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리거나  또는  기능  장애가  있는  장기의  건강한  조직으로부터의  세포를  생착시키는  것을  포함한다.   이러한

식으로, 상기 이식편은, 세포의 이식이 성공적으로 생착되고, 확장되어 질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는

기관의 부분 또는 전체를 재건(rebuild)하도록 하는 최소개의 성분을 갖는 본래의 미세 환경의 복잡성을 모방한

다.  질병 모델을 확립하기 위해 조직 이식 방법을 사용하는 경우에는, 질병에 걸린 세포는 생체 적합 물질 및

실험 호스트에 이식될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 상태의 피험체의 간에, 간 세포를 생착하기 위한 혼합물로서, 상기 혼

합물은,

간 세포 및 하나 이상의 생체 적합 물질을 포함하고,

상기 간 세포는 하나 이상의 간 줄기세포 또는 전구세포 및 이들의 하나 이상의 간충직 세포 파트너의 하나 이

상의 조합을 포함하며,

상기 하나 이상의 생체 적합 물질 중 적어도 하나는 티올-변형된 카르복시메틸 HA (CMHA-S)로부터 유도되고, 

상기 혼합물은, CMHA-S, 폴리(에틸렌글리콜)-디아크릴레이트 (PEG-DA) 및  간 세포를 혼합한 다음 PEG-DA로 가

교결합시킴으로써, 피험체에 생착될, 간 세포를 함유하는 하이드로겔로서 제조된 것이고, 이 때 CMHA-S의 농도

는 CMHA-S 및 PEG-DA의 총합을 기준으로 하여 0.8% 내지 1.6%(w/v)의 범위 이내이고, PEG-DA의 농도는 CMHA-S

및 PEG-DA의 총합을 기준으로 하여 0.4% 내지 1.6%(w/v)의 범위 이내이며, 상기 하이드로겔은 25 내지 520 Pa

범위의 전단 탄성계수를 가지고,

상기 혼합물은 상기 피험체 상에(onto) 또는 피험체 내에(into) 도입되는 것으로, 도입된 간 세포의 적어도 일

부분은 생체 내에서(in vivo) 간의 적어도 일부 상에 또는 적어도 일부 내에 자리하게 되어 간 조직에 통합되는

것인, 혼합물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 하나 이상의 간충직 세포 파트너는, 하나 이상의 혈관모세포, 간장 성 상세포 전구체(hepatic stellate

cell precursors), 성상세포, 기질 세포, 근섬유아세포, 내피 세포 전구체 및 내피 세포로부터 선택되는 것인,

혼합물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 혼합물은 기본 배지, 영양 배지, 지질, 신호 분자, 세포 외 기질 성분 또는 이들의 조합을 더 포함하는,

혼합물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 신호 분자는, 하나 이상의 사이토카인, 섬유아세포 성장 촉진 인자(fibroblast growth factors, FGFs),

기질 세포 유래 성장 인자(stromal cell-derived  growth  gactors,  SGFs),  표피 생장 인자(epidermal growth

factor, EGFs), 혈관내피세포 생장 인자(vascular endothelial cell growth factors, VEGFs), 인슐린 유사 성

장  인자  I(IGF  I),  인슐린  유사  성장  인자  II  (IGF-II),  온코스타틴-M(oncostatin-M),  백혈병  억제인자

(leukemia inhibitory factor, LIF), 인터루킨, TGF-β(transforming growth factor-β), 트랜스페린, 인슐린,
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트리-요오드티로닌(T3), 티록신(T4), 글루카곤, 글루코코르티코이드, 성장 호르몬(GH), 에스트로겐, 안드로겐,

및 이들의 조합을 포함하는 것인, 혼합물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 간 세포는 무혈청 배지에서 배양되는 것인, 혼합물.

청구항 7 

제6항에 있어서,

상기 무혈청 배지는 인슐린, 트랜스페린, 지질, 칼슘, 아연 및 셀레늄을 포함하는, 혼합물.

청구항 8 

제6항에 있어서,

상기 무혈청 배지는 쿠보타 배지를 포함하는, 혼합물.

청구항 9 

제1항에 있어서,

상기 간 세포의 적어도 일부분은 공여자로부터 얻어지는 것인, 혼합물.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 공여자는 비-자가(non-autologous) 공여자인, 혼합물.

청구항 11 

제9항에 있어서,

상기 공여자는 자가(autologous) 공여자인, 혼합물,

청구항 12 

제9항에 있어서,

상기 공여자는 태아, 신생아, 어린이 또는 성인인, 혼합물.

청구항 13 

제1항에 있어서,
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상기 혼합물은 주사, 생분해성 커버링(covering) 또는 스펀지를 통해 도입되는, 혼합물.

청구항 14 

제13항에 있어서,

상기 생분해성 커버링은 패치를 형성하는 것인, 혼합물.

청구항 15 

질병에 걸리거나 기능 장애가 있는 간의 표면 상에, 간 내부의 부분에, 또는 이들 모두에 간 세포를 로컬라이징

하기 위한 혼합물로서,

상기 혼합물은 간 세포 및 하나 이상의 생체 적합 물질을 포함하고,

상기 간 세포는 하나 이상의 간 줄기세포 또는 전구세포 및 이들의 하나 이상의 간충직 세포 파트너의 하나 이

상의 조합을 포함하며,

상기 하나 이상의 생체 적합 물질 중 적어도 하나는 티올-변형된 카르복시메틸 HA (CMHA-S)로부터 유도되고, 

상기 혼합물은, CMHA-S, 폴리(에틸렌글리콜)-디아크릴레이트 (PEG-DA) 및  간 세포를 혼합한 다음 PEG-DA로 가

교결합시킴으로써, 피험체에 생착될, 간 세포를 함유하는 하이드로겔로서 제조된 것이고, 이 때 CMHA-S의 농도

는 CMHA-S 및 PEG-DA의 총합을 기준으로 하여 0.8% 내지 1.6%(w/v)의 범위 이내이고, PEG-DA의 농도는 CMHA-S

및 PEG-DA의 총합을 기준으로 하여 0.4% 내지 1.6%(w/v)의 범위 이내이며, 상기 하이드로겔은 25 내지 520 Pa

범위의 전단 탄성계수를 가지고,

상기 하나 이상의 생체 적합 물질은, 상기 간 세포를 포함하는 하이드로겔을 상기 질병에 걸리거나 기능 장애가

있는 간의 표면 상에, 간 내부의 부분에, 또는 이들 모두에 형성할 수 있는 것이어서 상기 간 세포가 간 조직에

통합되는 것인, 혼합물.

청구항 16 

제15항에 있어서,

상기 간 세포는 종양 세포, 암세포 또는 질병이 있는 세포가 아닌, 혼합물.

청구항 17 

삭제

청구항 18 

제15항에 있어서,

상기 하나 이상의 간충직 세포 파트너는, 하나 이상의 혈관모세포, 간장 성 상세포 전구체, 성상세포, 기질 세

포, 근섬유아세포, 내피 세포 전구체 및 내피 세포로부터 선택되는 것인, 혼합물.

청구항 19 

제15항에 있어서,

상기 하이드로겔은 25 내지 165 kPa 범위의 전단 탄성계수(shear modulus)을 갖는 것인, 혼합물.
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청구항 20 

삭제

청구항 21 

제15항에 있어서,

상기 혼합물은 간 표면 상에 형성된 포켓 내로 도입되는, 혼합물.

청구항 22 

제21항에 있어서,

상기 포켓은 장막, 거미줄, 곤충 실크 또는 이들의 조합으로 제조된 것인, 혼합물.

청구항 23 

제15항에 있어서,

상기 하이드로겔은 제자리에서(in situ) 형성되는 것인, 혼합물.

청구항 24 

제15항에 있어서,

상기 하이드로겔은, 상기 혼합물이 질병에 걸리거나 기능 장애가 있는 간의 표면 상에, 간 내부의 부분 내에,

또는 이들 모두에 도입되기 전에 형성되는 것인, 혼합물.

발명의 설명

기 술 분 야

(관련 출원의 상호 참조)[0001]

본 출원은 2010년 5월 7일에 출원된 미국 가출원 61/332,441로부터 우선권을 주장하고, 이 내용은 전체가 참조[0002]

로서 인용된다.

본 발명은 일반적으로 조직 생착의 분야에 관한 것이다.  더욱 구체적으로, 본 발명은 세포의 생착 방법 및 조[0004]

성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

세포 이식 요법의 최근 방법은, 조혈 요법 후에 만들어진 전략인, 혈관 경로를 통해 공여 세포를 호스트로 도입[0005]

하는 것이다.  그러나, 조혈 세포는 서스펜션에서 진화되고, 특정 표적 조직에 귀소하는 것을 돕는 내재된 특성

을 갖기 때문에, 조혈 세포 요법은 상대적으로 쉽게 행해진다.  따라서, 조혈 세포 소집단의 이식에 대한 수많

은 연구는 고형 기관, 예컨대 피부 또는 내부 장기 (예컨대, 간, 폐, 심장)로부터의 세포 이식과 거의 관련이

없었다.  사실, 고형 기관으로부터의 세포가 혈관 경로를 통해 이식되는 경우, 비효율적인 생착, 세포의 낮은

생존율, 및 생명을 위협하는 색전의 형성되는 경향 때문에 이러한 효과는 약화된다.  이런 이유로, 이식에 대한

다른 접근이 시도된다 해도 그럴 것이기 때문에, 대부분의 고형 기관의 질병은 여전히 성공적으로 치료되지 못

한다.

따라서, 본 발명은 이용 가능한 다양한 방법을 사용하여 프로토콜을 이식함으로써 고형 기관으로부터 세포를 이[0006]

식하는 방법을 나타낸다.        
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발명의 내용

해결하려는 과제

과제의 해결 수단

본 발명의 일 실시형태에 있어서, 질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 상태의 장기를 갖는 피험체에, 장기[0008]

의 세포를 생착시키는 방법이 제공된다.  상기 방법은 (a) 공여체로부터 장기의 분리된 세포를 얻는 단계; (b)

상기 세포를 세포외 매트릭스 성분으로 이루어진 생체 적합 물질에 임베딩하고, 임의적으로 영양 성분 및/또는

신호 분자 (성장 인자, 사이토킨, 호르몬)을 혼합하는 단계, 및 c) 상기 세포를 표적 장기에 도입하고, 세포의

혼합물 및 생체 적합 물질을 생체 내에서 장기 내부 또는 장기 표면 또는 둘다에서 겔화하거나 고형화하는 단계

를 포함한다.  상기 장기는 간, 담도계(biliary tree), 췌장, 폐, 장, 갑상선, 전립선, 유방, 자궁, 또는 심장

일  수  있다.   적합한  신호  분자는  성장  인자  및  사이토킨이고,  예컨대  표피  생장  인자(epidermal  growth

factor, EGF), 간세포 생장 인자(hepatocyte growth factor, HGF), 기질 세포-유래 성장 인자(stromal cell-

derived growth factor, SGF), 레티노이드 (예컨대, 비타민 A), 섬유아세포 성장 촉진 인자(fibroblast growth

factor) (FGF, 예컨대 FGF2, FGF10), 혈관 내피 성장 인자(vascular endothelial cell growth factor, VEGF),

인슐린 유사 성장 인자(insulin like growth factor) I (IGF-I), 인슐린 유사 성장 인자 II (IGF-II), 온코스

타틴-M(oncostatin-M), 백혈병 억제 인자(leukemia inhibitory factor, LIF), 트랜스페린, 인슐린, 글루코코르

티코이드, (예컨대 하이드로코르티손), 성장 호르몬, 임의의 뇌하수체 호르몬(예컨대, 여포자극호르몬 (FSH)),

에스트로겐, 안드로겐, 및 갑상선 호르몬 (예컨대, T3 또는 T4)을 포함할 수 있다.

질병에  걸리거나  또는  기능  장애가  있는  장기를  치료하기  위해서,  세포의  공여체는  수여자(동족이식편,[0009]

allograft)가 제외될 수 있고, 또는 질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 상태의 장기를 갖는 피험체(자가조

직, autologous)일 수 있지만, 단 질병에 걸리지 않거나 또는 기능 장애가 없는 부분으로부터 정상 세포가 얻어

진다.  질병을 연구하기 위한 모델 시스템을 확립하기 위해서, 공여체 세포는 질병을 갖고, 실험 호스트의 정상

조직에 이식될 것일 수 있다.

세포는  줄기  세포,  성숙  세포,  혈관모세포(mature  cells),  내피  조직(angioblasts),  중간엽  줄기  세포[0011]

(mesenchymal stem cells)(임의의 소스로부터, from any source), 성세포, 섬유아세포(fibroblasts) 또는 이들

의 혼합물을 포함할 수 있다.  또한, 생체 적합 물질은 콜라겐, 접합 분자(adhesion molecule)(라미닌, 피브로

넥틴,  니도겐(nidogen)),  엘라스틴,  프로테오글리칸(proteoglycan),  히알루로난(hyaluronan),  글리코사미노글

리칸 쇄, 키토산, 알지네이트, 및 합성 생분해성 및 생체 적합성 폴리머를 포함할 수 있다.  히알루로난은 바람

직한 물질 중 하나이다.

상기 장기의 분리된 세포는, 호스트에 세포를 도입하기 전에 생체 적합 물질 내, 생체 밖에서(ex vivo) 고형화[0013]

될 수 있고, 또는 대안으로, 유동체(fluid substance)로서 주사되고 생체 내에서(in vivo) 고형화될 수 있다.

바람직하게는, 세포는 질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 조직에 또는 부근에 도입되고, 주사, 생분해성

커버링(biodegradable covering), 또는 스펀지를 통해 도입될 수 있다.

본 발명의 다른 실시형태에 있어서, 질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 상태의 장기로부터 고통 받는 피험[0015]

체의 장기 조직을 치료하는 방법이 제공된다.  상기 방법은 (a) 공여체로부터 장기의 정상 세포의 현탁액을 얻

는 단계; (b) 상기 세포와 하나 이상의 생체 적합 물질을 혼합하는 단계; (c) 임의적으로, 상기 세포 현탁액과

신호 분자(성장 인자, 사이토킨), 추가적인 세포, 또는 이들의 조합을 혼합하는 단계; (d) 피험체에게 (b)의 혼

합물을 도입하는 단계로, 상기 혼합물은 불용성이되고, 생체 내 장기 상에 또는 내부에 이식편을 형성하는, 도

입 단계를 포함한다(wherein the mixture becomes insoluble and forms a graft onto or into the internal

organ in vivo).

본 발명의 또 다른 실시형태에 있어서, 장기의 세포를 표적 장기의 표면 상에, 내부 부분에, 또는 둘다에 로컬[0016]

라이징하는 방법이 제공되고, 상기 방법은 하나 이상의 하이드로겔-형성 전구체의 용액 및 장기의 세포를 포함

하는 제제를, 유효량의 가교제의 존재 하에, 생체 내 표적 장기의 표면 상에, 내부 부분에 또는 둘다에 도입하

는 단계를 포함하고, 제제는 표적 장기의 표면 상에, 내부 부분에 또는 둘다에 있는 세포를 포함하는 하이드로

겔을 형성한다.  상기 혼합물은 영양 배지, 세포외 매트릭스 분자, 및 신호 분자를 더 포함할 수 있다.  고형화

된 혼합물, 예컨대 하이드로겔은 표적 장기의 표면, 내부 또는 둘다에 이식편(graft)을 제공한다.

등록특허 10-2289168

- 7 -



상기 세포는 간, 췌장, 담도계, 폐, 갑상선, 장, 유방, 전립선, 자궁, 뼈, 또는 신장일 수 있는 표적 장기의 표[0017]

면 상에/내부에 적어도 12시간, 적어도 24시간, 적어도 약 48시간 또는 적어도 약 72시간 동안 로컬라이즈될 수

있다.  환자의 치료에 있어서, 장기의 공여체 세포는 질병에 걸린 세포(예컨대 종양 또는 암세포)가 아니어야

한다.  그러나, 질병에 걸린 세포는 질병의 실험 모델 시스템을 확립하려고 하는 경우에 이식편에 고려될 수 있

다.

하이드로겔, 또는 병행 불용성 복합체(parallel insoluble complex)를 형성할 수 있는 생체 적합 물질은 글리코[0018]

사미노글리칸(glycosaminoglycan), 프로테오글리칸(proteoglycan), 콜라겐, 라미닌, 니도겐, 히알루로난, 티올

-변형된 소듐 히알루로네이트(thiol-modified sodium hyaluronate), 이들의 변질된 형태(예컨대, 젤라틴), 또

는 이들의 조합을 포함할 수 있다.  고형화의 트리거(trigger)는 겔화될 수 있는 것의 겔화 또는 매트릭스 성분

의 가교를 이끌어내는 임의의 요소일 수 있다.  가교제는 폴리에틸렌글리콜 디아크릴레이트 또는 이들의 디설파

이드-함유  유도체를  포함할  수  있다.   바람직하게는,  세포  및  생체  적합  물질의  불용성  복합체는  점도

(viscosity)가 약 0.1 내지 약 100 kPa, 바람직하게는 약 1 내지 약 10 kPa, 더욱 바람직하게는 약 2 내지 약

4 kPa이고, 가장 바람직하게는 강도(stiffness)가 약 11 내지 약 3500 Pa이다.

본 발명의 또 다른 실시형태에 있어서, (a)  분리된 세포를 얻는 단계; (b)  상기 세포와 겔-형성 생체 적합[0020]

물질, 임의적으로 하나 이상의 등장성 영양 배지, 신호 분자(사이토킨, 성장 인자, 호르몬), 및 세포외 매트릭

스 성분(예컨대, 히알루로난)을 혼합하는 단계; 및 -90℃ 또는 -180℃에서 저장될 세포 혼합물을 동결하는 단계

를 포함하는, 세포를 동결 보존하는 방법이 제공된다.  상기 등장성 배지는 CS10 (biolife) 또는 등가의 등장성

동결 보존 완충액일 수 있다.  상기 신호 분자는 적합할 수 있다.  신호 분자는 성장 인자 및 사이토킨이고, 예

컨대 표피 생장 인자(epidermal growth factor, EGF), 간세포 생장 인자(hepatocyte growth factor, HGF), 기

질 세포-유래 성장 인자(stromal cell-derived growth factor, SGF), 레티노이드 (예컨대, 비타민 A), 섬유아

세포 성장 촉진 인자(fibroblast growth factor) (FGF, 예컨대 FGF2, FGF10), 혈관 내피 성장 인자(vascular

endothelial cell growth factor, VEGF), 인슐린 유사 성장 인자(insulin like growth factor) I (IGF-I), 인

슐린  유사  성장  인자  II  (IGF-II),  온코스타틴-M(oncostatin-M),  백혈병  억제  인자(leukemia  inhibitory

factor, LIF), 트랜스페린, 인슐린, 글루코코르티코이드, (예컨대 하이드로코르티손), 성장 호르몬, 임의의 뇌

하수체 호르몬(예컨대, 여포자극호르몬 (FSH)), 에스트로겐, 안드로겐, 및 갑상선 호르몬 (예컨대, T3 또는 T

4)을 포함할 수 있다.  세포외 매트릭스 성분은 글리코사미노글시아나(glycosaminoglcyanas), 히알루로난, 콜라

겐, 접합 분자 (라미닌, 피브로넥틴), 프로테오글리칸, 키토산, 알지네이트, 및 합성, 생분해성 및 생체 적합성

폴리머, 또는 이들의 조합일 수 있다.

세포 및 생체 적합 물질의 혼합물을 동결 보존하기 위해, 혼합물은 (i) 디메틸 설폭씨드(DMSO), 글리세롤, 에틸[0022]

렌글리콜, 에틸렌디올에타렌디올(ethylenediolethalenediol), 1,2-프로파엔디올(propaendiol), 2,-3 부텐디올,

포름아미드, N-메틸포름아미드, 3-메톡시-1,2-프로판디올 단독으로, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터

선택되는 동해방지제(cryoprotectant) 및/또는 (ii) 당, 글리신, 알라닌, 폴리비닐피롤리돈, 피루베이트, 아포

토시스 억제제(apoptosis inhibitor), 칼슘, 락토비오네이트(lactobionate), 라피노스(raffinose), 덱사메타손

(dexamethasone),  환원된 소듐 이온(reduced sodium ion), 콜린(choline), 산화방지제, 호르몬, 또는 이들의

조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 첨가제와 더 혼합될 수 있다.  상기 당은 트레할로오스, 프룩토오스,

글루코오스, 또는 이들의 조합이고, 상기 산화방지제는 비타민 E, 비타민 A, 베타-카로틴, 또는 이들의 조합일

수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 다양한 표적 조직에 세포를 이식하는 본 발명에 따른 방법의 도식이다.  이러한 방법은, 이식 가능한 이[0024]

식편, 주사 가능한 이식편, 및 표적 기관의 표면에 부착될 수 있는 이식편을 포함한다 ("밴드에이드 이식편

(bandaid graft)").

도  2는  Kubota의  배지로  제조된  히알루로난에  대한  유동학  측정(rheological  measurement)(KM-HAs)을

제공한다.  a) 외력에 따른 변형 반응 지연의 측정인, 점탄성 댐핑(viscoelastic damping) │G"/G'│은 시험할

각 포뮬레이션(formulation)에 대한 주파수 범위가 0.1 Hz -10 Hz 내인 무시해도 될 정도인 반면에, KM-HAs,

기계적 겔 강도의 측정의 전단 탄성계수(shear modulus) |G*|는 일정하게 유지되고; 에러 바(error bar): 시험

할 각 주파수에서 측정의 95% 신뢰 구간.  b) KM-HAs는 전단 유동화(shear thinning), 즉 실험적 0.6 l/s-60

l/s 전단율 범위 [0.1 Hz-10 Hz 주파수(forcing frequency)]에서 주파수가 증가하면서 점도는 감소하는 것을

보여준다; 상한 및 하한: power law 모델계 95% 신뢰 구간 (Cox-Merz rule assumption, 0.3 1/s - 30 1/s 전단
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율 범위 [0.05 Hz - 5 Hz 주파수]에서 모든 포뮬레이션에 대해 R2 > 0.993 ).  기재된 포뮬레이션에 대해서만

행해진 유동학 측정은 표 3에 나타냈다.

도 3은 KM-HAs에서 인간 간 줄기 세포 (hHpSCs)의 크기, 형태학 및 증식을 나타냈다.  hHpSCs 군집은 3차원 배

열을 획득하고, a) KM-HAs에서 씨딩할 때에 회전 타원체 같은 응집(spheroid-like agglomeration)(아래 왼쪽,

bottom left) 또는 폴딩(folding)(중간, 위 오른쪽(middle, top right))을 보여준다 [이미지 프레임: 900㎛ ×

1200㎛].  hHpSC-seeded KM-HAs의 조직학적 부분에 대한 공초점 주사 현미경(Confocal microscopy)은 배양 1주

후, 실질 세포 중에서 b) 약 7㎛, 또는 c) 10-15㎛ 까지의 셀 크기를 갖는, 혼합된 세포 형태 유전자형을 나타

냈다 [DAPI 대비 염색제로부터 청색인 세포 핵, b)와 c)에 대해 적색인 EpCAM, b) CD44 또는 c) CDH1에 녹색;

이미지  프레임  b)  및  c):  150㎛  ×  150㎛;  b)  및  c)에  백색  하이라이트:  15㎛  ×  15㎛].   AlamarBlue

metabolic reduction에 의해 측정된 KM-HAs에서 hHpSCs의 생존도는, 배양 1주 내내 1.6% CMHA-S 및 0.4% PEGDA

를  갖는  KM-HA  하이드로겔에서의  기능적  회복  및  증식을  나타냈다(포뮬레이션  E,  표  3);  24시간  배양  후

AlamarBlue reduction 측정, 씨딩 후(post-seeding) 2-3일에 측정에 있어서 정상화되고(normalized); 보고되는

데이터는 평균 ± 표준편차임.

도 4는 배양 1주 후 KM-HA-seeded hHpSCs에서 분화 마커의 단백질 발현이 제공된다.  hHpSCs의 군집은 KM-HAs

특성에 따라 달라지는 번역 레벨에서 hHpSCs 분화 마커에 대한 발현의 분화 레벨을 나타냈다.  인간 AFP의 대사

분비율은 KM-HA 포뮬레이션에 mRNA 발현과 연관성이 있다.  NCAM 발현은 모든 KM-HAs에서 포지티브하지만, CD44

발현은, CMHA-S  함량이 1.2%  이하인 KM-HAs에서 가장 풍부하다(richest)(기재된 포뮬레이션 A, B,  C,  D;  표

3).  CDH1 발현은 |G*| < 200 Pa인 KM-HA 하이드로겔에 포지티브하고, |G*| > 200 Pa인 KM-HA 하이드로겔에 네

거티브하다.  인간 AFP 분비율의 데이터는 평균±표준편차로 보고된다.  EpCAM, NCAM, CD44 및 CDH1에 대한 면

역조직화학 스테이닝은 15-20㎛ 부분에서 행해지고(~2 내지 3 hHpSCs 두께; hHpSC 직경: 5-7㎛), 형광 현미경

검사로 영상화된다 [이미지 프레임: 100㎛ × 100㎛].  KM-HA 포뮬레이션은 강도가 증가하는 것과 관련하여 나

열했다 (|G*|  = 25 Pa : A, |G*|  = 73 Pa : B, |G*|  = 140 Pa : E, |G*|  = 165 Pa : C, |G*|  = 220 Pa :

D, 및 |G*|  = 520 Pa : F).

도 5는 배양 1주 후 KM-HA-grown hHpSCs에서 간 전구 마커(hepatic progenitor marker)에 대해 qRT-PCR로 유전

자 발현 레벨을 제공한다.   hHpSCs  및  이들의 직계 후손 hHBs  (간-특이적(hepatic-specific)  AFP,  EpCAM,

NCAM, CD44 및 CDH1)의 마커의 mRNA 발현 레벨 사이의 비교에서는, KM-HA-grown hHpSCs가 1주 동안 패시브 배

양액(passive culture)에서 복사 레벨에서의 hHB 특성을 먼저 얻는다는 것을 보여준다.  hHpSCs 및 CD44의 새롭

게 분리된 hHBs에서 발현 범위는 비교할만하다; 잔여 마커에 대한 발현 레벨은 통계적으로 분명하고, EpCAM은

대략 2-폴드 감소, CDH1은 3-폴드 감소, NCAM 변동 없음, AFP는 hHpSCs가 hHBs로 분화될 때 풍부해짐.  모든

KM-HAs에서는, AFP, NCAM 및 CDH1에 대한 seeded hHpSCs의 평균 발현 레벨은 hHB 범위 쪽으로 hHpSC 범위 외부

로 이동되지만, EpCAM 발현은 배양 1주 후 내내 풍부해진다.  KM-HA 포뮬레이션은 강도가 증가하는 것과 관련하

여 나열했다 (|G*|  = 25 Pa : A, |G*|  = 73 Pa : B, |G*|  = 140 Pa : E, |G*|  = 165 Pa : C, |G*|  = 220

Pa : D, 및 |G*|  = 520 Pa : F).  발현 레벨(평균±표준편차)은 GAPDH에 관하여 정상화되었다.  기재된 KM-HA

포뮬레이션의 측정 (표 3)은 유의성을 위해 hHpSC 군집 (녹색) 및 새롭게 분리된 hHBs (적색)과 비교했다 (학생

의 t-test).

도 6은 기재된 동결보존 및 해동법의 일 실시형태의 도식이다.

도 7은 히알루로난과 이식된 대 세포 현탁액으로서 주입된 루시페린-생성 세포에 의해 형성된 형광 신호의 생체

내 실시간 이미지로부터의 결과를 나타낸다 (Figure 7 shows the results from in vivo real time imaging of

luminescent signal produced by luciferin-producing cells both grafted with hyaluronans versus injected

as a cell suspension.).

도 8은 건강한 및 CCl4 간 손상 모델에서 이식된 대 세포 현탁액에서 이식 후 7일에 인간 혈청 알부민을 제공한

다  (Figure  8  provides  serum  human  albumin  at  day  7  post-transplantation  in  grafted  versus  cell

suspension in both healthy and CCl4 liver injury models.).

도 9는 간 줄기 세포 유전자형 마커의 유전자 발현을 나타냈다.  발현 레벨은 GAPDH 발현으로 정상화되고, 폴드

변화는 군집에서 최초 발현으로 정상화되었다.  *는 실험 조건과 최초 군집 발현 사이의 p<0.05% 유의성을 나타

낸다.  **는 실험 조건과 최초 군집 발현 사이의 p<0.05% 유의성 뿐만 아니라 2개의 실험 조건 사이의 유의성

발현을 나타낸다.
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도 10은 시간에 따른 간 기능의 기능적 분석으로부터 데이터를 제공한다.  레벨에 대해서 시간에 따른 3차원 히

알루로난  배양에서  A)  알부민,  B)  트랜스페린,  및  C)  요소는  세포마다  정상화되었다  (A)  albumin,  B)

Transferrin, and C) Urea in three-dimensional hyaluronan culture over time for levels are normalized

per cell). 

도 11은 KM-HAs의 기계적 특성으로부터 데이터를 제공한다.  a)  KM-HAs의 강도는 통제 가능하고, CMHA-S  및

PEGDA 함량에 따라 달라진다.  평균 전단 탄성계수 |G*|는 power-law 행태를 따라 CMHA-S 및 PEGDA 함량을 증

가시키면서 증가하므로, 최초 하이드로겔 혼합 중 KM-HAs의 최종 기계적 특성의 직접 제어를 제공하고(thus

providing  direct  control  of  the  final  mechanical  properties  of  KM-HAs  during  the  initial  hydrogel

mixing); 표 3에 나타낸 기재된 포뮬레이션에 대해서만 유동학 측정이 행해졌다.  에러 바: 주파수 0.05 Hz -5

Hz에서 측정에 대해 ±1 표준편차.  b) KM-HAs에서 확산(Diffusion).  FRAP (70 kDa 플루오레세인-표지된 덱스

트란, fluorescein-labeled dextran)로 KM-HAs에서 확산도의 측정은 Kubota 배지 단독과 상당히 다르지 않고;

확산 측정은 표 3에 나타낸 모든 포뮬레이션에 대해 행해졌다.  에러 바: 측정의 95% 신뢰 구간.

도 12는 KM-HAs로 hHpSCs seeded에 의해 인간 AFP, 알부민 및 요소의 분비를 보여준다.  KM-HAs에서 hHpSCs의

군집은 배양 배지(KM)에서 발견되는 인간 AFP 및 알부민의 농도가 증가하는 일부 간 기능과, 씨딩 후 7일(day 7

post-seeding) 요소 합성의 평형을 보여준다.  인간 AFP, 인간 알부민 및 요소의 대사 분비율은, 1.6% CMHA-S

및 0.4% PEGDA를 갖는 KM-HAs에서 AFP, 알부민 및 감소된 요소 합성에 대한 최소 비율로서, KM-HA 포뮬레이션

사이에서 씨딩 7일 후에 구별된다 (The metabolic secretion rates of human AFP, human albumin and urea are

distinctive by day 7 post-seeding amongst KM-HA formulations, with minimum rates for AFP, albumin and

decreased urea synthesis in KM-HAs with 1.6% CMHA-S and 0.4% PEGDA)(포뮬레이션 E, 표 3).  좌측 컬럼: 각

각 기재된 포뮬레이션에 대해 24시간 배양 후 매일 수집된 배양 배지에서의 대사 농도 (표 3).  우측 컬럼: 24

시간 배양 후, 배양 배지에서 hHpSC 군집 당 대사 질량 분비율; 배지에서 총 대사 질량은 AlamarBlue reduction

으로 생존도 분석에 의해 산출된 각각의 인터벌에서 기능적 hHpSC 군집의 수로 정상화되었다 (샘플 당 씨드된

군집의 대략적 수:12).  모든 데이터는 평균±표준편차로 보고되었다.

도 13은 결빙 프로그램 통제율은 내부 얼음 손상을 방지하는 액체-얼음 상 엔트로피를 최소화하고, 반복 가능한

동결을 가능하게 한다는 것을 보여준다 (Figure 13 shows that controlled rate freezing program minimizes

liquid-ice phase entropy preventing internal ice damage and allows for repeatable freezing.).  A) 그래

프는 샘플 온도에 대한 챔버 온도를 보여준다 (10% DMSO).  B) 동결 프로그램 비율은 Cryomed 1010 시스템에 사

용된다.

도 14는 (A) 해동 후 동결보존된 태아 간 세포의 세포 생존도 및 (B) 새로운 샘플로 정상화되는, 각 조건에 대

한 배양 3주 후 군집수(Colony counts)를 제공한다.  결과는 평균±평균의 표준편차로 보고되었다.  KM= 10%

DMSO  및 10%  FBS를 함유하는 Kubotas  Medium.  CS10=cryostor, CS10+sup=KM 보충물을 함유하는 cryostor10.

0.05% 및 0.10%는 각 샘플에 보충된 HA%를 말한다.

도 15는 GAPDH 발현으로 정상화된 상대적인 mRNA 발현을 보여준다.  평균±평균의 표준편차.  새로운 샘플에 대

한 유의성 *p>0.05(Significance *p>0.05 to Fresh samples).  KM= 10% DMSO 및 10% FBS를 함유하는 Kubotas

Medium.   CS10=cryostor, CS10+sup=KM 보충물을 함유하는 cryostor10.  0.05% 및 0.10%는 각 샘플에 보충된

HA%를 말한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

현재, 고형 기관으로부터 유래된 세포와 관련된 세포 이식은 일반적으로 혈관 경로를 통해 수행되고, 그 결과는[0025]

일반적으로 성숙 세포 약 20-30%, 줄기 세포 5% 미만의 비효율적인 생착의 압도적인 증거를 제공한다.  분화적

생착은, 간에서 줄기 세포가 작고 (일반적으로 10㎛ 미만), 성숙 세포가 큰 (일반적으로 > 18㎛) 사이즈에 기인

한 것이다.  우리의 연구는 이 관측을 확인해주었다.  우리의 연구에서, 예컨대 인간 간 줄기 세포 (hHpSCs) 및

간모세포(hHBs)는 비장(spleen)으로 세포를 주사함으로써 면역 시스템이 손상된 쥐로 주사되었다.  비장은 간과

직접적으로 연결되기 때문에, 세포는 생착될 것으로 예상되는 간으로 흘러간다(flowed into).  그러나, 대부분

의 세포는 생착 전에 죽거나, 의도하는 표적 이외의 조직 (이소성 부위(ectopic site))에 머무른다.

세포가 그 목적지에 적합하게 도달했을 경우에도, 세포의 완전히 기능적인 것(fully functional ones)으로의 전[0026]

환은, 혈관화(vascularization)의 부족, 성장의 부족 (성숙 세포를 이식하는 경우에), 성숙 세포가 사용되고 장

기간 면역 억제를 필요하게 할 경우에 세포의 높은 면역 특성에 의해 저해된다.  다른 장애물로는 임상 등급의
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소싱(sourcing of clinical grade), 고급 세포(high-quality cells) 및 동결 보존으로의 곤란성에 기인한 새롭

게  분리된  세포를  사용할  필요성(need  to  use  freshly  isolated  cells  due  to  difficulties  with

cryopreservation)을 포함한다.

비효율성 및 공지된 곤란성 이외에, 혈관 경로를 통한 고형 기관으로부터의 세포의 이식은 위험하다.  고형 기[0028]

관으로부터의 세포는, 세포를 서로 빠르게 결합하고 응집을 강화하는 표면 분자를 갖는다 (세포 접합 분자, 밀

착 연접 단백질(tight junction protein)).  이러한 군집 현상은 생명을 위협하는 폐 색전을 야기할 수 있다.

일부 이들의 장애물 및 문제를 다루기 위해서, 본 발명은 필요한 증식 및 생착을 증진시키기 위해 질병에 걸린[0030]

조직에 로컬라이징 될 수 있는 스캐폴드 상에 또는 스캐폴드 내에 군(aggregates)으로서 이식된 세포의 전달

(delivery)을 포함하는 조직 이식 기술에 관한 것이다.  따라서, 본 발명은 이식할 세포 형태 뿐만 아니라, 가

장 효율적이고 성공적인 이식 요법을 위한 조직 이식 방법 및 적절한 생체 적합 물질과 조합인 세포 형태를 고

려할 수 있다.  본 발명의 조직 이식 기술은, 환자에의 치료적 용도로 변환 가능하고, 질병에 걸리거나 기능 장

애가 있는 조직을 재구성하도록 재생적 약을 위한 대안적 치료를 제공한다.

세포 소싱(Cell Sourcing)[0031]

본 발명에 따라서, 바람직한 세포 군집(cell population)은, 질병에 걸리거나 기능 장애로 고통받지 않는 조직[0032]

및/또는 세포를 의미하는 "정상의(normal)", "건강한(healthy)" 조직 및/또는 세포를 갖는 공여체로부터 직접

얻어질 수 있다.  물론, 이러한 세포 군집은 질병에 걸리거나 기능 장애가 있는 기관으로 고통 받는 사람으로부

터, 이러한 상태가 아닌 기관의 부분으로부터 얻을 수 있다(such a cell population may be obtained from a

person suffering from an organ with disease or dysfunction, albeit from a portion of the organ that is

not in such a condition).  세포는, 나이에 상관없이 태아, 신생아, 소아 및 성인 조직을 포함하는 적절한 포

유류 조직으로부터 얻을 수 있다.  질병 상태의 실험 모델이 확립되는 경우에, 적절한 실험 호스트로 이식될 이

식편에 질병에 걸린 세포를 사용할 수 있다.

더욱 구체적으로, 세포는 치료적 필요에 기초하여 "혈통-단계(lineage -staged)" 개체군으로부터 다양한 요법에[0033]

공급될 수 있다.  예컨대, 늦은 혈통 세포(late lineage cell)에 의해서만 제공되는 기능을 빠르게 얻을 필요가

있는 경우에, 또는 수혜자(recipient)가, 예컨대 간염 C 또는 유두종 바이러스로 일어나는 줄기 세포 및/또는

전구세포를 우선적으로 감염시키는 혈통 의존 바이러스(lineage-dependent virus)를 갖는 경우에, 늦은 단계의

(later-stage) "성숙(mature)" 세포가 바람직할 수 있다.  아무튼, "전구세포(progenitor)"는 개별 조직의 임

의의 혈통 단계(lineage stages)를 확립하는데 사용될 수 있다.

혈통-단계  간  세포  군집  및  이들의  분리  방법에  있어서,  US  특허출원  nos.  11/560,049  및  12/213100를[0035]

참조하고, 이 내용은 전체가 참조로 인용된다.  간단히, 간내에 있는 적어도 8개의 성숙된 혈통 단계가 있다.

아래에 이들에 대한 단계 및 간단한 설명이 제공되었다:

혈통 단계(Lineage Stage) 1: 인간 간 줄기 세포(hHpSCs)는 태아 및 신생아의 간의 관판(ductal plate) 및 소[0037]

아 및 성인의 간에서 헤링의 캐널(canals  of  Hering)  내에 위치하는 다분화능 세포(multipotent cell)이다.

이들 세포는 일반적으로 직경이 7-10㎛이고, 세포질 비에 대해 많은 핵을 가지고 있다.  이들은 허혈에 내성이

있고, 심장 수축 사망 후 48 이상의 시간 동안 사체의 간에서 발견될 수 있고, 성숙 세포로 분화할 수 있는

hHpSCs의 군집을 형성한다.  이들 세포는 모든 연령의 공여체의 간의 실질 조직의 약 0.5-2%를 구성한다.

혈통 단계 2: 간모세포(hHBs)는 hHpSCs의 직계 후손이고, 간의 개연성 있는 전이 증폭 세포(liver's probable[0039]

transit  amplifying  cells)이다.   이들은 바로 줄기 세포 니치의 외부에 위치한다(They  are  located  just

outside the stem cell niche proper).  이들 세포는, 생체 내에서(in vivo), 많은 양의 세포질을 가져 크고

(10-12㎛), 태아 및 신생아의 간에서 실질 조직 및 소아 및 성인의 간에서 헤링의 캐널의 부분 또는 거의 끝부

분(near the ends of or adjacent to the canals of Hering in pediatric and adult livers)의 도처에서 발견

된다.  나이에 따라, 간모세포의 수는 출생 후 간의 실질 세포의 <0.01% 로 감소한다.  세포의 이들 군집은, 재

생 단계 동안 특히 소정의 질병, 예컨대 간경변증과 관련된 것들이 증식하는 것을 보여준다.  간모 세포는 간세

포(hepatocyte)(H) 또는 담관 상피세포(biliary epithelia)(B)라고도 하는 담관세포(cholangiocyte)로 성숙한

다:

혈통 단계 3H 및 3B: 운명이 정해진 (단분화능) 간세포 (Committed (unipotent) hepatocytic) (3H) 및 담관세[0041]

포 전구세포-담관 전구세포 (3B)는 간 내에서 발견된다.  이러한 단분화능 전구체는 오직 하나의 성인 세포형을

발생하고,  일부  줄기  세포  유전자를  더  이상  발현하지  않지만  (예컨대,  CD133/1,  Hedgehog  proteins
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(Sonic/Indian)의 발현 레벨이 낮거나 없음), 태아 조직 세포에 전형적인 유전자를 발현한다.

혈통 단계 4H 및 4B: 문맥주위 성인 실질세포(Periportal adult parenchymal cell)는 상대적으로 작은 간세포[0042]

(4H) 및 간내 담관 상피 세포 (4B)를 포함한다.  간세포는 이배체(diploid)이고, 직경이 약 18 ㎛이고, PEPCK,

connexins 26 및 32와 같은 글루코오스신생합성(gluconeogenesis)과 관련된 다중 인자/효소를 발현한다.

이 단계의 담관세포(4B)는 이배체이고, 직경이 6-7㎛이고, 헤닝의 캐널 부분을 따라 늘어서고, 아쿠아포린 1 및[0044]

4, MDR1, 세크레틴 리셉터(secretin receptor)를 포함하지만, CL
-
/HC03

-  
교환기(exchanger) 또는 소마토스타틴

리셉터(somatostatin receptor)를 포함하지 않는 다양한 유전자를 발현한다.

혈통 단계 5H 및 5B: 이 단계의 세포는 둘다 이배체인 상대적으로 큰 간세포(5H) 및 담관세포(5B)를 포함한다.[0046]

간세포의 크기는 직경이 약 22-25 ㎛이고, midacinar 영역 내에서 발견된다.  midacinar 간세포는 높은 수준의

알부민 및 티로신 아미노트랜스퍼라아제 (TAT)를 발현했고; 특히 단백질로서 트랜스페린을 발현한다는 특징이

있다 (그에 반해서 혈통 단계 1-4는 mRNA로서만 발현함). 

혈통 단계 5B:  담관세포는 직경이 약 14㎛이고, 소엽내관(intralobular duct) 내에 위치하고, CFTR, 세크레틴[0048]

리셉터, 소마토스타틴 리셉터, MDR1 및 MDR3, CL
-
/HC03

-
 교환기를 발현한다.

혈통 단계 6H: 단계 6의 이배체 주심 간세포(diploid pericentral hepatocytes)는 배양액에서 군집을 형성할[0050]

수 있지만, 증식할 용량이 제한되고, 서브 배양할 용량이 필수적으로 없다.  이러한 퍼센트는 나이에 따라 감소

한다  (사배체  주심  세포의  퍼센트의  증가와  병행함).   알부민,  TAT  및  트랜스페린  이외에도,  이들은 많은

P450s, 예컨대 P450-3A, 글루타민 합성 효소(GT), 헤파린 프로테오글리칸(heparin proteoglycan), 및 요소 형

성과 관련된 유전자도 강력히 발현한다.

혈통  단계  7H:  이  단계는  더  이상  완전한  셀  분할을  겪을  수  없는  사배엽  주심  실질  세포(tetraploid[0052]

pericentral parenchymal cell)를 포함한다.  이들은 DNA 합성을 겪을 수 있지만, 세포질 분열의 용량은 한정

된다.  이들은 매우 큰 세포이고 (직경이 >30 m), 혈통 단계 5-6에 나타나는 고레벨의 유전자를 발현한다.

혈통  단계  8:  사멸  세포(Apoptotic  Cell):  아포토시스의  다양한  마커를  발현하고,  DNA  단편화(DNA[0054]

fragmentation)를 설명한다.

질병에 걸리거나 또는 기능 장애가 있는 장기 자체의 기능을 제공하도록 요구되는 세포 이외에, 이식편(the[0056]

graft)은 바람직하게는 모든 조직의 세포의 기초(cellular foundation),  상피-배엽간 세포 관계(epithelial-

mesenchymal cell relationship)를 포함하는 세포의 범주를 바람직하게 모방하는 추가적인 세포 성분을 포함한

다.  상피-배엽간 세포 관계는 매 성숙 혈통 단계에서 분명하다.  상피 줄기 세포는 간충직 줄기 세포와 파트너

가 되고, 이들은 조직 내에서 다양한 성체 세포로 성숙하기 때문에 이들의 성숙은 서로 조절된다.  이 둘의 상

호작용은  가용성  신호  (예컨대,  성장  인자)  및  세포외 매트릭스 성분을 포함하는 파라크린 신호(paracrine

signal)에 의해 조절된다.  

간에서, 예컨대 간 줄기 세포 (HpSCs)는 간세포(hepatocyte) 및 담관세포(cholangiocytes)를 생성한다.  HpSCs[0057]

의 간충직 파트너(mesenchymal partner)는 혈관 아세포(angioblast)이다.  혈관 아세포는 내피 세포 전구체와

간 성상 세포 전구체, 간내 혈통 단계 2 실질 조직의 간충직 세포 파트너, 간모세포 (HBs)를 생성한다는 것을

나타내는 증거가 있다(There is evidence to indicate that angioblasts give rise to both endothelial cell

precursors  and  to  hepatic  stellate  cell  precursors,  the  mesenchymal  cell  partners  for  intrahepatic

lineage stage 2 parenchyma, the hepatoblasts (HBs)).  내피 세포 전구체는, 간세포의 혈통 단계의 간충직

파트너가 되는 내피가 될 다음 혈통 단계에서 성숙된다.  상기 성상 세포 전구체 세포는 성상 세포를 생성한

후,  기질  세포,  그  후  근섬유아세포,  담관  세포의  간충직  세포  파트너를  생성한다(The  stellate  cell

precursors cells give rise to stellate cells, and then to stromal cells, and then to myofibroblasts,

the mesenchymal cellspartners for cholangiocytes).

간 생성(hepatogenesis)이라고도 하는 간의 형성은 심장과 관련된 배아의 간충직에서 혈관 아세포로부터의 신호[0059]

를 통해 조절된다.  간 성장의 초기 단계 동안, 섬유아세포 증식인자(fibroblast growth factors, FGFs)가 심

장 전 중배엽(pre-cardiac mesoderm)으로부터 분비될 때, 뼈 형태 형성 단백질 (BMPs)이 간충직(mesenchyme)으

로부터 전달된다.  이들 새롭게 구체화된 간 세포는 그 후 박리되어 간충직 주변으로 이동하고, 내피와 기질의

전구체와  상호  작용한다(These  newly  specified  hepatic  cells  then  break  away  and  migrate  into  the

surrounding mesenchyme and interact with precursors to both endothelia and stroma).  간충직 세포는 성
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장 내내 간 세포와 접촉하고 있다.

인간 간 줄기 세포 (hHpSCs)는 생존을 위해 간충직 세포와의 접촉이 필요하다.  이들은 자가 복제할 것이고, 혈[0061]

관  아세포의  피더에서  배양되는  경우  hHpSCs로서  남아있다(They  will  self-replicate,  that  is  remain  as

hHpSCs when on feeders of angioblasts).  이들은 간 성상 세포의 피더에서 배양되는 경우, 간모세포로 혈통

제한된다(They lineage restrict to hepatoblasts, if cultured on feeders of hepatic stellate cells).  이

들은 성숙한 내피에서 배양되는 경우 성체 간세포로 성숙되고, 성숙한 기질 (예컨대, 성숙한 성상 세포 또는 근

섬유모세포)에서  배양되는  경우  담관세포(cholangiocyte)로  성숙된다.   피더에  의한  줄기  세포의  운명의

조절은, 혈통 내에서 각각의 상피-배엽간 상호작용에서 생성된 파라크린 신호의 정밀한 조합에 기인하여 보여준

다.

본  발명의 일  실시형태에 따라서,  이식편을 최적화하기 위해서,  분리된 세포 군집은 공지의 파라크린 신호[0063]

(known  paracrine  signal)(이하에 설명함) 및 "본래의(native)"  상피-배엽간 파트너(epithelial-mesenchymal

partner)와 필요에 따라 조합된다.  따라서, 이식편은 상피 줄기 세포(epithelial stem cell), 본래의 간충직

파트너(native mesenchymal partner), 혈관 아세포와 함께 혼합되는 간 줄기 세포를 포함한다.  전이 증폭 세포

니치 이식편을 위해서(For a transit amplifying cell niche graft), 간모세포는 간 성상 세포 및 내피 세포

전구체와 파트너가 될 수 있다.  일부 이식편에 있어서, 두 세트의 혼합을 만들 수 있다:  호스트 조직 내에 간

세포의 확립을 최적화하기 위해, 간 줄기 세포, 간모세포, 혈관 아세포, 내피 세포 전구체, 간 성상 세포 전구

체 세포.  세포가 씨딩되는 곳으로의 이식편의 미세 환경은 파라크린 신호, 매트릭스 및 가용성 신호로 이루어

질  수  있고,  이는  이식편에 사용되는 적합한 단계에서 제조된다(The  microenvironment  of  the  graft  into

which  the  cells  are  seeded  will  be  comprised  of  the  paracrine  signals,  matrix  and  soluble  signals,

that are produced at the relevant lineage stages used for the graft).

또한, 이식편은 질병에 걸린 상태를 관리하기 위해 맞춰질 수 있다.  예컨대, 초기 단계에서 감염시킨 후 호스[0064]

트 세포와 대등하게 성숙하는 혈통 의존 바이러스(lineage dependent viruses) (예컨대, 소정의 간염 바이러

스)의 효과를 최소화하기 위해, 바이러스 감염의 복제를 허용하지 않는 다음 혈통 단계 (예컨대, 간세포 및 이

들의 본래의 파트너, 내피(sinusoidal endothelial cells))의 이식편을 준비할 수 있다.  이식편은, 실험 동물

모델에서 표적 장기에 이식되는 이식편에 질병에 걸린 세포를 사용함으로써 질병 모델을 확립하는 데에도 사용

될 수 있다.

모델로서 간 세포 요법을 사용하는, 줄기 세포 이식편의 예로는, 간 줄기 세포, 혈관 아세포 및 간 성상 세포[0065]

전구체를 포함할 수 있다.  그에 반해서, "본래의(native)" 간 세포의 이식편은, 성숙한 성상 세포인, 간세포,

성숙한 내피 세포 및 주위세포(pericytes)를 포함할 수 있다.  간의 상피-배엽간 세포 관계에 대한 논의에 있어

서, US 특허 출원 no. 11/753,326를 참조하고, 이 내용은 전체가 참조로 인용되었다.

혈관 신생의 문제는 모든 이식편에 중요하므로, 혈관 신생에 도움이 되는 위치에 이식되어야 한다 (예컨대,[0066]

간).  대부분의 질병에 걸린 상태에 있어서, 줄기 세포 이식편은, 이들의 증식 가능성, 모든 성체 세포 형태로

성숙해지는 이들의 능력, 허혈에 대한 이들의 내성, 사체 조직으로부터 이들의 소싱을 가능하게 하는 점, 및 만

약에  있다면  이들의  최소  면역원성을  고려해볼  때,  바람직하다(For  most  disease  conditions,  stem  cell

grafts are preferred, given their expansion potential, their ability to mature into all of the adult

cell  types,  their  tolerance  for  ischemia,  enabling  their  sourcing  from  cadaveric  tissue,  and  their

minimal, if any, immunogenicity). 

조직 이식 소재(Grafting Materials)[0067]

본 발명에 따른 겔-형성 생체 적합 물질의 용도는, 조직 이식 및 재생 단계의 성공을 도와주는 세포 지지체 및[0068]

신호의 스캐폴드(a scaffold for cell support and signals that assist in the success of the grafting and

regenerative processes)를 제공한다.  장기의 고형 기관의 조직이 일정한 리모델링을 겪기 때문에, 해리성 세

포는 적절한 환경 조건 하에서 본래의 구조를  개조하는 경향이 있다.  세포는 하나 이상의 영양 배지(예컨대,

RPM 1640), 신호 분자(예컨대, 인슐린, 트랜스페린, VEGF) 및 하나 이상의 세포외 매트릭스 성분(예컨대, 히알

루로난, 콜라겐, 니도겐, 프로테오글리칸)과 혼합될 수 있다.

모든 조직에 있어서, 파라크린 신호는 가용성(미리아드 성장 인자(myriad growth factor) 및 호르몬) 및 불용성[0069]

(세포외 매트릭스(ECM) 신호)을 포함한다.  가용성 및 (불용성) 매트릭스 요소 사이의 시너지 효과는 이식된 세

포에 의한 성장 및 분화 반응을 지시할 수 있다.  매트릭스 성분은 접합, 생존, 세포 형태(또한 세포 골격의 조
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직), 및 특정 세포외 신호에 대한 반응을 세포에 준비시키는 필수 세포 표면 리셉터의 안정화의 주요 결정 요인

이다.

ECM은 세포 형태학, 성장 및 세포 유전자 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다.  생체 내에서 그것과 유사한 조[0071]

직-특이 화학은 정제된 ECM  성분을 사용함으로써 생체 밖에서 행해질 수 있다(Tissue-specific  chemistries

similar to that in vivo may be achieved ex vivo by using purified ECM components).  대다수의 이들은 상

업적으로 이용 가능하고, 생체 내에서 그것을 모방하는 세포 행태에 도움이 된다(Many of these are available

commercially and are conducive to cell behavior mimicking that in vivo).

적합한 매트릭스 성분은 콜라겐, 접합 분자(예컨대, 세포 접합 분자 (CAMs), 밀착 연접(tight junction) (카드[0073]

헤린, cadherins), 기본 접합 분자 (라미닌, 히브로넥틴), 간극 연접 단백질(gap junction protein) (콘넥신,

connexins), 엘라스틴, 및 프로테오글리칸 (PGs) 및 글리코사미노글리칸 (GAGs)을 형성하는 황산화 카보하이드

레이트(sulfated carbohydrates)를 포함한다.  이들 범주 각각은 분자의 속(genus)으로 정의된다.  예컨대, 존

재하는 적어도 25 콜라겐 형태가 있고, 각각은 본래 유전자에 의해, 특유의 조절 및 기능을 갖고 인코딩된다

(there  are  at  least  25  collagen  types  present,  each  one  encoded  by  distinct  genes  and  with  unique

regulation and functions).  추가적인 생체 적합 물질로는 무기, 키토산과 알지네이트와 같은 천연 물질 뿐만

아니라 다양한 합성, 생분해성 및 생체 적합성 폴리머를 포함한다.  이들 물질은, 열 겔화(thermal gelation),

광 가교(photo cross-linking), 또는 화학적 가교 또는 물질의 불용성을 끌어내는 미세 환경으로의 노출 (예컨

대  고염(high  salt))을  포함하는  방법을  통해   종종  고형화된다(예컨대,  겔  또는  불용성  물질로  만듬).

그러나, 각 방법에 있어서는, 세포 손상을 고려할 필요가 있다(예컨대 과도한 온도 범위, UV 노출).  생체 적합

물질, 구체적으로 히알루로난 하이드로겔의 용도의 상세한 설명에 대해서는, US 특허 출원 no. 12/073,420를 참

조하고, 이 내용은 전체가 여기에 참조로 인용되었다.

매트릭스 성분의 특정 선택은, 예컨대 줄기 세포 구획과 관련되어 발견되는 성분으로부터 늦은 혈통 단계 세포[0075]

와 관련되어 발견되는 성분까지의 전이(transition)가 생체 내에서 변화도(gradient)에 의해 가이드될 수 있다.

이식편 생체 적합 물질은 바람직하게는 이식편에 바람직한 특정 혈통 단계의 매트릭스 화학을 모방한다(The

graft biomaterials preferably mimic the matrix chemistry of the particular lineage stages desired for

the graft).  매트릭스 성분의 선택된 혼합물의 효능은 정제된 매트릭스 성분 및 가용성 신호를 사용하여 생체

밖에서 연구될 수 있고, 이들 다수는 제조 품질 관리 기준(GMP) 프로토콜에 따라 상업적으로 이용 가능하다.

이식편에 선택된 생체 적합 물질은, 바람직하게는 성공적 이식을 위한 세포에 요구되는 적절한 성장 및 분화 반

응을 이끌어낸다.

간 조직에 관하여, 간 실질 세포와 관련 있고, 줄기 세포의 및 전이 증폭세포(transit amplifying cell) 니치의[0076]

외부에 있는 매트리스 화학은 실질 조직과 내피 또는 다른 형태의 간충직 세포 사이에 위치하는 영역인 디세강

에 존재한다.(Concerning the liver organ, the matrix chemistry associated with liver parenchymal cells,

and outside of the stem cell and transit amplifying cell niches, is present in the Space of Disse, the

area located between the parenchyma and the endothelia or other forms of mesenchymal cells).  간의 다

른 영역 내에서 세포 성숙의 변화 이외에, 매트릭스 화학의 변화가 관측되었다.  구역(zone) 1에서 문맥주위로

매트릭스 화학(The matrix chemistry periportally in zone 1)은 태아의 간에서 발견된 것과 유사하고, 타입

III 및 타입 IV 콜라겐, 히알루로난 (HA), 라미닌, 및 콘드로이딘 설페이트 프로테오글리칸의 형태로 이루어진

다.  이 구역은, 타입 I, 콜라겐, 피브로넥틴, 및 특정 형태의 헤파린 및 헤파란 설페이트 프로테오글리칸을 함

유하는 주심 구역 3에서 다양한 매트릭스 화학으로 전이한다(This zone  transitions  to  a  different  matrix

chemistry  in  the  pericentral  zone  3,  containing  type  I  collagen,  fibronectin,  and  unique  forms  of

heparin and heparan sulfate proteoglycans).

간의 줄기 세포 니치는 부분적으로 특징이 있고, 알파 6-베타 4 인테그린, 타입 III 콜라겐 및 특정 형태의 최[0077]

소 황산화 콘드로이딘 설페이트 프로테오글리칸 (CS-PGs)과 결합하는 라미닌 형태(예컨대, 라미닌 5), 히알루로

난을 포함하는 것이 발견되었다.  이러한 니치에서 타입 IV 콜라겐의 양은 제한되고, 타입 I 콜라겐은 없다.

니치 매트릭스 화학은, 전이 증폭 세포 구획과 관련되고, 타입 IV 콜라겐, 다른 인테그린과 결합된 라미닌 형태[0079]

(αβ1), 높은 황산화도를 갖는 CS-PGs 형태를 포함하는 GAGs 및 PGs 형태, 데르마탄 설페이트-PGs, 및 헤파란

설페이트-PGs의 특정 형태 (HS-PGS)로 이루어진 것으로 전이한다(This niche matrix chemistry transitions to

that  associated  with  the  transit  amplifying  cell  compartment  and  is  comprised  of  type  IV  collagen,

forms of laminin that bind to other integrins (αβ1) , and forms of GAGs and PGs that include forms
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of  CS-PGs  with  higher  sulfation,  dermatan  sulfate-PGs, and to specific forms of heparan sulfate-PGs

(HS-PGS)).

전이 증폭 세포 구획은 다음 혈통 단계로 전이되고, 각 이어지는 단계에서(with each successive stage), 매트[0081]

릭스 화학은 더욱 안정해지고(예컨대, 더욱 안정한 콜라겐), 덜 변화하고(turns over less), 더욱 황산화된 형

태의 GAGs 및 PGs를 함유한다.  대부분의 성숙 세포는 헤파린-PGs (HP-PGs), 즉 미리아드 단백질이 매트릭스에

결합하고, GAGs에서 별개의, 특정 황산화 패턴과 결합을 통해 안정하게 고정될 수 있는 형태와 관련된다(The

most  mature  cells  are  associated  with  forms  of  heparin-PGs  (HP-PGs),  meaning  that  myriad  proteins

(e.g., growth factors and hormones, coagulation proteins, various enzymes) can bind to the matrix and

be  held  stably  there  via  binding  to  the  discrete  and  specific  sulfation  patterns  in  the  GAGs).

따라서, 매트릭스 화학은, 높은 전환 및 최소 황산화와 관련된 불안정한 매트릭스 화학을 갖는 줄기 세포 니치

에서의 그 시작점으로부터 (따라서, 세포 근처에 안정한 방법으로 신호를 최소 결합함) 황산화의 양을 증가시키

는  안정한  매트릭스  화학으로(따라서,  세포  근처에  있고,  신호  결합  레벨이  높음)  전이된다(the  matrix

chemistry  transitions  from  its  start  point  in  the  stem  cell  niche  having  labile  matrix  chemistry

associated  with  high  turnover  and  minimal  sulfation  (and  therefore  minimal  binding  of  signals  in  a

stable fashion near to the cells) to stable matrix chemistries with increasing amounts of sulfation

(and therefore higher and higher levels of signal binding and held near to the cells)).

이런 이유로, 본 발명은 매트릭스 분자의 화학은 성숙 단계, 호스트 연령, 및 질병 상태로 변화하는 것을 고려[0083]

한다.  적절한 물질로 조직 이식은 조직에 이식되는 세포의 생착을 최적화시키고, 이소성 부위로 세포가 분산되

는 것을 방지하고, 색전에 의한 폐색 문제를 최소화하고, 가능하면 빨리 조직 내에 세포를 통합시키는 능력을

향상시켜야  한다.   또한,  이식편  내에서  인자들(factors)은  면역원성  문제를 최소화시키기 위해 선택될 수

있다.

인간의 간의 경우에, 세포는 무혈청 조건 하에서 배양될 수 있다.  인간 간 줄기 세포 또는 간세포 (hHpSC 또는[0084]

hHB)는 자체로, 또는 혈관 아세포/내피 세포 전구체 및 성상 세포 전구체 세포와의 조합으로 이식될 수 있다.

세포는  배지  (HA-M)를  함유하는  티올화  및  화학적으로  변형된  HA  (CMHA-S,  또는  Glycosil,  Glycosan

BioSystems, Salt Lake City, UT) 및 KM (쿠보타 배지)에서 현탁되고, 한쌍의 주사기의 세트 중 하나의 주사기

에 로드될 수 있다.  다른 주사기는 KM (또는 생체 적합 물질의 불용성을 끌어내도록 요구되는 조건에서)에 제

조된 가교제, 예컨대 폴리(에틸렌글리콜)디아크릴레이트 또는 PEGDA로 로드될 수 있다.  2개의 주사기는, 2개의

루어락 연결로 플레어 되는 니들에 의해(by a needle that flares into two luer lock connections) 연결된다.

따라서, 하이드로겔 및 가교제에서 세포는, 주사 시(또는 다른 방법에 의해 생체 적합 물질의 불용성) CMHA-S를

겔로 신속하게 가교 결합시킬 수 있도록 하나의 니들을 통해 나타날 수 있다 (the cells in hydrogel and the

cross-linker can emerge through one needle to allow for rapid cross-linking of the CMHA-S into a gel

upon injection (or insolubility of the biomaterials by alternate means)).

CMHA-S 및 가교제 중 세포 현탁액은 주머니(pouch)를 형성하기 위해 장막 조직을 사용하여 간에 이식되거나 또[0085]

는 직접 주사될 수 있다.  또는, 세포는, 공기 중에서 밤새 현탁액을 정치시키고, 연하고 점성이 있는 하이드로

겔로 가교하는 디설파이드 결합을 야기함으로써, PEGDA 가교제를 사용하지 않고 글리코실(Glycosil) 내에 캡슐

화될 수 있다.  또한, 다른 티올-변형 마크로모노머(thiol-modified macromonomer), 예컨대 젤라틴-DTPH, 헤파

린-DTPH, 콘드로이틴 설페이트-DTPH는 생체 내에서 특정 니치의 매트릭스 화학을 모방하는 공유 네트워크를 제

공하도록 첨가될 수 있다.  다른 징후에 있어서, 시스테인 또는 티올 잔기를 함유하는 폴리펩티드는 특정 폴리

펩티드 신호가 하이드로겔에 통합될 수 있도록, 글리코실에 PEGDA를 첨가하기 전에 PEGDA와 연결될 수 있다.

또는, 임의의 폴리펩티드, 성장 인자 또는 매트릭스 성분, 예컨대 콜라겐, 라미닌, 비트로넥틴, 피브로넥틴, 등

의 아형(isoform)은 하이드로겔에서 중요한 폴리펩티드 성분이 수동적 포획되도록, 가교 전에 글리코실 및 세포

용액에 첨가될 수 있다.

히알루로난: 히알루로난 (HAs)은 탄수화물의 6가지 큰 글리코사미노글리칸 (GAG) 패밀리의 일원이고, 모두는 우[0087]

론산 및 아미노당 [1-3]의 폴리머이다.  다른 패밀리는 콘드로이틴 설페이트(chondroitin sulfates) (CS, [글루

쿠론산-갈락토사민(glucuronic acid-galactosamine)]X),  데르마탄 설페이트(dermatan sulfates) (DS, 더욱 황

산화된  [글루쿠론산-갈락토사민]X),  헤파란  설페이트(heparan  sulfates)  (HS,  [글루쿠론산-글루코사민

(glucuronic  acid-glucosamine)]X),  헤파린(heparins)  (HP,  더욱  황산화된  [글루론산-글루코사민(gluronic

acid-glucosamine)]X)  및  카라탄  설페이트(keratan  sulfates)  (KS,  [갈락토오스-N-아세틸글루코사민
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(galactose-N-acetylglucosamine)]X)를 포함한다.

HAs는  β1-4,  β1-3  결합에  의해  연결되는  글루코사민  및  글루론산의  이당류  단위로  이루어진다.[0089]

생물학적으로, 중합성 글리칸은 무려 20,000 이상이나 되는 이당류 단위로 몇 백의 선형 반복으로 이루어진다.

HAs는 일반적으로 혈청 중에 100,000 Da에서, 윤활액에서(in synovial fluid) 무려 2,000,000, 탯줄 및 유리체

에서(in umbilical cords and the vitreous) 무려 8,000,000의 범위의 분자 질량을 갖는다.  이들의 높은 음전

하 밀도(negative charge density) 때문에, HA는 물을 끌어당기는 양이온을 끌어들인다(HA attracts positive

ions, drawing in water).  이러한 수화(hydration)는 HA가 매우 압축된 로드(very compressive loads)를 지지

하도록 한다.  HAs는 모든 조직 및 체액에 위치하고, 연한 연결 조직에 가장 풍부하고, 자연수 적재량은 조직

형태와 기능의 영향을 포함하여 다른 역할로의 추측에 적합하다(HAs are  located  in  all  tissues  and  body

fluids,  and  most  abundant  in  soft  connective  tissue,  and  the  natural  water  carrying  capacity  lends

itself to speculation to other roles including influences of tissue form and function).  이것은 세포

표면 및 세포 내, 세포외 매트릭스에서 발견되었다.

HA 화학의 본래 형태는 다양하다.  가장 일반적인 변화는 쇄의 길이이다.  일부는 길어진 탄수화물 쇄를 갖는[0091]

것에 기인하여 고분자량이고 (예컨대, 가금의 새의 콕스콤브에서 및 탯줄에서의 것(those in the coxcomb of

gallinaceous birds and in umbilical cords)), 다른 것들은 짧은 쇄를 갖는 것에 기인하여 저분자량이다 (예

컨대 박테리아 배양으로부터(from bacterial cultures)).  HAs의 쇄의 길이는 유도되는 생물학적 기능에 주요

역할을 한다.  저분자량 HA (3.5x10
4
 kDa 미만)는 매트릭스 전환과 관련되고, 조직 내 염증과 관련되는 것으로

보이는 사이토킨 활성을 유도할 수 있다.  고분자량(2 X 10
5 
kDa 이상)은 세포 증식을 억제할 수 있다.  HA 단편

이 작은, 1-4 kDa에서는 신생 혈관 생성을 증가시키는 것으로 보인다.

본래 형태의 HA는 바람직한 특성을 도입하기 위해 변형된다 (예컨대, 티올이 새로운 형태의 가교 또는 다른 매[0093]

트릭스 성분이나 호르몬의 결합에 사용되게 하도록 티올기를 갖도록 HAs를 변형).  또한, 본래 발생하는 가교

형태(예컨대, 산소에 의해 조절되는 것), 및 본래의 HAs와 소정의 시약 (예컨대, 아킬레이팅제)으로 변형된 HAs

의 처리나 상기 기재된 바와 같이, 이들을 가교의 특정 형태(예컨대, 티올-변형 HAs에서 디설파이드 브릿지 형

성)에 관대하게 하는 변형된 HAs의 확립에 의해 인공적으로 도입되는 다른 것들이 있다(there are  forms  of

cross-linking  that  occur  in  nature  (e.g.,  regulated  by  oxygen)  and  yet  others  that  have  been

introduced artificially by treatment of native and modified HAs with certain reagents (e.g., akylating

agents) or, as noted above, establishment of modified HAs that make them permissive to unique forms of

cross-linking (e.g., disulfide bridge formation in the thiol-modified HAs)).

본 발명에 따라서, 티올-변형된 HAs 및 이들에 사용되는 제자리에서의(in situ) 중합 가능 기술은 바람직하다.[0095]

이러한 기술은 CMHA-S 또는 글리코실로도 알려진 티올화된 카르복시메틸화 HA의 디설파이드 가교를 포함한다.

디설파이드 또는 PEGDA 가교는 매우 큰 분자 크기의 하이드로겔을 생성하기 때문에, 생체 내 연구에서, 저분자

량, 예컨대 70-250 kDa를 갖는 HA가 사용될 수 있다.  티올-반응성 연결기, 폴리에틸렌글리콜 디아크릴레이트

(PEGDA) 가교제는 세포 캡슐화와 생체 내 주사에 적합하다.  혼합된 글리코실-PEGDA 물질은 공유 반응을 통해

가교되고, 곧(in a matter of minutes) 생체 적합하고, 세포 성장 및 증식을 가능하게 한다.

하이드로겔 물질, 글리코실은 생체 내에서 줄기 세포의 조직 기술에 도움이 되는 겔 특성을 고려한다.  글리코[0097]

실은  유타주  솔트  레이크  시티의  Glycosan  Biosciences로부터  이용  가능한  sECM  (semi-synthetic

extracellular matrix) 기술의 일부이다.  Extracel 및 HyStem 상품 라인의 다양한 제품은 시판된다.  이들 물

질을 생체 적합하고, 생분해성이고, 비면역성이다.

또한, 글리코실 및 Extralink는 조직 기술 용도용으로 다른 ECM 물질과 쉽게 혼합될 수 있다.  HA는 스트렙토미[0099]

세스  균주(Streptomyces  strains)  (예컨대,  젠자임(Genzyme),  라이프코어(LifeCore),  노바매트릭스

(NovaMatrix) 등)를 사용하는 박테리아 발효 또는 ISO 9001:2000 방법(노보자임에 독특한)에서 호스트로서 바실

러스 서브틸리스(Bacillus subtilis)를 사용하는 박테리아 발효법에 선호되는 많은 공급처로부터 얻을 수 있다.

셀 군집의 이상적인 비율은 생체 내 및 조직의 세포 현탁액에서 발견되는 것을 모사해야 한다.  세포의 혼합은[0101]

필요한 혈관 신생의 개선에 부수적으로 따르는 성체 세포 타입의 유지 및/또는 전구체 세포의 성장을 가능하게

한다(A mix  of  cells  allows  for  maturation  of  progenitor  cells  and/or  maintenance  of  the  adult  cell

types concomitant with the development of requisite vascularization).  이렇게 하여, 다중 매트릭스 성분

및 가용성 신호 인자를 포함하는 복합체의 기초로서 히알루론산을 사용하고, 특정 성숙 혈통 단계에서 간충직

등록특허 10-2289168

- 16 -



세포 및 내피 세포에 의해 제조되는 파라크린 신호의 특정 세트로 이루어진 특정 미세환경 니치를 모방하도록

고안된 미세 환경이 달성된다(a  composite  microenvironment  using  hyaluronans  as  a  base  for  a  complex

containing  multiple  matrix  components  and  soluble  signaling  factors  and  designed  to  mimic  specific

microenvironmental  niches  comprised  of  specific  sets  of  paracrine  signals  produced  by  an  epithelial

cell and a mesenchymal cell at a specific maturational lineage stage is achieved).  이하는 실시예이다:

표 1

[0102]

표 2

[0103]
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간 내에 줄기 세포 니치의 미세환경은 간 줄기 세포와 혈관 아세포 사이에 파라크린 신호로 이루어진다.  이는[0104]

히알루로난, 타입 III 콜라겐, 특정 형태의 라미닌(예컨대 라미닌 5), 거의 황산화되지 않고, 간 전구체로 발전

된 배지인, 쿠보타 배지의 것과 같거나 근접한 가용성 신호/배지 조성물을 갖는 특정 형태의 콘드로이틴 설페이

트 프로테오글리칸 (CS-PG)으로 이루어진다(It is  comprised  of  hyaluronans,  type  III  collagen,  specific

forms of laminin (e.g., laminin 5), a unique form of chondroitin sulfate proteoglycan (CS-PG) that has

almost  no  sulfation  and  a  soluble  signal/medium  composition  close  to  or  exactly  that  of  "Kubota's

Medium", a medium developed for hepatic progenitors).  효과는 줄기 세포 인자, 백혈병 억제 인자(leukemia

inhibitory factor, LIF), 및/또는 소정의 인터루킨 (예컨대, IL 6, IL11 및 TGF-β1)을 갖는 보충물에 의해

관찰될 수 있지만, 다른 인자들은 엄격히 요구되지 않는다.  CS-PG의 줄기 세포 니치는 아직 이용 가능하지 않

다.

간에서 전이 증폭 세포 미세 환경은 형태상으로 간모세포와 간 성상 세포의 사이에 있다.  이러한 미세환경의[0106]

성분은 히알루로난, 타입 IV 콜라겐, β1 인테그린과 결합하는 특정 형태의 라미닌, 더욱 황산화된 CS-PGs, 헤

파란 설페이트-프로테오글리칸 형태 (HS-PGs), 및 표피 성장 인자 (epidermal growth factor, EGF), 간세포 성

장 인자 (hepatocyte growth factor, HGF), 기질 세포 유래된 성장 인자 (SGF), 및 레티노이드 (예컨대, 비타

민 A)로 더 보충된 쿠보타 배지를 포함하는 가용성 신호(soluble signal)를 포함한다.

조직 이식 방법(Grafting Methods)[0108]

조직 형태에 따라서, 적절한 조직 이식 방법이 선택될 수 있다.  이식편이 질병에 걸리거나 유실된 조직 (예컨[0109]

대 뼈)을 대체할 조직에 있어서는, 이식 가능한 이식편(implantable graft)이 적합하다.  선택된 방법에 따라,

적절한  생체  적합  물질은  상기  방법을  시행하기  위해  선택될  수  있다(depending  on  the  chosen  method,

appropriate  biomaterials  may  be  chosen  to  compliment  the  method).   다양한  방법이  요구될  것이다.

예컨대, 뼈의 실시예에서, 고형 매트릭스는 세포가 매트릭스로 필요한 성장 인자로 씨딩되고, 배양된 후, 환자

에 이식되도록 한다.  도 1.

주사 가능한 이식편(Injectable graft)은 임의의 결손 형태 또는 공간 (예컨대 손상된 장기 또는 조직)을 채울[0110]

수 있다는 이점이 있다.  이 방법에 따라서, 세포는 공동-배양(co-cultured)되고, 다양한 가교 방법을 사용하여

제자리에서 고형화되는 겔화 가능한 생체 적합 물질에 임베드되는(embedded in gelable biomaterials) 세포 현

탁액에 주입된다.  혼합물은 호스트 조직 또는 기관(예컨대, 간)에 직접 주입; 기관 캡슐, 기관 또는 조직을 감

싸는 임의의 멤브레인 하에 주입; 주머니를 형성하도록 자체를 장막의 일부에 폴딩(folding) 및 이를 글루잉

(gluing)함으로써 형성된 주머니로 주입; 또는 기관의 표면에 다른 물질(예컨대 거미줄)을 부착하기 위해 수술

용 접착체를 사용함으로써 주머니를 형성하고 이것에 상기 혼합물을 주입할 수 있다.

직접 주입은 간의 글리손 캡슐 하에, 다중 부위에서 실질 조직으로의 주입으로 이루어질 수 있지만, 간 조직에[0111]

손상을 야기할 수 있는 하이드로겔로부터 정수압을 피하기 위해 가능한 한 거의 없다(Direct injection  can

consist of injection under a liver s Glisson capsule and into the parenchyma at multiple sites, but as

few  as  possible  to  avoid  hydrostatic  pressure  from  the  hydrogel  that  may  cause  damage  to the liver

tissue).  간으로 간 줄기 세포 니치 이식편의 주입은 상기 기재된 바와 같이 이중으로 된 주사기를 사용하여

행해진다.  간단히, 세포-매트릭스-배지 혼합물은 가교제 PEGDA를 함유하는 다른 주사기에 니들을 연결한 주사

기의 일측으로 로드된다.  혼합물은 간으로 직접적으로 25 게이지 니들을 통해 주입되고, 하이드로겔을 형성하

기 위해 즉시 가교될 수 있다.  가교 반응은 가교제의 농도에 따라서 몇분에서 10-20분의 시간 내에 일어나기

때문에, pH 7.4에서 PEGDA를 갖는 CMHA-S의 용도(use)는 생체 내에서 주입 뿐만 아니라 세포 캡슐화를 가능하게

한다.

무기, 키토산, 알지네이트, 히아루론산, 피브린, 젤라틴과 같은 천연 물질 뿐만 아니라 합성 폴리머는 주입용[0112]

생체 적합 물질로서 충분할 수 있다.  이들 물질은 종종 열 겔화(thermal gelation), 광 가교(photo cross-

linking), 또는 화학적 가교를 포함하는 방법을 통해 고형화된다.  또한, 세포 현탁액은 가용성 신호 또는 특정

매트릭스 성분으로 보충될 수 있다.  이들 이식편은 표적 부위로 상대적으로 쉽게 주입될 수 있기 때문에 외과

적인 수술이 필요하지 않고(또는 최소이고), 비용, 환자의 불편함, 감염의 위험, 및 흉터의 생성을 줄인다.  또

한, CMHA는 생체 적합성을 유지하면서 장기간 지속되는 효과에 기인하여 조직 기술용 주입 가능한 물질로 사용

될 수 있다.  또한, 가교 방법은, 물질의 생체 적합성, 및 이를 매력적인 주입 가능한 물질로 만드는 재생된 증

식  부위  또는  줄기/전구체에서  이의  존재를  유지한다(Cross-linking  methods  also  maintain  the  material

biocompatibility, and its presence in extensive areas of regenerative or stem/progenitor niches make
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it an attractive injectable material).

일부 실시형태에 있어서, 이식편은 기관 또는 조직의 표면 상에 위치하도록 고안될 수 있고, 이러한 경우 이식[0113]

편은 생체 적합성 및 생분해성 커버링으로("밴드 에이드(band aid)") 자리에 고정될 것이다.  일부 복부 기관에

있어서, 이러한 커버링은 자가조직일 수 있다.  예컨대, 간의 표면 상에 간 세포 (예컨대, 간 전구체)의 조직

이식은 주사 주머니를 형성하기 위해 호스트 장막(host omentum)을 사용함으로써 행해질 수 있다.  장막은 복강

(abdominal cavity) 내에 그 위치로부터 들어올려지고, 이식 물질에 주머니를 형성하기 위해 수술용 접착제 (예

컨대, 피브린 글루(fibrin glue), 더마본드(dermabond))를 사용하여 간에 부착된다.  이중으로 된 주사기는 간

의 외부의 주머니 안에 매트릭스 물질을 주사하는데 다시 사용될 수 있다.

또한, 이식편은 표적 조직과 별도로, 장막 주머니 내에 형성될 수 있다.  예컨대, 표적 조직 상에 또는 내부에[0114]

이식 기관을 조직 이식하는 대신에, 이소성 부위에 조직 이식하는 방법을 사용할 수 있다.  이식편은 장막 주머

니에 형성될 수 있고, 이러한 주머니는 피브린 글루 (또는 동등한 것)에 의해 형성될 수 있다.  이러한 접근은,

호스트 간이 너무 흉터가 났거나 자체로 조직으로의 이식편을 차단할 수 있는 다른 파라미터를 갖는 경우에, 간

이식편에 특히 적합할 수 있다.  다른 예는, 혈관 공급을 접근할 수 있도록 하는 주요 필요 조건을 갖는 내분비

세포(endocrine cell)(예컨대 췌도(islets))의 이식편이다.  내분비 세포, 예컨대 췌도의 이식편은 장막 주머니

로 제조될 수 있다.

본 발명자들은, KM-HA 하이드로겔의 점탄성 특성 및 점성은 CMHA-S 및 PEGDA 함량에 따라 달라질 수 있다는 것[0115]

을 알았다.  예컨대, KM-HA 하이드로겔은 완전한 탄성 거동 (도 2a) 및 전단 유동화를 보여주면서, 넓은 주파수

범위에서 일정한 강도를 유지하고, 이들의 점도는 주파수가 증가하면서 감소한다 (도 2b).  이들 KM-HA 하이드

로겔은 완충 증류수와 혼합되는 경우에 다양한 PEGDA 및 CMHA-S 농도로 11 내지 3500 Pa 범위의 전단 탄성 계수

를 얻을 수 있지만, 이 값은 쿠보타 배지와 같은 다양한 기초 배지(basal medium)를 사용함으로써 조절될 수 있

다 (도 2 및 도 11).

이식될 세포가 씨딩될 곳으로의 ECM의 기계적 특성은, 시그널링(signaling), 트랜스포트(transport), 및 세포신[0117]

호변환(mechanotransduction)으로 집합적으로 알려진 메카니즘을 사용하여 기계력에 대응하는 세포의 능력에 엄

청난 효과를 가질 수 있다.  예컨대, 인간 간 전구체, 예컨대 간 줄기 세포는, 완충된 증류수에 혼합되는 경우

에 다양한 PEGDA 및 CMHA-S 농도로 전단 탄성 계수가 11 내지 3500 Pa의 범위를 갖는 스티프한 HA 하이드로겔과

같은, 기계적으로 리지드한 이식편으로 씨딩되는 경우에 구별될 수 있다(human hepatic progenitors, such a

hepatic stem cells, can differentiate when seeded in mechanically rigid grafts, such as within stiff

HA hydrogels having a yield shear moduli ranging from 11 to 3500 Pa with different PEGDA and CMHA-S

concentrations when mixed in buffered distilled water) (도 2).

간 줄기 세포 군집은 이들을 호스팅하는 KM-HA 하이드로겔의 조성물에 따라 분명한 대사 활성을 갖는다.  완전[0118]

한 분비(secretion)는 배양액 전체에 간 기능의 지표(AFP, 알부민 및 요소)용 KM-HA 포뮬레이션에 비교할 만하

다;  그러나,  대사  효능과  결부된  완전한  분비는  HA  농도에  따라  달라지는  선택  방법을  묘사한다(Absolute

secretion is comparable across KM-HA formulations for indicators of hepatic function (AFP, albumin and

urea)  throughout  culture;  however,  absolute  secretion  coupled  with  metabolic  efficiency  depicts  a

selection process that depends on the HA content). (도 12).  이 방법에 있어서, 분비율은 CMHA-S 함량이

1.2% 미만인 KM-HA 하이드로겔에 대한 대사 압박(metabolic duress) 하에서 증가하지만; 반면에 분비율은 더 많

은 CMHA-S (1.6%) 및 높은 대사 기능을 갖는 KM-HA 하이드로겔에서 상대적으로 낮거나 - 또는 포뮬레이션 E에서

와 같이 생존도가 증가한다 (도 3d).  hHpSCs 및 hHBs는 다양한 대사 능력을 보여주기 때문에, KM-HA 하이드로

겔은 간 전구체의 증식 또는 분화를 위해 선택할 수 있다.

간 전구체에서 분화 마커의 발현 분석은, 플라스틱 플레이트에서 hHpSC 군집에 대한 확립된 레벨을 넘어 증가된[0120]

전체 유전자 발현 (도 5); 뿐만 아니라 외부 세포의 선단에 있는 표면에, 외부 경계 쪽으로 군집에 이질성 NCAM

발현 (도 4)에 의한 증거로서, 분화는 KM-HA 하이드로겔 내에서 일어난다는 것을 확인했다.  CD44는 mRNA 발현

레벨에서 hHpSCs 및 hHBs 상에 발현되는 것이 발견되었다 (도 5).  NCAM와 달리, CMHA-S 함량이 1.2% 이하에서

KM-HA 하이드로겔에 더 많은 CD44 발현이 관측되었다 (도 4).

mRNA  발현 레벨은 KM-HA  하이드로겔의 강도에 따라 달리지고 (도 5),  강도에 대한 이러한 의존성은 2  요법[0122]

(regime)을 정의한다 (유전자 발현이 강도가 증가하면서 감소하는 이식편 강성률이 낮은 것, 이식편 강성률이

|G*|  >  200  Pa로  높은  유전자  발현  회복  중  하나(one  at  low  graft  rigidities  where  gene  expression

decreases with increasing stiffness, and one of gene expression recovery at high graft rigidities with
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|G*| > 200 Pa)).  효과는 E-카드헤린에 더욱 급격하고: 단백질 발현은, 연한 하이드로겔의 레벨과 일치하는 강

한 mRNA 발현 레벨에도 불구하고 |G*| = 200 Pa 부근의 분기점 이전에 없고, E-카드헤린의 단백질 발현이 있다

(도 4).  따라서, 외부 기계력에 직접 노출되는 세포는 군집의 외부 표면에서 세포 주변에 신호를 소통할 수 있

다(The  cells  that  are  directly  exposed  to  external  mechanical  forces  are  thus  thought  able  to

communicate the signal to adjacent cells at the external surface of the colony).

이렇게 하여, E-카드헤린 발현의 전이 통제가 환경적 강도에 따라 달라지는 것을 보여줌으로써, 이들의 기질의[0123]

강도에  집합적으로  적용되는  능력을  사용하는  hHpSCs에서의  신호  메카니즘은  링크될  수  있다(signaling

mechanisms in hHpSCs with their ability to collectively adapt to the stiffness of their substrate can

be linked).  따라서, hHpSCs에서 유전자-단백질 전환 방법은 강도-의존 분기점 기준이 가해진다.

KM-HA 하이드로겔에서 배양되는 hHpSC 군집의 유전자 발현의 변화는 3D 환경 내에서 점진적인 분화를 제안한다[0125]

(suggest).  특히, 본 배양 모델에서의 분화는 생체 화학 보충물 없이 일어날 수 있다.  이 결과는, 각종 KM-HA

하이드로겔에 임배드된 hHpSCs가 정치 배양(static culture) 1주 내에 중간 hHB 혈통으로 분화를 보여준다는 것

을 나타낸다.

동결보존(Cryopreservation)[0127]

본 발명의 다른 실시형태에 있어서, HA 겔은 해동시 우수한 보존 및 생존도를 얻기 위한 종래의 동결 보존법이[0128]

사용될 수 있다. 이 방법의 개요는 도 6에 나타낸다.  이론에 얽매이지 않고, HA를 포함시키는 것은, 해동후 기

능의 보존 및 세포의 배양을 가능하게 하는 시뮬레이팅 접합 메카니즘 (예컨대, 인테그린 β1의 발현)에 의해

보존력을 개선한다고 알려진다.  바람직하게, HA 농도는 0.01 내지 1 중량 퍼센트, 더욱 바람직하게는 0.5 내지

0.10%의 범위이다.

달리 언급하지 않으면, 여기에 사용되는 모든 기술적, 과학적 용어는, 본 발명이 속하는 기술의 당업자에 의해[0130]

일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미이다.  여기에 언급되는 모든 공보, 특허출원, 특허, 및 다른 참조 문헌

은 전체가 여기에 참조로 인용된다.  충돌이 있는 경우에, 정의를 포함하는 본 명세서는 제어될 것이다.  또한,

물질, 방법, 및 예는 설명만을 위한 것이고, 그것을 제한하지 않는다.

본 발명은 이하 실례가 되는 실시예로 자세히 설명될 것이다; 그러나 본 발명의 범위를 이하 구체화된 실시형태[0132]

로 제한하거나, 제한하려고 하는 것은 아니다.

실시예 1[0134]

마우스 간 전구 세포(Mouse hepatic progenitor cells)를, 보고된 프로토콜(reported protocols)에 따라 호스[0135]

트 C57/BL6 마우스(4-5 주)로부터 분리시켰다.  "조직 이식(grafting)" 연구를 위해, GFP 리포터(reporter)를

간 전구 세포 내로 도입시켰다.  상기 세포는 히알루로난 (HA) 하이드로겔(hyaluronan  hydrogels)과 함께 혼합

된 다음에, HA 를 피험체 마우스 내로 도입시키기 전에 폴리 (에틸렌 글리콜)-디아크릴레이트[Poly (Ethylene

Glycol)-Diacrylate, PEG-DA]와 가교시켰다.  도입/이식(introduction/transplantation)을 위해, 마우스를 케

타민(90-120mg/kg) 및 자이라진(xylazine)(10mg/kg)으로 마취시키고, 이들의 복부를 열었다.  그리고 난 다음에

HA와 함께 또는 HA 없이, 상기 세포를 전면 간 로브(front liver  lobe)  내로 서서히 주입시켰다(injected).

절개 부위(incision site)를 봉하고(closed), 동물에게 48 hrs 동안 매 12 hrs 마다 0.1.mg/kg 부프레노르핀

(buprenorphine)를 주었다.  48 hrs 후에, 동물을 안락사시키고, 조직을 제거하고, 고정시키고(fixed), 조직구

조를 위해 박편을 만들었다(sectioned for histology). 

쥣과 모델(murine models)  내에서 세포 로컬리제이션(cell localization)을 결정하기 위해, "대조(control)"[0136]

간  전구  세포를,  50  POI  에서  루시페라아제-발현  아데노바이러스  벡터(luciferase-expressing  adenoviral

vector)와 함께 37 ℃에서 4 hrs 동안 감염시켰다.  생존 수술(Survival surgery)을 상기에 기재된 바와 같이

수행하였고,  HA와  함께  또는  HA  없이,  세포(1-1.5E6)를  간  로브(liver  lobe)  내로  직접적으로  주입시켰다

(injected).   이미징(imaging)  전에,  마우스에,  이식된  세포(transplanted  cells)에  의해  발광성  신호

(luminescent signal)을 생산하는 루시페린(luciferin)을 피하 내로 주입시켰다.  IVIS 키네틱 옵티컬 이미저

(IVIS Kinetic optical imager)를 사용하여, 마우스 내의 세포의 로컬리제이션을 측정하였다.

결과 [0138]

24 hrs에서, HA 조직 이식(HA grafting) 없이 주입된 "대조(control)" 세포는 간 및 폐 둘 다에서 발견되었다.[0139]

그러나, 72 hrs에서, 대부분의 세포는 간에 남아 있는 오직 몇몇의 인식 가능한 세포와 함께 발견되지 않는다.
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이와 대조적으로, 본 발명에 따른 이식된 세포는 24 및 72 hrs 둘 다에서 간 내에 성공적으로 통합된 세포의 그

룹(a group of cells)으로서 관찰되고, 2 주 후에도 여전히 존재하였다.  이러한 줄기 세포 니치 이식편을 통해

이식된 세포는 또한 간 조직에 대부분 독점적으로 국한되는 것으로 보이고(Cells transplanted via this stem

cell niche graft were also seen to localize almost exclusively to liver tissue), 임의로 추출된 조직학

적 샘플(randomized histological samples)에서의 검정(assays)에 의해 그 밖의 조직에서 발견되지 않았다(도

7).  

실시예 2[0140]

인간 간 전구 세포를, 보고된 프로토콜(reported protocols)에 따라 태아 간 조직(fetal liver tissue)(16-20[0141]

주)로부터 분리시켰다.  루시페라아제-발현 아데노바이러스 벡터를 간 전구 세포 내로 도입시켰다.  상기 세포

를 티올-변형된 카르복실메틸 HA(thiol-modified carboxymethyl HA)(CMHA-S)와 함께 혼합시킨 다음에, 피험체

마우스 내로 도입되기 전에 가교제 폴리 (에틸렌 글리콜)-디아크릴레이트(PEG-DA)의 존재 하에서 혼합시켰다

[The cells were then mixed with thiol-modified carboxymethyl HA (CMHA-S) and in the presence of the

crosslinker  Poly  (Ethylene  Glycol)-Diacrylate  (PEG-DA)  prior  to  introduction  into  a  subject  mouse].

보다  명확하게,  상기  하이드로겔은,  2.0  %  용액(중량/부피)을  제공하도록  KM  에서  HA  건조  시약(HA  dry

reagents)을 용해시킴으로써 구성되고(constructed), 상기 가교제(crosslinker)를, 4.0 % 중량/부피 용액을 제

공하도록 KM 에 용해시켰다.  샘플이 완전히 용해되도록 37 ℃ 워터 배스(water bath)에 배양하도록 두었다.

콜라겐 III 및 라미닌(laminin)을 1.0 mg/ml의 농도로 제조하고, 1 : 4 비율로 가교제/하이드로겔과 함께 혼합

하였다.  

도입/이식을 위해, 마우스를 케타민(90-120 mg/kg) 및 자이라진(xylazine)(10 mg/kg)으로 마취시키고, 이들의[0143]

복부를 열었다.  그리고 난 다음에 HA와 함께 또는 HA 없이, 상기 세포를 전면 간 로브(front liver lobe) 내로

서서히 주입시켰다.   절개 부위를 봉하고,  동물에게 48  hrs  동안 매 12  hrs  마다 0.1.mg/kg  부프레노르핀

(buprenorphine)를 주었다.  48 hrs 후에, 동물을 안락사시키고, 조직을 제거하고, 고정시키고(fixed), 조직학

을 위해 박편을 만들었다(sectioned for histology).  간 손상 모델에 대해, 사염화탄소(CCl4)의 한 번 투여량

(one-time dose)은 0.6 ul/g으로 IP 투여하였다.  48 hrs 후에, 동물을 안락사시키고, 조직을 제거하고, 고정

시키고(fixed), 조직 구조를 위해 박편을 만들었다(sectioned for histology). 

쥣과 모델 내에서 세포 로컬리제이션을 결정하기 위해, "대조(control)" 간 전구 세포를, 50 POI 에서 루시페라[0145]

아제-발현 아데노바이러스 벡터와 함께 37 ℃에서 4 hrs 동안 감염시켰다.  생존 수술을 상기에 기재된 바와 같

이 수행하였고, 세포(1-1.5E6)를 HA와 함께 또는 HA 없이 간 로브(liver lobe) 내로 직접적으로 주입시켰다.

이미징(imaging)  전에,  마우스에  이식된  세포에  의해  발광성  신호를  생산하는  루시페린  K  염(luciferin  K

salt)(150 mg/kg)을 IP 주입시켰다.  IVIS 키네틱 옵티컬 이미저(IVIS Kinetic optical imager)를 사용하여,

마우스 내의 세포의 로컬리제이션을 10 내지 15 분 후에 측정하였다(도 7).

7 일에 마우스 혈청에서 분비된 인간 알부민(secreted human albumin)의 농도 레벨은 이식된 인간 간 전구 세포[0147]

의 기능을 측정하기 위해 평가된다.  알부민 생산은 450 nm에서 비색 흡수력(colorimetric absorbance) 및 겨자

무과산화효소-접합된 플루오로프로브(horseradish peroxidase-conjugated fluoroprobes)와 함께 ELISA 로 측정

된다(도 8).  7 일에, 조직 샘플은 마우스로부터 제거되고, 4 % PFA에 2일 고정시키고, 70 % 에탄올에 저장시켰

다.  5 ㎛ 두께 절편(thick sections)을 조직학적 검사를 위해 염색하였다.  

결과[0149]

7일에, 혈액 샘플을 재취하고, 조직을 제거하고, 조직 구조를 위해 고정시켰다.  혈청 알부민에서의 약간의 증[0150]

가는 건강한 모델(healthy model)에 비해 손상된 모델(injury model)에서 관찰되었고, HA-조직 이식 방법(HA-

grafting methods)은 또한 HA가 결핍된 세포 현탁액으로부터의 결과와 비교한 경우 증가를 나타내었다(도 8). 

CCl4-처리된 마우스로부터의 조직을 인간 알부민에 대해 염색시켰다.  HA를 사용한 조직 이식 방법을 통해 이식[0151]

된 세포는 호스트 세포 내에 이식된 세포의 그룹화되고 유지된 큰 세포 매스로 발견되었다(Cells transplanted

via  grafting  methods  using  HA  were  found  grouped  and  maintained  large  cell  masses  of  transplanted

cells  within  the  host  cells).   그러나, 세포 현탁액을 통해 이식된 세포는 간을 통해 분산된 작은 집합

(small aggregates)을 야기한다.  

실시예 3[0152]
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인간 췌장 전구 세포(Human pancreatic progenitor cells)를 췌장 조직으로부터 분리시켰다.  루시페라아제-발[0153]

현 아데노바이러스 벡터를 상기 전구 세포 내로 도입시켰다.  상기 세포를, 실시예 2에 기재된 바와 같이, 티올

-변형된 카르복실메틸 HA(CMHA-S)와 함께 혼합시킨 다음에, 가교제 폴리 (에틸렌 글리콜)-디아크릴레이트(PEG-

DA)의 존재 하에서 혼합시킨다.

도입/이식을 위해, 마우스를 케타민(90-120 mg/kg) 및 자이라진(xylazine)(10 mg/kg)으로 마취시키고, 이들의[0155]

복부를 열었다.  그리고 난 다음에 HA와 함께 또는 HA 없이, 상기 세포를 전면 간 로브(front liver lobe) 내로

서서히 주입시켰다(injected).  절개 부위(incision site)를 봉하고(closed), 동물에게 48 hrs 동안 매 12 hrs

마다 0.1.mg/kg 부프레노르핀(buprenorphine)를 주었다.  48 hrs 후에, 동물을 안락사시키고, 조직을 제거하고,

고정시키고, 조직 구조를 위해 박편을 만들었다.  

쥣과 모델 내에서 세포 로컬리제이션을 결정하기 위해, "대조(control)" 전구 세포를, 50 POI 에서 루시페라아[0157]

제-발현 아데노바이러스 벡터와 함께 37 ℃에서 4 hrs 동안 감염시켰다.  생존 수술을 상기에 기재된 바와 같이

수행하였고, HA와 함께 또는 HA 없이, 세포(1-1.5E6)를 췌장 내로 직접적으로 주입시켰다.  이미징(imaging) 전

에, 마우스에 이식된 세포에 의해 발광성 신호를 생산하는 루시페린 K 염(150 mg/kg)을 IP 주입시켰다.  IVIS

키네틱 옵티컬 이미저(IVIS Kinetic optical imager)를 사용하여, 마우스 내의 세포의 로컬리제이션을 10 내지

15 분 후에 측정하였다.  

결과[0159]

24 hrs에, HA 조직 이식(HA grafting) 없이 주입된 "대조" 세포는 그 밖의 기관 중에서 췌장에서 발견되었다.[0160]

그러나, 72 hrs에서 대부분의 세포는 췌장에 남아 있는 오직 몇몇의 인식 가능한 세포와 함께 위치될 수 없다

(At 72 hrs, however, most cells can not be located with only a few identifiable cells remaining in the

pancreas).  이와 대조적으로, 본 발명에 따른 조직 이식된 세포(grafted cells)는 24 및 72 hrs 둘 다에서 췌

장 내에 성공적으로 통합된 세포의 그룹(a group of cells)으로서 관찰되고, 2 주 후에도 여전히 존재하였다.

실시예 4[0161]

하이드로겔(hydrogel)에 공급한 간 줄기 세포(hepatic stem cells)의 기능 및 생존 능력(viability)을 평가하[0162]

기 위해 연구를 실시하였다.  생존 능력은 Molecular Probes Calcein AM 살아있는 세포 생존 능력 키트(live

cell viability kit)(Molecular Probes, Eugene Oregon)를 사용하여 배양물(cultures)에서 평가되었다.  멤브

레인-침투하는  칼세인  AM(Membrane-permeant  calcein  AM)은,  세포질  녹색  형광(cytoplasmic  green

fluorescence)을  수득하기  위해  살아있는  세포(live  cells)에서  에스테라아제(esterases)에  의해  분열된다.

배양 배지에서 분비된, 알부민, 트랜스페린(transferrin) 및 요소(urea)의 농도 레벨은 배양의 1 주일 동안에

측정되었다.   간단히,  배지  상청액(media  supernatant)을  수집하고,  분석할  때까지  -20  ℃에서  냉동

저장하였다.  알부민 생산은, 인간 알부민 ELISA 정량 세트(human albumin ELISA quantitation sets)를 사용하

여 ELISA에 의해 측정되었다.  요소 생산은 혈액 요소성 질소 비색 시약(blood urea nitrogen colorimetric

reagents)을  사용하여  분석하였다.   모든  검정은  사이토플루오르  Spectramax  250  다중-웰 플레이트  리더기

(cytofluor Spectramax 250 multi-well plate reader)와 함께 개별적으로 측정되었다. 

결과[0164]

상기 결과는 도 9 및 도 10 에 제공되어 있다.  배양의 3 주 후에, 세포를 유전적 발현(genetic expression)을[0165]

위해 분석하였다.  mRNA 발현의 레벨은 GAPDH 로 정상화된다.  모든 측정은, 히알루로난 하이드로겔(hyaluronan

hydrogels)에서 3-차원 배양 전에 초기의 간 줄기 세포 콜로니(initial hepatic stem cell colonies)와 비교하

여 폴드 변화(fold changes)로서 나타낸다.  히알루로난 하이드로겔 배양 조건 둘 다[HA 및 HA + 콜라겐III +

라미닌(laminin)]에서, 초기의 콜로니 발현과 비교한 경우, EpCAM(7.72±1.42, 9.04±1.82) 및 알부민(5.57±

0.73, 4.84±0.84)에서 현저하게 증가되었다.  둘 다의 조건(0.55±0.11, 0.17±0.03)에서 간모세포 분화 마커

AFP(hepatoblast differentiating marker AFP)에서 또한 현저하게 감소되었다.  게다가, HA+CIII+Lam 조건은

베이직 HA 배양(basic HA culture)과 비교한 경우, AFP 발현에서 현저한 감소를 나타내었다.  

실시예 5[0167]

혈청-유리 배지(serum-free medium)에서 배양된 임배딩된 hHpSCs(embedded  hHpSCs)에서 다양한 농도의 HA 및[0168]

PEGDA와 함께 HA 하이드로겔의 역학적 성질(mechanical properties)의 효과를 평가하였다.  사용된 제형은 하기
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표 3 에 요약되어 있다: 

표 3

[0170]

각각의 제형에 대한 최종의 KM-HA 하이드로겔 조성물은, 4 : 1 비율로 티올-변형된 카르복시메틸 HA(CMHA-S) 및[0171]

폴리(에틸렌  글리콜)-비스-아크릴레이트(PEGDA)  용액을  혼합함으로써  획득된다.   특정한  농도의  CMHA-S  및

PEGDA 건조 시약을 CMHA-S 및 PEGDA의 특정한 농도에서 pH 7.4 로 KM 에 각기 혼합시키고, 건조 시약의 용해를

향상시키기 위해 37 ℃에서 30 분 동안 항온시켰다.  최대의 하이드로겔 가교-결합은, 5 % CO2/공기 혼합(air

mix) 및 37 ℃에서 항온기(incubator)에서 멸균 조건(sterile conditions) 하에서 1 시간 동안 추가적인 배양

없이 발생한다.  그 후에, 하이드로겔을 2.5 ml의 HK 배지에 공급시키고, 테스트 전에 밤새 배양시켰다.  

확산성 검정(diffusivity assays)을 위해, 하이드로겔 제형을 볼텍싱(vortexing)으로 균질화시키고, ~ 1 mm 두[0172]

께로 평판시켰다(plated).  하이드로겔을, 혼합 후에 최대한의 가교-결합(maximum cross-linking)을 가능하게

하도록, 5 % CO2/공기 혼합 및 37℃에서 항온기(incubator)에서 멸균 조건 하에서 1 시간 동안 추가적인 배지

없이 배양시켰다.  그리고 난 다음에, 샘플을, 테스트 전에 밤새 배양 동안 샘플 내로 분산을 가능하게 하는,

2.5 mg/ml(0.036 mM) 플루오레세인(fluorescein)-접합된 70-kDa 덱스트란 분자를 공급한 동량의 KM으로 보충하

였다.  

HA 하이드로겔의 확산계수(Diffusion coefficients)는 광표백 (FRAP) 시스템(photobleaching system) 후에 형[0173]

광 회복(fluorescence  recovery)을 사용하여 측정되었다.  "인-웰(In-well)" 테스팅(testing)은, D70-보충된

KM의 사전 흡인(aspiration) 없이 이미징 목적(imaging purposes)을 위해 실온에서 평형 후에 샘플에서 실시하

였다.  5  가지의 개별적인 30-초 광표백 스폿의 전체(A  total  of  5  individual  30-second  photobleaching

spots)[13.5-mW  458/488  nm  여기  아르곤  레이저(excitation  Argon  laser),  블런치드  지오메트리(bleached

geometry): 35-um 직경 써클(diameter circle)]는 샘플 당 테스트되고, 단일 단일방향성 스캔 예비-표백 이미

지(a single unidirectional scan pre-bleaching image), 광표백 후의 즉시의 단일 단일방향성 스캔 이미지,

및 4.0-초 지연 간격 후에(4.0-second delay intervals afterwards) 28 단일 단일방향성 스캔 시간-시리즈 이

미지[256 x 256 픽셀 프레임 사이즈(pixels frame size), 0.9 um/픽셀 해상도(pixel resolution)]는 단일 채널

(single channel)을 통한 후 처리(post-processing)를 통해 획득된다.  

결과[0175]

KM-HA 하이드로겔의 강도(Stiffness), 점탄성(viscoelastic properties) 및  점성은 CMHA-S 및 PEGDA 함량에[0176]

따른다.  KM-HA 하이드로겔은 완전한 탄성거동(perfectly elastic behavior)을 나타내면서 넓은 집중 빈도 범위

(a broad forcing frequency range)에 걸쳐 일정한 강도(constant stiffness)를 유지하고, 증가된 집중 빈도와

함께 이들의 감소된 점성으로서(as their viscosity decreased with increasing forcing frequency), 전단 유

동화(shear thinning)를 나타낸다.  CMHA-S 및 PEGDA의 함량은 KM-HA 하이드로겔의 역학적 성질을 조절한다(도

11a).  이와 대조적으로, KM-HA 하이드로겔의 확산 성질(diffusion properties)은, 이들이 쿠보타 배지만의 확

산 성질과 비교할 만하기 때문에 최적이다(도 11b).

간 줄기세포 콜로니(Hepatic stem cell colonies)는 KM-HA 하이드로겔과 함께 혼합되고, 분화의 징후인 회전 타[0177]

원체-유사 구조(spheroid-like structures)로의 응집 또는 복잡한 3D 구조로의 폴딩에 유리하도록 이들의 편평

한  입체배치(flat  configurations)는  포기하기  시작했다(began  to  abandon  their  flat  configurations  in

등록특허 10-2289168

- 23 -



favor of agglomeration to spheroid-like structures or folding into complex 3D structures, both signs

of differentiation).  배양의 1 주일 후에, 세포 형태(cell morphology)는 다양해지고, 몇몇의 세포는 hHBs의

특징인, 크기에서 약 15 um으로 확장된다.  CDH1, CD44 및 EpCAM과 같은 hHBs 및 hHpSCs에 대한 세포 표면 마

커에 대한 항체와 함께 면역염색(Immunostaining)은 분화(differentiation)를 확인하였다.  

배양을 통해, KM-HA 하이드로겔에 대한 모두 테스트된 조성물에서 hHpSCs는, 요소 합성(urea synthesis)이 7 일[0178]

에 모든 KM-HA 하이드로겔에서 비교할 만한 레벨로 평형을 이루면서, 증가된 농도에서 AFP 및 알부민을 분비하

였다(도 12).  배양의 1 주일 후에, KM-HA 하이드로겔 내에 씨드된(seeded) hHpSC 콜로니 세포에서의 EpCAM의

mRNA 발현의 레벨은, 2D-성장된 hHpSC 콜로니 또는 갓 분리된 hHBs(freshly isolated hHBs)의 것보다 현저하게

더 높았다.  KM-HA 하이드로겔에서의 hHpSCs에 대한 NCAM, AFP 및 E-카데린(cadherin)(CDH1)의 mRNA 발현의 레

벨은 또한, 2D-성장된 hHpSC 콜로니의 것과 현저하게 다르다(도 5).  

hHpSCs (NCAM, AFP, CDH1)에 대한 분화 마커 및 hHpSCs and hHBs (CD44, EpCAM)에 공통된 마커의 유전자 발현[0179]

의 정량적인 측정은, |G*| < 200 Pa에 대한 증가된 KM-HA 하이드로겔 강도와 함께 점진적인 감소 및 그 뒤의 회

복을 나타낸다(도 5).  모든 하이드로겔 제형(hydrogel formulations)으로부터 세포는 EpCAM, NCAM 및 CD44 단

백질을 발현한다; 그러나 CD44 는 1.2% CMHA-S 또는 미만과 함께 KM-HA 제형에서 풍부한 것으로 나타낸 반면에,

NCAM은 모든 KM-HA 하이드로겔에서 풍부하게 남아 있다(도 4).  

실시예 6[0181]

세포의 배양 및 해동 후 기능의 보존(preservation of functions post-thawing)을 가능하게 할 수 있는 접합[0182]

메카니즘(adhesion mechanism)의 보존을 향상시키는 HA의 효과를 평가하였다.  갓 분리된 hHpSCs 및 간모세포

(hepatoblasts)는 태아 간(fetal livers)에서 분리되고, 0.5 또는 0.10 % 히알루로난(HA)와 함께 또는 없이,

수많은 상이한 동결보존 완충용액(cryopreservation  buffers)  중의 하나에서 저온 보존된다(cryopreserved).

보다 명확하게, 샘플은, 10 % DMSO 또는 CryoStorTM-CS10(Biolife Solutions), 및 0, 0.05 또는 0.10 중량% HA

하이드로겔로 보충된 배양 배지를 포함하는 동결보존 용액에 2x 10
6
 세포/ml로 동결된다.  상기 세포는, 도 13

에 나타낸 바와 같이 조절된 방식(controlled manner)으로 가교되지 않는 HA 에서 냉동되기 전에, 4 ℃에서 10

min 동안 동결보존 용액에서 평형되는 것을 가능하게 하였다.  

해동된 때에(Upon thawing), 상기 세포를, 줄기 세포 부착을 가능하게 하도록 1 ug/cm
2
으로 콜라겐 III로 코팅[0184]

된 조직 배양 플레이트 내에 평판시켰다(plated).  

결과[0187]

테스트된 모든 완충용액은 해동된 때에 높은 생존 능력(80-90 %)을 산출하였다(도 14).  그러나, HA 으로의 보[0188]

충은, 배양되고 조직 배양 표면에 부착하고 배양되기 위해 상기 보존된 세포의 능력에서의 상당한 향상을 나타

내었다.  관찰된 최상의 결과는, 작은 양의 히알루로난(0.05 또는 0.10  %)으로 보충된 CS10  등장 배지(CS10

isotonic medium)에서의 저온 보존된 세포에 대한 것이다.  발견된 것은,연구 및 잠재적인 치료 적용 둘 다에서

줄기  세포  보관(stem  cell  banking)을  위한  보다  효율적인  방법을  제공하는,  혈청-유리  조건(serum-free

condition) 하에서의 갓 분리된 인간 간 전구 세포의 냉동보존에서의 개선된 방법을 나타낸다.  

세포-세포 및 세포-매트릭스 부착 인자(cell-matrix adhesion factors)의 발현을 측정하였다.  저온 보관된 샘[0190]

플에서의 세포 부착 분자의 유전의 발현 프로파일의 요약은 도 15 에 나타낼 수 있다.  인테그린β1의 가장 높

은 발현은 CS10  +  0.05  %  HA(0.130±0.028,  n=28)에서 냉동된 샘플에서 나타났다.  이는 신선한 샘플(fresh

samples)(0.069±0.007, n=24, p<0.01)에서 나타낸 발현과 비교하였을 때, 현저하게 상이하다.  또한, CS10 +

0.1 % HA(0.049±0.006, n=20) 및 CS10 + 0.05 % HA(0.064±0.003, n=16)에서 냉동된 세포에서의 CDH-1(E-카데

린) 발현은, 신선한 샘플(0.037±.005, n=36, p<0.05)과 비교한 경우 발현에서 현저한 증가를 나타내었다.  

본 발명은 이의 특정한 실시형태와 관련하여 기재되어 있으면서, 이는 추가적인 변경을 할 수 있고, 이러한 적[0192]

용은 하기의 발명의 어떠한 변화, 사용 또는 변경을 포함하려는 의도임을, 이해할 수 있을 것이다.  보통, 본

발명의 원칙 및 본 발명에 존재하는 본 분야 내의 알려지거나 또는 관례적인 실행에서 접근한 것은 본 발명으로

부터의 이러한 출발을 포함하고, 상기에 나타내고 첨부된 청구의 범위에서 나타낸 필수적인 특징에 적용될 수도

있는 것을 포함한다. 
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