롤 및 순수한 DES(물 첨가 없음)가 10℃/min의 속도로

-90 내지 100℃(순수의 경우 120℃) 사이의 냉각 및 가열 과정을 거쳤다. 이 샘플들은 Tzero(알루미늄) 팬에 수

분 증발을 허용하기 위한 핀홀을 가진 Tzero 밀폐 뚜껑으로 가두어졌다. DES와 물의 혼합물이 DSC로 분석되었을

때, -90℃ 내지 40℃ 사이의 냉각 과정이 마찬가지로 10℃/min의 속도로 실행되었지만, 이 경우 어느 물 손실이

라도 방지하기 위해 밀폐 팬에 핀홀이 없었다. 일부 샘플에서는 결과로 발생하는 물과 DES 혼합물의 열적 거동

에 미치는 영향을 보기 위해 주사 속도가 다양했다. 그 경우에서는 가열 주사 속도가 5℃/min 및 20℃/min이었

다.

한 구체예에서는 L929 세포주가 DMEM(Sigma, USA)에서 성장되었고, 10% 열비활성화 소태아 혈청(FBS, Biochron[0051]

AG, Germany) 및 1% 항생제-항진균제(antibiotic-antimycotic)(Gibco, USA)로 보충되었다. 세포는 5% CO2를 가

진 37℃의 가습된 분위기(humidified atmosphere)에서 배양되었다.

한 구체예에서는 조제된 시스템의 생존력이 세포와 직접적으로 접촉하는 방법(NADES와 세포 배양의 직접적인 접[0052]

촉)을 사용하여 측정되었다. 상기 세포는 총 1x10
4
 세포/웰로 24시간 동안 96웰에 시딩되었다(seeded). 24시간

후, 배지가 제거되었고 그리고 상이한 백분율, 특히 배양 배지에서 1%, 5%, 10% 및 20%의 NADES를 가진 추출물

이 첨가되었다. 이 추출물과 배양된 세포의 생존력은 24시간 그리고 72시간 뒤에 MTS 분석법으로 측정되었다.

한 구체예에서는 세포가 동결되고 해동되었는데, 구체적으로는 세포가 원심분리법(5분 동안 300rpm)으로 수집되[0053]

었고 그리고 FBS 및 동결보존제(DMSO 또는 Treh-Gly; FBS에서 5% 및 10% 동결보존제)를 가진 냉각 혼합물에 현

탁되었다. 세포 및 동결 배지는 동결튜브(cryotubes)(Nunc)에 분배되었고(1x10
6
 세포/1mL), 그리고 즉각 -20℃

의 냉동 박스(freezing box)(Mr.Frosty)에 2시간 동안 배치되었다. 나중에 그는 -80℃에 24시간 동안 배치되었

고 그러고는 동결튜브가 액체 질소 안에 놓였다. 상기 세포는 1, 2, 및 3개월 동안 냉동되었다. 대조군으로서

트레할로스 및 글리세롤이 단독으로 동일한 농도로 사용되었다.

한 구체예에서는 해동을 위하여 동결튜브가 약 1분 동안 37℃ 물중탕으로 빠르게 데워졌다. 원심분리 튜브에[0054]

5mL의  배양  배지가  첨가되었고  그리고  세포  현탁액이  이동되었다.  이  현탁액은  원심분리  되었고(5분  동안

300rpm, 21℃), 그리고 상청액이 제거되었다. 상기 세포는 신선한 배양 배지에 다시 현탁되었고 그리고 96웰 플

레이트에 시딩되었다.

한 구체예에서 MTS 세포 생존력 분석법은 다음과 같이 실시되었다: 동결보존제의 영향은 24시간 및 72시간 배양[0055]

한 뒤 MTS 분석법(Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, USA)으로 측정되

었다. 페인트 시간(time paint)에 세포가 PBS로 세척되었고 그리고 5:1 비율의 무혈청 세포 배양 배지 및 MTS

시약의 혼합물이 첨가되었고 그리고 5% CO2를 함유한 가습된 분위기에서 37℃에서 4시간 동안 배양되었다. 이

기간 다음,  각  웰의 100μL가 96웰 플레이트로 이동되었다.  흡광도는 마이크로플레이트 분광계(Synergy  HT,

Bio-TEK, USA)를 사용하여 490nm의 파장에서 측정되었다. 흡광도 결과로부터 맹검액(MTS 시약과 배양 배지 MT
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S)에서 얻은 흡광도를 뺐다.

한 구체예에서는 생존/사멸 세포 생존력 분석법(칼세인 AM/프로피듐 요오드화물(PI) 염색) (한 웰 당 n=5 샘[0056]

플)이  세포  생존력을 평가하기 위해 사용되었다.  세포는 DMEM  배지에 2μL  칼세인 AM(1mg  mL
-1
,  Molecular

Probes, Invitrogen, USA) 및 3μL PI(1mg mL
-1
, Molecular Probes, Invitrogen, USA)와 함께 그리고 차광되어

20분 동안 배양되었다. 상기 세포는 잔여 형광성을 제거하기 위해 PBS로 세척되었고 그리고 도립 현미경(Axio

Observer, ZEISS, Germany)으로 가시화(visualized)되었다.

한 구체예에서는 DAPI-팔로이딘 분석법 형태학적 특성화가 실행되었다. 세포는 45분 동안 10% 포르말린 용액으[0057]

로 고정되었다. 포르말린이 제거되고 PBS로 교체되었다. DAPI-팔로이딘 분석법을 위하여 4,6-디아미디노-2-페니

인돌, 디락테이트(DAPI, 20mg mL
-1
, BIOTOIUM, USA) 및 팔로이딘-테트라메틸로다민 B 이소티오시아네이트(팔로

이딘, 10mg mL
-1
, Sigma-Aldrich, USA)(각 웰 당 n=5 샘플, 3회 반복)가 사용되었다. 팔로이딘의 용액이 5μL의

팔로이딘 및 2μL의 DAPI에 1mL PBS로 조제되었고, 그리고 세포에 첨가되었고, 그리고 차광되어 45분 동안 실온

에서  배양되었다.  그런  다음  샘플은  PBS로  3회  세척되었고,  그리고  도립  현미경(Axio  Observer,  ZEISS,

Germany)으로 가시화되었다. 이미지는 슬라이드 사이에 4.5μm(10x) 및 2μm(20x)의 해상도로 Z스택 모드로 얻

었다.

한 구체예에서 그리고 DNA 정량화를 위하여 Quant-IT PicoGreen dsDNA 분석법 키트가 제조사의 설명서에 따라[0058]

사용되었다. 처음에 96웰 플레이트에서 세포는 삼투압 충격 및 열충격으로 용해되었고 그리고 분석법을 위해 상

청액이 수집되었다. 각 샘플 또는 표준 분석을 위해 3회 반복하여 실행되었다. 흡광도는 염료의 분광 성질에 따

라 485nm 및 528nm가 각자 여기 및 방출 파장을 사용하여 마이크로플레이트 판독기(Bio-TEK, USA)에서 판독되었

다. DNA 양을 계산하기 위하여 흡광도 값이 보정 곡선으로 조정되었다.

한 구체예에서는 새로운 NADES가 표 1에 실린 대사물의 조합에 근거하여, 하지만 이에 제한되지는 않고, 더 구[0059]

체적으로는 트레할로스, 포도당, 글리세롤에 더하여 다른 아미노산, 폴리알코올 및 당 기반으로 개발되었다. 

표 1

구성요소 1[0060] 구성요소2 구성요소 3 구성요소 4

트레할로스 - - -

트레할로스 포도당 폴리올(솔비톨 및 만니톨) -

글리세롤 - - -

트레할로스 - - -

트레할로스 포도당 아미노산(글리신,  라이신  및
트립토판)

-

트레할로스 글리세롤 프롤린 -

트레할로스 다른 당(과당 및 포도당) 폴리올(솔비톨 및 만니톨) 아미노산(알라닌)

글리세롤 폴리올(솔비톨) 트레할로스 -

트레할로스 폴리올(솔비톨 및 만니톨) - -

포도당 아미노산(프롤린, 글루타민 및
알라닌)

- -

포도당 - - -

요소 포도당 - -

요소 포도당 아미노산(아스파르트산, 알라
닌,  글루탐산,  류신,  아이소
류신,  발린,  아스파라긴,  세
린)

-

표 1. NADES의 형성에 사용될 수 있는 천연 대사물의 가능한 조합의 목록[0061]

한 구체예에서는 이 작업에서 상이한 분자비를 가진 상이한 조합이 생산되었다(표 2).[0062]

표 2

구성요소 1[0063] 구성요소 2 구성요소 3 구성요소 4 분자비

요소 포도당 H2O - (1:1:1)
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요소 포도당 H2O - (1:2:2)

요소 포도당 - - (2:1)

요소 포도당 - - (3:1)

요소 포도당 - - (4:1)

요소 포도당 - - (5:1)

요소 포도당 - - (6:1)

요소 포도당 H2O - (6:1:6)

요소 포도당 H2O - (1:1:4)

요소 포도당 H2O - (1:1:3)

요소 포도당 H2O - (2:1:3)

요소 포도당 H2O - (2:1:2)

요소 포도당 H2O - (2:1:1)

요소 포도당 H2O - (1:1:5)

요소 포도당 프롤린 H2O (1:1:1:3)

요소 포도당 프롤린 H2O (1:1:1:4)

요소 포도당 프롤린 H2O (2:1:1:1)

요소 포도당 프롤린 - (3:1:1)

요소 포도당 프롤린 - (2:2:1)

트레할로스 글리세롤 - - (1:1)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:1:5)

트레할로스 글리세롤 - - (2:1)

트레할로스 글리세롤 H2O - (2:1:4)

트레할로스 글리세롤 - - (1:2)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:2:4)

트레할로스 글리세롤 - - (1:7)

트레할로스 글리세롤 - - (1:8)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:8:10)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:5:10)

트레할로스 글리세롤 - - (1:9)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:9:4)

트레할로스 글리세롤 - - (1:3)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:3:5)

트레할로스 글리세롤 - - (3:1)

트레할로스 글리세롤 H2O - (3:1:6)

트레할로스 글리세롤 - - (1:20)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:20:10)

트레할로스 글리세롤 - - (1:21:6)

트레할로스 글리세롤 - - (1:22)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:22:4)

트레할로스 글리세롤 - - (1:23)

트레할로스 글리세롤 H2O - (1:23:10)

트레할로스 글리세롤 - - (1:25)

트레할로스 글리세롤 - - (1:30)

트레할로스 글리세롤 프롤린 H2O (1:5:1:2)

트레할로스 글리세롤 프롤린 H2O (1:5:1:2)

요소 글리세롤 - - (1:1)

요소 글리세롤 - - (2:1)

요소 글리세롤 - - (1:2)

요소 글리세롤 - - (1:3)
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요소 글리세롤 - - (1:4)

요소 글리세롤 프롤린 - (1:2:1)

요소 글리세롤 히스티딘 - (1:2:1)

요소 글리세롤 히스티딘 - (1:2:0.5)

요소 글리세롤 히스티딘 - (1:2:0.25)

트레할로스 만니톨 - - (1:1)

트레할로스 만니톨 H2O - (1:1:4)

트레할로스 만니톨 - - (1:2)

트레할로스 만니톨 - - (2:1)

트레할로스 만니톨 - - (1:6)

트레할로스 만니톨 H2O - (1:6:6)

트레할로스 만니톨 - - (3:1)

트레할로스 만니톨 - - (4:1)

트레할로스 만니톨 - - (1:11)

트레할로스 만니톨 - - (1:22)

표 2. 상이한 시스템의 목록[0064]

한 구체예에서는 실온 이하 또는 그에 근접한 융해 온도(melting temperature)를 제시하는 것들에 있어서 새로[0065]

운  NADES의  예비(preliminary)  생존력을  구하기  위하여,  상이한  조성물에서  물이  NADES와  혼합될  것이다.

NADES/물 시스템의 열적 특성화는 시차 주사 열량분석법(DSC)을 통해 실행될 것이다.

한 구체예에서는 유리화 및/또는 융해 온도의 상당한 감소의 형성에 요구되는 NADES의 최소 농도가 연구되었다.[0066]

냉각-가열 사이클에서 발생하는 위상 전이의 이해는 동결보존제로서의 시스템의 평가에 대단히 중요하다. 결정

화는 동적 현상이고, 그러므로 융용 온도의 상당한 감소가 발생하는지 또는 결정화 현상을 완전히 피하여 유리

전이 온도에서만 관찰되는지, 즉 물의 완전한 유리화가 달성되는지를 알아내기 위하여, 상이한 냉각 및 가열 속

도가 -120℃ 내지 40℃ 내에서 시험되었다. 그에 더하여, 한 기간 동안 무정형의 물질을 저온으로 유지하는 것

으로(가열 냉각), 결정의 형성이 촉진될 수 있다.

한 구체예에서 그리고 물에서 DES 트레할로스:글리세롤(1:30)의 영향을 평가하기 위해, 상이한 백분율의 물 및[0067]

DES(10wt% 간격으로)를 가진 여러 혼합물이 조제되었다. 이 DES의 물 결정화를 방지하는 잠재력을 보기 위하여,

이 혼합물 각각의 열적 거동이 DCS로 분석되었다. 도 1은 순수의 서모그램 및 조제된 DES의 서모그램을 도시한

다. DES 서모그램에 있어서는, 적어도 DSC 탐지 한계까지는, 열적 사건이 발생하지 않는다는 것이 관찰되었다.

특정 양의 트레할로스:글리세롤이 물에 첨가되었을 때, 그의 열적 거동이 영향을 받고, 그리고 변화는 상기 혼

합물에 있는 트레할로스:글리세롤의 양에 따라 결정된다. 60wt% 이상의 트레할로스:글리세롤 가진 샘플에 있어

서, 서모그램에서 열적 사건이 관찰되지 않았고, 이는 혼합물이 물 결정이 존재한다는 증거가 없는, 무정형 물

질로서 거동한다는 것을 의미한다. H2O 및 40:60의 wt% 비율의 트레할로스:글리세롤이 혼합되었을 때, 냉결정화

피크(peak) 및 융해 피크가 DSC에서 관찰되었지만(도 1), 여전히 결정화 피크는 관찰되지 않았다. 더 많은 양의

물(50 내지 90wt%)에서는 융해 피크가 항상 관찰되었다. 이 피크로부터 상기 피크의 시작으로 정의되는 융해 온

도(Tm)가 계산될 수 있고, 그리고 상기 피크 아래의 면적으로부터 융해 엔탈피 변화(ΔHm)를 구할 수 있다.

한 구체예에서는 물 융해 온도의 상당한 감소를 보이거나 또는 완전히 유리화되는 NADES/물 혼합물에 있어서 독[0068]

성 시험이 실행되었다. NADES 구성요소는 인체에서 자연적으로 발생하는 것이고 독성 문제가 생기지 않아야 하

지만, NADES를 형성하기 위한 두 가지 구성요소 사이의 상호작용이 사전에 알려지지 않은 독성을 야기할 수도

있다. 선택된 NADES가 실제로 동결보존제로 사용될 수 있다는 것을 보장하기 위해서는 그가 조직에 어느 유의한

독성도 제시하지 않는다는 것이 가장 중요하다. NADES의 독성을 계산하기 위하여, NADES/물 혼합물의 세포독성

이 다음의 ISO 가이드라인을 따라 평가되었다. 흡광도를 사용하여 상이한 농도에 대해 일부분의 세포독성이 평

가되어 세포 생존력을 구했다. 도 2는 시험된 상이한 시스템에 실행된 생존력 시험의 결과를 도시한다.

한 구체예에서는 동결보호 제제로 사용되는 황금 기준(gold standard) DMSO와 비교했을 때, 제제의 독성 프로파[0069]

일(toxicity  profile)에서의 차이가 현저하다(도 3).  시스템 Treh:Gly(1:30)은 10wt%의 농도까지는 37℃에서

세포와 접촉하는 좋은 생존력 결과를 제시한다. DMSO와 접촉하는 세포는 1 또는 5%와 같은 낮은 농도에서조차

굉장히 낮은 생존력을 제시하고 그리고 배양 배지에서 DMSO의 농도를 10% 및 20%로 증가시키는 것은 세포 사멸

공개특허 10-2020-0035915

- 11 -



로 이어진다.

한 구체예에서는 동결보존제로서 NADES의 성능의 시험관내 생체 평가가 L929 세포주를 사용하여 평가되었다. 앞[0070]

서 언급된 바와 같이 동결보존은 삼투성 스트레스와 연관된 저온 손상(chilling injury)을 야기할 수 있고, 그

러므로 개발된 NADES 제제와 접촉하고 있을 때 세포 삼투 내성 및 막 완전성이 연구되어야 한다.

한 구체예에서는 동결보존된 세포가 상이한 기간(1, 2 및 3 개월) 동안 -20℃, -80℃ 및 -196℃에서 그리고 상[0071]

이한 시스템의 상이한 농도에서, 항상 대조군으로 사용된 DMSO와 비교해 보면서, 보관되어 유지되었다. 해동 과

정 후 상기 세포는 현미경법으로 평가되었다.  이는 상이한 세포 유형 및 보관 조건에 대해 동결보존제로서

NADES의 영향에 대한 증거를 제공할 것이다.

한 구체예에서 그리고 다른 구체예에 추가적으로, 세포 생존력을 평가하고 그리고 해동 후 세포막의 완전성을[0072]

확인하기 위해 생존-사멸 분석법 및 Dapi-팔로이딘 시험이 실행되었다. 도 4는 형태학적 분석 및 세포 생존력에

대한 제1 시험을 도시한다. 이미지로부터 관찰될 수 있는 바와 같이 10% DMSO를 가진 세포 그리고 트레할로스:

글리세롤(1:30)을 가진 세포의 동결보존이 유사한 반응을 가졌다. 다른 한편으로는, 트레할로스 또는 글리세롤

만 단독으로 사용했을 때는 세포 생존력이 다소 저하된다.

한 구체예에서는 MTS 생존력 시험이 이 결과들을 확인시켜준다. 이런 이유로 실제로 구성요소 단독과 비교했을[0073]

때 시스템 트레할로스:글리세롤의 존재로 인한 상승 효과가 있다.

한 구체예에서는 두 시스템 사이에 세포의 형태학이 유사하고 그리고 계대 사이에 차이 또한 없다. DAPI-팔로이[0074]

딘은 세포막의 완전성 및 배양 후 세포의 길쭉한 형태를 보여준다.

한 구체예에서는 상이한 시스템이 상이한 보관 온도, 특히 -196℃, -80℃ 및 -20℃ 하에서 시험되었다. 도 6에[0075]

서 볼 수 있는 바와 같이, 세포를 보존하고 그리고 -80℃에서 그의 생존력을 유지하는 것이 가능하다. 상이한

시스템이 시험되었고 그리고 DMSO에 필적하는 결과를 얻었다.

한 구체예에서는, 놀랍게도 시스템 요소:포도당:프롤린:H2O(1:1:1:2)가 동결보호제로 사용되었을 때 세포 생존[0076]

력을 저해시키지 않고도 세포가 -20℃에서 적어도 1개월 동안 보관될 수 있고, 그리고 뿐만 아니라 연구된 다른

시스템에서 일어난 것과는 달리 다시 플레이트되고 성장(P1)될 수 있다.

핵자기 공명(NMR) 분광학이 NADES에 수소 결합이 존재한다는 것을 입증하기 위해 사용되었다. 이 연구에서는 
1
H[0077]

NMR이  Treh:Gly(1:30)(도  8),  Treh(도  7b)  및  Gly(도  7a)에  적용되었고  그리고  2D  NMR(HMBC)이

Treh:Gly(1:30)(도 9)에 적용되었다. Treh:Gly(1:30)에서 Treh와 Gly 사이에 있는 수소 결합의 존재를 관찰하

는 것이 가능하여, 이가 공융 혼합물이라는 것을 입증한다.

본 명세서는 어느 방식으로도 기술된 구체예에 제한되는 것으로 보아서는 안 되고 그리고 당업계의 숙련자라면[0078]

그의 많은 가능한 변경을 내다볼 수 있을 것이다.

상기에 기술된 구체예들은 조합 가능하다.[0079]

하기의 청구항은 본 발명의 특정한 구체예를 더 제시한다.[0080]
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