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명 세 서

청구범위

청구항 1 

균질화된 식물 조직 유래 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 입자로서,

상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하고, 여기서 지질은 나노 입자의

구조 성분이 아닌, 나노 입자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 나노 입자는 실질적으로 지질이 없는, 나노 입자.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 나노 입자는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티드 및/또는 단백질, 유기산, 적어도 하

나의 폴리 페놀, 이들의 절단 생성물, 또는 이들의 임의 조합을 포함하는, 나노 입자.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는,

펙틴계 내부 코어;

내부 코어를 둘러싸는 중간층으로서, 상기 중간층은 펙틴 및 헤미셀룰로오스의 거대 분자 및/또는 이들의 절단

생성물, 폴리 페놀 및 유기산을 포함하는 중간층; 및

식물 조직의 숙성 동안 및/또는 균질화 동안 이화 작용으로부터 선택적으로 형성된, 거대 분자 탄수화물 및 단

백질을 포함하는 피브릴화된 외부 층을 포함하는, 나노 입자.

청구항 5 

제3항 또는 제4항에 있어서, 상기 유기산은 말산, 아스코르브 산 또는 둘 다를 포함하는, 나노 입자.

청구항 6 

제3항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리 페놀은 안토시아닌을 포함하는, 나노 입자.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 세포 성분은 숙성 동안 또는 숙성된 과일의 균질화 동안 식물

조직으로부터 유리되고 나노 입자로 자가 조립될 수 있는 것들을 포함하는, 나노 입자.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 하나 이상의 구조적 탄수화물은 펙틴, 펙틴산, 펙틴의 메틸 에

스테르, 펙틴 유도체, 폴리 갈락투론산, 람노갈락투로난(rhamnogalacturonans), 자일로구칸(xylogucans), 헤미

셀룰로오스, 글루코스, 만노스 또는 자일로스의 β-(1→4)-연결된 백본들을 포함하는 자일로글루칸,  및/또는

아라비노갈락탄 및/또는 이의 절단 생성물 중 하나 이상을 포함하는, 나노 입자.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 직경이 약 50 내지 250nm인 실질적으로 구형 구조

를 갖는, 나노 입자.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자,
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펙틴계 내부 코어;

내부 코어를 둘러싸는 중간층으로서, 상기 중간층은 펙틴 또는 이의 유도체를 포함하는 하나 이상의 나선형 피

브릴(fibril) 구조, 및 하나 이상의 헤미셀룰로오스-유래 분자 또는 이의 유도체를 포함하는, 중간층; 및

헤미셀룰로오스 또는 이의 절단 생성물, 및 세포 단백질로부터 유래된 하나 이상의 펩티드를 포함하는 피브릴화

된 외층을 포함하는, 나노 입자.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 약 pH3 내지 약 pH7 범위에서 존재하는 수소-결

합 상호 작용에 의해 안정화되고, 식물 조직의 세포 성분의 이화 작용으로부터 유래된 거대 분자들 사이에서 형

성되고 히드록실기 및/또는 아미노기 및/또는 유기산 기를 갖는, 나노 입자.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 비결정질인, 나노 입자.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 생물학적 활성제를 추가로 포함하는, 나노 입자.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 약제학적 활성 약물, 단백질, 효소, 기능성 식품 또는 영양소인, 나

노 입자.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 수용액 중에 있는, 나노 입자.

청구항 16 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 나노 입자는 분말 형태인, 나노 입자.

청구항 17 

제1항 내지  제14항 중  어느  한  항에  있어서,  상기  나노 입자는 탈수,  냉동  건조(lyophilized),  동결-건조

(freeze-drying), 분무-건조 또는 나노 분무 건조 형태인, 나노 입자.

청구항 18 

제1항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직을 포함하는, 나노 입

자.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 식물 조직은 과일, 숙성 채소, 또는 이들의 임의의 조합을 포

함하고, 바람직하게는, 상기 식물 조직은 체리, 블루 베리, 포도, 복숭아, 천도 복숭아, 자두, 살구, 파파야,

토마토 또는 이들의 임의의 조합을 포함하는, 나노 입자.

청구항 20 

제18항 또는 제19항에 있어서, 상기 식물 조직은 신 체리 과일 조직을 포함하는, 나노 입자.

청구항 21 

균질화된 식물 조직으로부터 나노 입자를 제조하는 방법으로서, 

상기 방법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;
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존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편(debris)을 제거하는 단계; 및

선택적으로, 균질화된 식물 조직을 투석하여 비-복합 화합물을 제거하거나, 크기 배제에 의해 비-복합 화합물을

제거하는 단계를 포함하고,

이에 의해 세포 성분의 자가 조립에 의해 형성된 나노 입자를 포함하는 용액을 제공하는, 방법.

청구항 22 

제21항에 있어서, 상기 방법은 나노 입자를 포함하는 용액을 탈수, 냉동 건조, 동결 건조, 분무 건조 또는 나노

분무 건조하는 단계를 추가로 포함하는, 방법

청구항 23 

제21항 또는 제22항에 있어서, 상기 나노 입자는 실질적으로 수성 매질에서 자가 조립에 의해 형성되는, 방법

청구항 24 

제21항 내지 제23항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성, 유기

성 또는 혼합된 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함하는, 방법

청구항 25 

제21항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 식물 조직

을 수성, 유기성 또는 물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 어느 하나 이상을 포함하는 혼합된 수성-유기성 매질

에서 고 전단 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함하는, 방법

청구항 26 

제21항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 파편 제거 단계는 투석, 균질화된 식물 조직을 여과하는 것,

균질화된 식물 조직을 원심 분리하는 것, 또는 균질화된 식물 조직에 대해 접선 유동 여과 또는 연속 유동 여과

하는 것 또는 이들의 조합을 수행하는 단계를 포함하는, 방법

청구항 27 

제21항 내지 제26항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 방법은 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 정의된 나노 입

자를 제조하기 위한 것인, 방법

청구항 28 

균질화된 식물 조직으로부터 나노 입자를 제조하는 방법으로서, 상기 방법은,

상기 식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;

상기 세포 성분의 자가 조립에 의해 나노 입자가 형성되도록 하는 단계;

존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; 및

동결 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조를 통해 나노 입자를 포함하는 분말을 형성하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 자가 조립은 실질적으로 수성 매질에서 발생하는, 방법.

청구항 30 

제28항 또는 제29항에 있어서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성, 유기성 또는 혼합된

수성-유기성 매질에서 식물 조직을 고 전단 균질화시키는 것을 포함하는,  방법.

청구항 31 

제28항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 파편을 제거하는 단계는 균질화된 식물 조직을 여과하거나,
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균질화된 식물 조직을 원심 분리하거나, 또는 둘 모두를 포함하는, 방법.

청구항 32 

제28항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 방법은 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 정의된 나노 입

자를 제조하기 위한 것인, 방법.

청구항 33 

제21항 내지 제32항 중 어느 한 항에서 정의된 방법으로 제조된 나노 입자.

청구항 34 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자로부터 제조된 식품 분말로서, 선택적으로 상

기 식품 분말은 마이크로-크기 미세 분말 형태로 제공되는, 식품 분말.

청구항 35 

생물학적 활성제를 필요로 하는 대상, 세포 또는 유기체에 전달하는 방법으로서, 상기 방법은,

화학적 또는 물리적 과정을 사용하여 생물학적 활성제와 복합체화 되거나 접합된, 제1항 내지 제20항 중 어느

한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를, 대상, 세포 또는 유기체에 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 36 

제36항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소인, 방법.

청구항 37 

제35항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물이고, 상기 대상은 암에 걸린 대상인, 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성

화합물인, 방법.

청구항 39 

제35항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 나노 입자 형성 동안 나노 입자에 도입되

거나, 상기 생물학적 활성제는 임의로 알코올 또는 기타 유기 성분을 포함하는 수성 기반 매질에서 이미 형성된

나노 입자와 복합체화되거나 접합되는, 방법.

청구항 40 

제39항에 있어서, 상기 수성 기반 매질은 DMSO, 또는 완충제 또는 둘 다를 포함하는, 방법.

청구항 41 

필요로 하는 대상에서 염증을 유발하는 활성 산소 종의 증가된 수준과 관련된 질환 또는 질병을 치료하는 방법

으로서,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 상기 대상에게 투여하는 것을 포함하는,

방법.

청구항 42 

필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 상기 대상에게 투여하는 것을 포함하는,

방법.
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청구항 43 

제42항에 있어서, 상기 나노 입자는 항염증제를 포함하거나 이와 병용-투여되는, 방법.

청구항 44 

제43항에 있어서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함하는, 방법

청구항 45 

필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상에게 투여하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 46 

제45항에 있어서, 상기 나노 입자는 전통적으로 식품 또는 의료 목적으로 사용되는 견과류, 콩과 식물, 허브,

향신료, 채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 포함하는, 방법.

청구항 47 

필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상에게 투여하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 48 

제47항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여되는, 방법.

청구항 49 

제47항 또는 제48항에 있어서,  상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합되는, 방법.

청구항 50 

제48항 또는 제49항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 방법.

청구항 51 

대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상에게 투여하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 52 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 포함하는 점도 증진 식품 첨가제.

청구항 53 

필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상에게 투여하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 54 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 포함하는 화장품.
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청구항 55 

필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한 조성물로서, 

상기 조성물은 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자 및 선택적으로 생물학적 활성

제 포함하는, 조성물.

청구항 56 

필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하는 방법으로서, 

상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상의 피부에 적용하는 단계를 포함하는,

방법.

청구항 57 

제56항에  있어서,  상기  나노  입자는  추가  안토시아닌  또는  또  다른  UV-보호제를  포함하거나  이와  함께

적용되는, 방법.

청구항 58 

세포 증식을 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 세포 또는 조직 또는 기관에 처리하는 것

을 포함하는, 방법.

청구항 59 

제58항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용되는, 방법.

청구항 60 

제58항 또는 제59항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합되는 것인, 방법.

청구항 61 

제59항 또는 제60항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 방법.

청구항 62 

필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 대상에게 투여하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 63 

필요로 하는 대상 또는 세포에 생물학적 활성제를 전달하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항

에 정의된 나노 입자의 용도.

청구항 64 

제63항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 또는 철과 같은 원소인, 용도.

청구항 65 

제63항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물이고, 상기 대상은 암에 걸린 대상인, 용도.

청구항 66 

제65항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 용도.
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청구항 67 

제63항 내지 제66항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 나노 입자의 형성 동안 나노 입자에 도입

되거나, 상기 생물학적 활성제는 수성 기반 매질에서 이미 형성된 나노 입자와 복합체화되거나 접합되는 것인,

용도.

청구항 68 

제67항에 있어서, 상기 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충액, 또는 둘 다를 포함하는, 용도.

청구항 69 

필요로 하는 대상에서 활성 산소 종과 관련된 질환 또는 질병을 치료하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한

항 또는 제33항에 정의된 나노 입자의 용도.

청구항 70 

필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의

된 나노 입자의 용도.

청구항 71 

제70항에 있어서, 상기 나노 입자는 항염증제를 포함하거나 그와 함께 투여하기 위한 것인, 용도

청구항 72 

제71항에 있어서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함하는, 용도.

청구항 73 

필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의

된 나노 입자의 용도.

청구항 74 

제73항에 있어서, 상기 나노 입자는 견과류, 콩과 식물, 허브, 향신료, 채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어

도 부분적으로 유래된 것인,용도.

청구항 75 

필요로 하는 대상에서 암을 치료하거나 예방하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된

나노 입자의 용도.

청구항 76 

제75항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적 병용 투여를 위한 것인, 용도.

청구항 77 

제75항 또는 제76항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합된 것인, 용도.

청구항 78 

제76항 또는 제77항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 용도.

청구항 79 

가용성 식이 섬유를 대상에게 제공하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자

의 용도.

청구항 80 
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점도 증진 식품 첨가제 또는 섬유질 대체물로서 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노

입자의 용도.

청구항 81 

필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된

나노 입자의 용도.

청구항 82 

화장품에서 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자의 용도.

청구항 83 

필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자의

용도.

청구항 84 

국소 투여를 위한 약물 전달 비히클로서 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자의

용도.

청구항 85 

필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노

입자의 용도로서, 상기 나노 입자는 대상의 피부에 적용하기 위한 것인, 용도.

청구항 86 

제85항에 있어서, 상기 나노 입자는 추가 안토시아닌 또는 또 다른 UV-보호제를 포함하거나 이와 함께 적용되는

것인, 용도.

청구항 87 

세포 증식을 감소시키기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자의 용도.

청구항 88 

제87항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용되는 것인, 용도.

청구항 89 

제87항 또는 제89항에 있어서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합된 것인, 용도.

청구항 90 

제88항 또는 제89항에 있어서, 상기 나노 입자는 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 용도.

청구항 91 

필요로 하는 대상의 간에서 트리글리 세라이드 축적을 감소시키기 위한 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는

제33항에 정의된 나노 입자의 용도.

청구항 92 

암 마커에 특이적인 표적화 항체와 접합된, 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자

를 포함하는 표적화된 나노 입자.

청구항 93 

제92항에 있어서, 상기 표적화 항체는 표적화된 나노 입자를 암세포로 표적화하기 위한 PD-L1 항체 또는 이의

항원 결합 단편을 포함하는, 표적화된 나노 입자.
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청구항 94 

제92항 또는 제93항에 있어서, 상기 표적화된 나노 입자는 적어도 하나의 세포 독성 또는 항암 약물과 복합되거

나 접합된 것인, 표적화된 나노 입자.

청구항 95 

제94항에 있어서, 상기 표적화된 나노 입자는 파클리탁셀, 독소루비신, 또는 둘 모두와 복합체화 되거나 접합된

것인, 표적화된 나노 입자.

청구항 96 

항균제와 복합체화 되거나 접합된 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제33항에 정의된 나노 입자를 포함하

는, 항균 나노 입자.

청구항 97 

제96항에 있어서, 상기 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신(Nisin), 또는 이들의 임의의 조합을 포

함하는, 항균 나노 입자.

청구항 98 

제97항에 있어서, 상기 항균 나노 입자는 MDR 세균 감염의 치료 또는 예방에 사용하기 위한 것인, 항균 나노 입

자.

청구항 99 

균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립된 세포 성분을 포함하는 식품 분말로서, 상기 세포 성분은 하나

이상의 구조적 탄수화물 또는 그의 절단 생성물을 포함하고, 추가로 하나 이상의 영양제를 포함하며, 여기서 지

질은 식품 분말의 구조적 구성 요소가 아닌, 식품 분말.

청구항 100 

제99항에 있어서, 상기 식품 분말은, 나노 구 유사 구조를 형성하기 위해 스스로를 또는 그 주위를 감는 섬유

구조를 포함하는, 식품 분말.

청구항 101 

제99항 또는 제100항에 있어서, 상기 식품 분말은 소수성 성분을 추가로 포함하는, 식품 분말.

청구항 102 

제101항에 있어서, 상기 소수성 성분은 아몬드 우유, 코코넛 우유 및/또는 식용 견과류 유래 우유로 제공되는,

식품 분말.

청구항 103 

제99항 내지 제102항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 영양제는 건강상의 이점을 갖는 자연 발생 활성 성분을 포

함하는, 식품 분말.

청구항 104 

제99항 내지 제103항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 영양제는 하나 이상의 카로티노이드, 아노나신, 보스웰리아

(Boswelia), 아슈와간다(Ashwagandha), 생강과 성분(Ginger family members), 칸나비노디올(cannabinodiols),

프럭토-올리고당, 갈락토-올리고당, 이눌린, 예루살렘 아티초크, 후추과 성분(Piperaceae family members), 검

은후추 열매(Piper nigrum) 또는 피페린(piperine) 및/또는 이의 유도체를 함유하는 야생의 친척, 또는 건강상

의 이점이 있는 임의의 활성 성분, 또는 이로부터 분리된 임의의 추출물, 유도체 또는 제품, 또는 이들의 조합

를 포함하는, 식품 분말.

청구항 105 
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제99항 내지 제104항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 식품 분말은, 

신 체리 또는 이의 수성 추출물;

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;

두유 또는 대두의 다른 균질물;

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및

강황(turmeric) 또는 그 분말을 포함하는, 식품 분말.

청구항 106 

제105항에 있어서, 상기 식품 분말은,

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함하는, 식품 분말.

청구항 107 

제105항 또는 제106항에 있어서, 상기 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페놀 당량인, 식품 분말.

청구항 108 

균질화된 식물 조직으로부터 식품 분말을 제조하는 방법으로서, 상기 방법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계로서, 상기 세포

성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하고, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은

적어도 하나의 영양제를 추가로 포함하는, 단계;

선택적으로, 존재하는 경우, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직으로부터 파편을 제거하는 단계; 및

용액 중 균질화된 식물 조직을 동결 건조, 냉동 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 109 

제108항에 있어서, 상기 식물 조직은 과일, 채소 또는 다른 식물 조직을 포함하는, 방법.

청구항 110 

제108항 또는 제109항에 있어서, 상기 식물 조직은 노화 과일(senescing fruit), 숙성 채소, 또는 이들의 임의

조합을 포함하고, 바람직하게는, 상기 식물 조직은 체리, 블루베리, 포도, 복숭아, 천도 복숭아, 자두, 살구,

파파야, 토마토, 과일 또는 이들의 임의의 조합을 포함하는, 방법.

청구항 111 

제108항 내지 제110항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은 소수성 성분을 추가로 포함

하는, 방법.

청구항 112 

제111항에 있어서, 상기 소수성 성분은 아몬드 밀크, 코코넛 우유 및/또는 식용 견과류 유래 우유를 포함하거나

제공되는, 방법.

청구항 113 
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제108항 내지 제112항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 영양제는 건강상의 이점을 갖는 자연 발생 활성 성분을 포

함하는, 방법.

청구항 114 

제108항 내지 제113항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 영양제는 하나 이상의 카로티노이드, 아노나신, 보스웰리

아, 아슈와간다, 생강과 성분, 칸나비노디올, 프럭토-올리고당, 갈락토-올리고당, 이눌린, 예루살렘 아티초크,

후추과 성분, 검은후추 열매 또는 피페린 및/또는 이의 유도체를 함유하는 야생의 친척, 또는 건강상의 이점이

있는  임의의  활성  성분,  또는  이로부터  분리된  임의의  추출물,  유도체  또는  제품,  또는  이들의  조합를

포함하는, 방법.

청구항 115 

제108항 내지 제114항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은, 

신 체리 또는 이의 수성 추출물;

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;

두유 또는 대두의 다른 균질물;

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및

강황 또는 그 분말을 포함하는, 방법.

청구항 116 

제115항에 있어서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은,

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함하는, 방법.

청구항 117 

제115항 또는 제116항에 있어서, 상기 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페놀 당량인, 방법.

청구항 118 

제108항 내지 제117항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성 매질, 유기성

매질 또는 혼합 수성-유기성 매질에 상기 식물 조직을 균질화하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 119 

제108항 내지 제118항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 식물 조직은 하나 이상의 영양소 함유 물질을 포함하고,

이는 원물이거나, 전처리되거나, 농축된 물질, 또는 이들의 임의의 조합인, 방법.

청구항 120 

제108항 내지 제119항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 블렌더로 상기 식

물 조직을 균질화하는 단계를 포함하고, 바람직하게는 높은 rpm에서 작동하고 고 전단력, 초음파기 또는 또 다

른 고성능 혼합 장치를 이용하여 식물 조직을 균질화하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 121 

제108항 내지 제120항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 파편을 제거하는 단계는 원심 분리 장치, 여과 장치, 막

여과, 접선 유동 여과, 또는 이들의 임의의 조합에 의해 파편을 제거하는 것을 포함하는, 방법.
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청구항 122 

제108항에 있어서, 상기 식물 조직은 신 체리, 아몬드 또는 아몬드 우유, 대두 또는 두유, 브로콜리, 강황 또는

이들의 임의의 조합을 포함하거나 이로부터 수득된 식물 조직을 포함하는, 방법.

청구항 123 

제108항에 있어서, 상기 균질화된 식물 조직은 신 체리 추출물, 아몬드 우유, 두유, 브로콜리 추출물 및 강황

분말을 포함하는, 방법.

청구항 124 

제108항 내지 제123항 중 어느 한 항의 방법에 의해 제조된 식품 분말.

청구항 125 

필요로 하는 대상, 세포 또는 유기체에 생물학적 활성제를 전달하는 방법으로서, 상기 방법은,

화학적 또는 물리적 과정을 사용하여 생물학적 활성제와 복합되거나 접합된 제99항 내지 107항 중 어느 한 항

또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상, 세포 또는 유기체에 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 126 

제125항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소인, 방법.

청구항 127 

제125항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물이고, 상기 대상은 암에 걸린 대상인, 방법.

청구항 128 

제127항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성

화합물인, 방법.

청구항 129 

제125항 내지 제128항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 식품 분말의 형성 동안 식품 분말에 도

입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 알코올 또는 기타 유기 성분을 선택적으로 포함하는 수성 매질에서 이

미 형성된 식품 분말과 복합체화되거나 접합된 것인, 방법.

청구항 130 

제129항에 있어서, 상기 수성 매질은 DMSO, 또는 완충제, 또는 둘 다를 포함하는, 방법.

청구항 131 

필요로 하는 대상의 염증을 유발하는 활성 산소 종의 증가된 수준과 관련된 질환 또는 장애를 치료하는 방법으

로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 132 

필요로 하는 대상의 염증을 치료 또는 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 133 

제132항에 있어서, 상기 식품 분말은 항염증제를 포함할 수 있거나, 항염증제와 함께 투여되는, 방법.
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청구항 134 

제133항에 있어서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함하는, 방법.

청구항 135 

필요로 하는 대상의 비만을 치료 또는 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 136 

제135항에 있어서, 상기 식품 분말은 식품 또는 의료 목적으로 사용되는 견과류, 콩과 식물, 허브, 향신료, 채

소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 함유하는, 방법.

청구항 137 

필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 138 

제137항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여되는, 방법.

청구항 139 

제137항 또는 제138항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 이와 접합되는, 방법.

청구항 140 

제138항 또는 제139항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 방법.

청구항 141 

대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 142 

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 포함하는 점도 증진 식품 첨가제,

청구항 143 

필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 144 

세포 증식을 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 세포 또는 조직 또는 기관에 처리하는 단

계를 포함하는, 방법.

청구항 145 

제144항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용되는, 방법.
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청구항 146 

제144항 또는 제145항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 접합되는, 방법.

청구항 147 

제145항 또는 제165항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 방법.

청구항 148 

필요로 하는 대상의 간에 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법으로서, 상기 방법은,

제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 방

법.

청구항 149 

필요로 하는 대상 또는 세포에 생물학적 활성제를 전달하기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124

항에 정의된 식품 분말의 용도.

청구항 150 

제149항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 또는 철과 같은 원소인, 용도.

청구항 151 

제149항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물이고, 상기 대상은 암에 걸린 대상인, 용도.

청구항 152 

제151항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 용도.

청구항 153 

제149항 내제 제152항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 생물학적 활성제는 식품 분말의 형성 동안 식품 분말에 도

입되거나, 상기 생물학적 활성제는 알코올 또는 기타 유기 성분을 선택적으로 포함하는 수성 매질에서 이미 형

성된 식품 분말과 복합체화 되거나 접합된 것인, 용도.

청구항 154 

제153항에 있어서, 상기 수성 매질은 DMSO, 또는 완충제, 또는 둘 다를 포함하는, 용도.

청구항 155 

필요로 하는 대상에서 활성 산소 종과 관련된 질환 또는 질병을 치료하기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한

항 또는 제124항에 정의된 식품 분말의 용도.

청구항 156 

대상에서 염증을 치료 또는 감소시키기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분

말의 용도.

청구항 157 

제156항에 있어서, 상기 식품 분말은 항염증제를 포함하거나 그와 함께 투여하기 위한 것인, 용도.

청구항 158 

제157항에 있어서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함하는, 용도.

청구항 159 

필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정
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의된 식품 분말의 용도.

청구항 160 

제159항에 있어서, 상기 식품 분말은 견과류, 콩과 식물, 허브, 향신료, 채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적

어도 부분적으로 유래된 것인, 용도.

청구항 161 

필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된

식품 분말의 용도.

청구항 162 

제161항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여되기 위한 것인, 용도.

청구항 163 

제161항 또는 제162항에 있어서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 접합된 것인, 용도.

청구항 164 

제161항 또는 제162항에 있어서, 상기 항암 약물은 팍클리탁셀 도는 빈크리스틴인, 용도.

청구항 165 

가용성 식이 섬유를 대상에게 제공하기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분

말의 용도.

청구항 166 

점도 증진 식품 첨가제 또는 섬유질 대체물로서 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품

분말의 용도.

청구항 167 

필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의

된 식품 분말의 용도.

청구항 168 

세포 증식을 감소시키기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말의 용도.

청구항 169 

제168항에 있어서,  상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용되기 위한 것인, 용도.

청구항 170 

제168항 또는 제169항에 있어서,  상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화되거나 접합된 것인, 용도.

청구항 171 

제169항 또는 제170항에 있어서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴인, 용도.

청구항 172 

필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키기 위한 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는

제124항에 정의된 식품 분말의 용도.

청구항 173 

항균제와 복합체화 되거나 접합된 임의의 제99항 내지 107항 중 어느 한 항 또는 제124항에 정의된 식품 분말을
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포함하는, 항균 식품 분말.

청구항 174 

제173항에 있어서, 상기 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들의 임의의 조합을 포함하는,

항균 식품 분말.

청구항 175 

제173항 또는 174항에 있어서, 상기 항균 식품 분말은 MDR 세균 감염의 치료 또는 예방의 용도인, 항균 식품 분

말.

청구항 176 

생물학적 활성제 또는 적재물로 제1항 내지 제20항 중 어느 한 항 또는 제30항에 정의된 나노 입자들을 적재하

는 방법으로서, 상기 방법은,

탈수, 냉동 건조 또는 동결 건조된 나노 입자들의 샘플을 제공하는 단계;

상기 생물학적 활성제 또는 적재물을 상기 나노 입자들의 샘플과 혼합하여 혼합물을 제공하는 단계; 및

상기 나노 입자들을 수축시키기 위해 상기 혼합물에 물 또는 수용액을 첨가하여 상기 생물학적 활성제 또는 적

재물을 그 안에 가두는 단계를 포함하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 나노 입자 및 식품 분말 및 그 용도에 관한 것이다. 보다 구체적으로, 본 발명은 식물 조[0001]

직 유래 나노 입자 및 식품 분말 및 그 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

과일은 에너지를 제공하는 설탕과 같은 단순한 분자에서부터, 다양한 질병 예방 및 건강 조절 기능을 가진 식이[0002]

섬유, 비타민, 미네랄 및 영양제 역할을 하는 셀룰로오스 및 펙틴과 같은 복합 거대 분자에 이르는, 식이 성분

의 풍부한 공급원이다(Paliyath et al. al., 2011). 폴리 페놀, 특히 플라보노이드 및 유도체는 최근 자유 라디

칼 소거, 효소 활성 조절, 세포 증식 억제와 같은 수많은 생물학적 효과뿐만 아니라 항생제, 항알레르기제 및

항염증제와 같은 잠재적 유용성으로 인해 점점 더 많은 관심을 받고 있다(Clifford and Brown, 2006). 폴리 페

놀은 심혈관 질환, 암 및 기타 퇴행성 질환의 예방에 잠재적인 역할을 하는 것으로 나타났다(Scalbert et al.,

2005, Paliyath et al., 2011). 식물 기원의 식품 및 음료(주스, 차, 커피 및 와인 포함)에 광범위하게 분포하

기 때문에, 폴리 페놀은 인간 식단에서 일반적인 미량 영양소로 간주될 수 있다. 폴리 페놀이 풍부한 식품의 소

비는 만성 질환의 발병을 예방하고 만성 질환으로 인한 사망률을 줄이기 위한 수단으로 장려되고 있다.

생체 내에서 폴리 페놀의 생물학적 활성은, 흡수와 신진 대사뿐만 아니라, 섭취 후 체내 분포에 따라 달라진다[0003]

(Clifford and Brown, 2006). 위장관(GIT)의 경우, 상피 세포는 이들 성분 또는 그 대사 산물과 접촉한다. 식

품의 폴리 페놀 수준은 100~5,000 mg/kg이지만(Manach et al., 2004), 장에서 식이성 폴리 페놀의 흡수 정도는

상대적으로 적다(Spencer and Rice Evans, 2003). 일반적으로 유리 페놀 성분의 혈장 및 조직 수준은 낮은 마이

크로 몰 범위이다. 또한, 식품 매트릭스 상호 작용으로 인해 소비된 모든 페놀 성분이 생물학적으로 이용 가능

한 것은 아니라고 제안되었다(Saura-Calixto 및 Diaz-Rubio, 2007; Saura-Calixto et al., 2007; Del Rio et

al., 2010). 식이 유래 구조체의 본질과 역할을 이해하는 것이 중요한데, 그 연구가 식품 유래 나노 물질이 인

체 건강에 미치는 영향에 대한 이해에 영향을 미치기 때문이다.

가공된 나노 물질의 사용이 전 세계적으로 증가함에 따라 인체 건강에 대한 나노 물질의 영향은 점점 더 면밀히[0004]

조사되고 있다(Maynard,  2006).  가공된 나노 물질은 공기 중(airbone) 나노 구조 응집체(예 :은 나노 입자,

TiO2) 또는 SWNT(단일벽 탄소 나노 튜브)로서 환경으로 빠져 나가, 흡입, 섭취 및 피부를 통한 침투를 통해 체

내로 들어간 다음, 다른 기관으로 이동할 수 있다. 티타늄과 아연의 나노 입자는 화장품 산업에서 점점 더 많이

사용되고 있다. 생물학적 성분 유래 나노 물질도 약물 전달, 화장품, 식품 성분, 코팅, 식품 포장 등에서 연구

되고 있다(Azeredo  et  al.,  2009;  Ramasamy  et  al.,  2009;  Zhao  et  al.,  2011;  Sessa  et  al.  al.,  2011;
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Zhang et al., 2012). 나노 물질은 또한 먹이 사슬을 통해, 특히 토양, 물 및 공기로부터 이러한 물질을 축적한

식물 유래 식품의 소비를 통해 체내로 들어갈 수 있다(Rico et al., 2011). 나노 구조체로 자가 조립될 가능성

이 있는 식품에서의 거대 분자의 존재는 특히 중요하다(IOM, 2009). 비정질 탄소 나노 입자의 잠재적인 형성은

예를 들어 캐러멀화 식품에 존재하는 것으로 관찰되었다(Palashuddin et al., 2012).

대안적, 추가적 및/또는 개선된 나노 물질 및/또는 이의 제조 방법이 바람직하다.[0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 특정 질환 또는 질병의 치료 및/또는 예방에서, 및/또는 필요로 하는 대상에게 생물 활성제의[0006]

전달에서의 식품 보충제로서의 사용을 위한, 천연 원료 유래 나노 입자 및 식품 분말을 제공하는 것이다. 그것

의 생산 방법도 제공된다.

과제의 해결 수단

일 실시형태에서, 본원에서 균질화된 식물 조직 유래 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 입자가 제공되며,[0007]

세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하며, 여기서 지질은 나노 입자의 구조

성분이 아니다.

상기 나노 입자의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 실질적으로 지질이 없을 수 있다.[0008]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티드 및[0009]

/또는 단백질, 유기산, 적어도 하나의 폴리 페놀, 이들의 절단 생성물, 또는 이들의 임의 조합을 포함할 수 있

다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 다음을 포함할 수 있다: [0010]

펙틴계 내부 코어;[0011]

내부 코어를 둘러싸는 중간층으로서, 상기 중간층은 펙틴 및 헤미셀룰로오스의 거대 분자 및/또는 이들의 절단[0012]

생성물, 폴리 페놀 및 유기산을 포함하는 중간층; 및

식물 조직의 숙성 동안 및/또는 균질화 동안 이화 작용으로부터 선택적으로 형성되는 거대 분자 탄수화물 및 단[0013]

백질을 포함하는 피브릴화된 외부 층.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 유기산은 말산, 아스코르브 산 또는 둘 다를[0014]

포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 폴리 페놀은 안토시아닌을 포함할 수 있다.[0015]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 세포 성분은 숙성 동안 또는 숙성된 과일의[0016]

균질화 동안 식물 조직으로부터 유리된 것들을 포함할 수 있으며, 이는 나노 입자로 자가 조립될 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 하나 이상의 구조적 탄수화물은 펙틴, 펙틴[0017]

산, 펙틴의 메틸 에스테르, 펙틴 유도체, 폴리 갈락투론산, 람노갈락투로난(rhamnogalacturonans), 자일로구칸

(xylogucans), 헤미셀룰로오스, 글루코스,  만노스 또는 자일로스의 β-(1→4)-연결된 백본들을 포함하는 자일

로글루칸, 및/또는 아라비노갈락탄 및/또는 이의 절단 생성물 중 하나 이상을 포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 직경이 약 50~250nm인 실질적으[0018]

로 구형 구조를 가질 수 있다. 

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 다음을 포함할 수 있다 :[0019]

펙틴계 내부 코어;[0020]

내부 코어를 둘러싸는 중간층으로서, 상기 중간층은 펙틴 또는 이의 유도체를 포함하는 하나 이상의 나선형 피[0021]

브릴(fibril) 구조, 및 하나 이상의 헤미셀룰로오스-유래 분자 또는 이의 유도체를 포함하는, 중간층; 및

헤미셀룰로오스 또는 이의 절단 생성물, 및 세포 단백질로부터 유래된 하나 이상의 펩티드를 포함하는 피브릴화[0022]

된 외층.
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임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 약 pH3 내지 약 pH7 범위에서[0023]

존재하는 수소-결합 상호 작용에 의해 안정화 될 수 있고 식물 조직의 세포 성분의 이화 작용으로부터 유래된

거대 분자들 사이에서 형성되고 히드록실기 및/또는 아미노기 및/또는 유기산 기를 갖는다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 비결정질 수 있다.[0024]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 생물학적 활성제를 추가로 포함[0025]

할 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제는 약제학적 활성 약물, 단[0026]

백질, 효소, 기능성 식품 또는 영양소일 수 있다.

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 어느 하나의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 수용액에 있을 수 있다.[0027]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 분말 형태일 수 있다.[0028]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 탈수, 냉동 건조(lyophilized),[0029]

동결-건조(freeze-drying), 분무-건조 또는 나노 분무 건조 형태일 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직을 포[0030]

함할 수 있다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 식물 조직은 과일, 숙성 채소, 또는 이들의[0031]

임의의 조합을 포함할 수 있다; 바람직하게는, 식물 조직은 체리, 블루 베리, 포도, 복숭아, 천도 복숭아,

자두, 살구, 파파야, 토마토 또는 이들의 임의의 조합을 포함한다.

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 식물 조직은 신 체리 과일 조직을 포함할 수[0032]

있다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 입자를 제조하는 방법이 본원에 제공되며, 상기 방법[0033]

은

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;[0034]

균질화된 식물 조직(존재하는 경우)에서 파편(debris)을 제거하는 단계; 및[0035]

선택적으로, 균질화된 식물 조직을 투석하여 비-복합 화합물을 제거하거나 크기 배제에 의해 비-복합 화합물을[0036]

제거하는 단계,를 포함하고,

이에 의해 세포 성분의 자가 조립에 의해 형성된 나노 입자를 포함하는 용액을 제공한다.[0037]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 방법은 나노 입자를 포함하는 용액을 탈수, 동결건조, 동결 건조, 분무[0038]

건조 또는 나노 분무 건조하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 실질적으로 수성 매질에서 자가 조립에 의[0039]

해 형성될 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성[0040]

매질, 유기성 매질 또는 혼합된 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 식물[0041]

조직을 수성, 유기성 또는 물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 어느 하나 이상을 포함하는 혼합된 수성-유기성

매질에서 고 전단(high shear) 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 파편 제거 단계는 투석, 균질화된 식물 조직을 여과,[0042]

균질화된 식물 조직을 원심 분리하거나, 균질화된 식물 조직에 대해 접선(tangential) 유동 여과 또는 연속 유

동 여과 또는 이들의 조합을 수행하는 단계를 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 방법은 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 제[0043]

조하기 위한 것일 수 있다.

다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 입자를 제조하는 방법이 제공되며, 상기 방법은[0044]
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식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;[0045]

세포 성분의 자가 조립에 의해 나노 입자가 형성되도록 하는 단계;[0046]

존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; 및[0047]

동결 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조를 통해 나노 입자를 포함하는 분말을 형성하는 단계를 포함한다.[0048]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 자가 조립은 실질적으로 수성 매질에서 일어날 수 있다.[0049]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성[0050]

매질, 유기성 매질 또는 혼합된 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 고 전단 균질화시키는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 균질화된 식물 조직을 여과하[0051]

거나 균질화된 식물 조직을 원심 분리하거나, 또는 둘 모두를 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 방법은 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 제[0052]

조하기 위한 것일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 상기 방법 또는 방법들 중 임의의 것에 의해 제조된 나노 입자가 본원에 제공된다.[0053]

또  다른  실시형태에서,  임의의  상기  나노  입자  또는  나노  입자들로부터  제조  된  식품  분말이  본원에서[0054]

제공되며, 임의로 상기 식품 분말은 마이크로-크기 미세 분말 형태로 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로하는 대상, 세포 또는 유기체에 전달하는 방법이 제공되며, 상[0055]

기 방법은,

화학적 또는 물리적 과정을 사용하여 생물학적 활성제와 복합체화 되거나 접합된(conjugated) 상기 나노 입자[0056]

또는 나노 입자들을 대상, 세포 또는 유기체에 투여하는 단계를 포함한다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소일 수[0057]

있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 대상은[0058]

암에 걸린 대상일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치[0059]

료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성 화합물일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 나노 입자 형성 동안 나노 입[0060]

자에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 임의로 알코올 또는 기타 유기 성분을 포함하는 수성 기반 매

질에서 이미 형성된 나노 입자와 복합체화되거나 접합될 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법의들 또 다른 실시형태에서, 수성 기반 매질은 DMSO, 또는 완충제 또는 둘 다를 포[0061]

함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 염증을 유발하는 활성 산소 종의 증가된 수준과 관련된 질환 또는[0062]

질병을 치료하는 방법이 본원에서 제공되며;

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0063]

또 다른 실시형태에서, 본원에서는 필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기[0064]

방법은,

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0065]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항염증제를 포함하거나 이와 병용-투여될 수 있다.[0066]

상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함할 수 있다.[0067]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0068]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0069]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 전통적으로 식품 또는 의료 목적으로 사용되는 견과류,[0070]
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콩과 식물,  허브,  향신료,  채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 포함할 수

있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하는 방법이  본원에서 제공되며, 상기 방법[0071]

은,

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0072]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여될 수 있다.[0073]

상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서,  상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수[0074]

있다.

상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0075]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0076]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0077]

또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 포함하는 점도 증진 식품 첨가제가 본[0078]

원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0079]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0080]

또  다른  실시형태에서,  본원에서  상기  나노  입자  또는  나노  입자들  중  임의의  것을  포함하는  화장품이[0081]

제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에게 국소 투여하기위한 조성물이 제공되며, 상기 조성물은[0082]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것, 또는 임의로 생물학적 활성제를 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0083]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상의 피부에 적용하는 단계를 포함한다.[0084]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 추가 안토시아닌 또는 또 다른 UV- 보호제를 포함하거나[0085]

이와 함께 적용될 수있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 세포 증식을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0086]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 세포 또는 조직 또는 기관에 처리하는 것을 포함한다.[0087]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0088]

상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있[0089]

다.

상기 방법 또는 방법의 또 다른 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0090]

또 다른 실시형태에서,필요로 하는 대상의 간에 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방[0091]

법은,

상기 나노 입자 또는 나노 입자들 중 임의의 것을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0092]

또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상 또는 세포에 전달하기 위한 임의의 상기 나노[0093]

입자 또는 나노 입자들의 용도가 본원에서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 또는 철과 같은 원소일 수[0094]

있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 상기 대상은 암[0095]

에 걸린 대상일 수있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0096]
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임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 나노 입자의 형성 동안 나노[0097]

입자에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 수성 기반 매질에서 이미 형성된 나노 입자와 복합체화되거

나 접합될 수 있다 .

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충액, 또는 둘 다를 포함할 수[0098]

있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 활성 산소 종과 관련된 질환 또는 장애를 치료하기 위한[0099]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 입[0100]

자 또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항염증제를 포함하거나 그와 함께 투여하기[0101]

위한 것일 수 있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함 할 수 있다.[0102]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 입[0103]

자 또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 견과류, 콩과 식물, 허브, 향신료, 채소 또[0104]

는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 암을 치료하거나 예방하기 위한 임의의 상기 나노 입자[0105]

또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적 병용 투여[0106]

를 위한 것일 수 있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서,  상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수[0107]

있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0108]

또 다른 실시형태에서, 가용성 식이 섬유를 대상에게 제공하기 위한 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의[0109]

용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 점도 증진 식품 첨가제 또는 섬유질 대체물로서 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자[0110]

들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈중 당 수준을 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 입자 또는[0111]

나노 입자들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 화장품에서 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.[0112]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에게 국소 투여하기위한 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입[0113]

자들의 용도가 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 국소 투여를 위한 약물 전달 비히클로서 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입[0114]

자들의 용도가 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하기 위한 임의의 상기 나노 입자 또는[0115]

나노 입자들의 용도가 제공되며, 여기서 나노 입자는 대상의 피부에 적용하기 위한 것이다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 추가 안토시아닌 또는 또 다른 UV-보호제를 포함하거나[0116]

이와 함께 적용될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 세포 증식을 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 용도[0117]

가 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0118]
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상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서,  상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수[0119]

있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0120]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리 세라이드 축적을 감소시키기 위한 임의의[0121]

상기 나노 입자 또는 나노 입자들의 용도가 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 암 마커에 특이적인 표적화 항체와 접합된 임의의 상기 나노 입자 또는 나노[0122]

입자들을 포함하는 표적화된 나노 입자가 본원에서 제공된다.

상기 표적화된 나노 입자의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화 항체는 표적화된 나노 입자를 암세포로 표적화[0123]

하기 위한 PD-L1 항체 또는 이의 항원 접합 단편을 포함할 수 있다.

상기 표적화된 나노 입자 또는 표적화된 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화된 나노 입자는 적어[0124]

도 하나의 세포 독성 또는 항암 약물과 복합되거나 접합될 수 있다.

상기 표적화된 나노 입자 또는 표적화된 나노 입자들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화된 나노 입자는 파클[0125]

리탁셀, 독소루비신, 또는 둘 모두와 복합체 화되거나 접합될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 항균제와 복합되거나 접합된 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 포함[0126]

하는 항균 나노 입자가 제공된다.

상기 항균 나노 입자의 또 다른 실시형태에서, 상기 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신(Nisin), 또[0127]

는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다.

상기 항균 나노 입자 또는 항균성 나노 입자의 또 다른 실시형태에서, 항균성 나노 입자는 MDR 세균 감염의 치[0128]

료 또는 예방에 사용될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립된 세포 성분을 포함하는 식품[0129]

분말이 제공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 그의 절단 생성물을 포함하고, 추가로

하나 이상의 영양제를 포함하며, 여기서 지질은 식품 분말의 구조적 구성 요소가 아니다.

상기 식품 분말의 다른 실시형태에서, 식품 분말은,[0130]

나노 구 유사 구조를 형성하기 위해 스스로를 또는 그 주위를 감는 섬유 구조를 포함한다.[0131]

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 소수성 성분을 추가로 포[0132]

함할 수 있다.

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 소수성 성분은 아몬드 우유, 코코넛 우[0133]

유 및/또는 식용 견과류 유래 우유를 포함하거나 제공될 수 있다.

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 영양제는 건강상의 이점을 갖는 자연[0134]

발생 활성 성분을 포함할 수 있다.

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 영양제는 하나 이상의 카로티노이드,[0135]

아노나신, 보스웰리아(Boswelia), 아슈와간다(Ashwagandha), 생강과 성분(Ginger family members), 칸나비노디

올(cannabinodiols), 프럭토-올리고당, 갈락토-올리고당, 이눌린, 예루살렘 아티초크, 후추과 성분(Piperaceae

family members), 검은후추 열매(Piper nigrum) 또는 피페린(piperine) 및/또는 이의 유도체를 함유하는 야생

의 친척, 또는 건강상의 이점이 있는 임의의 활성 성분, 또는 이로부터 분리된 임의의 추출물, 유도체 또는 제

품, 또는 이들의 조합를 포함할 수 있다.

상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 다음을 포함할 수 있다:[0136]

신 체리(sour cherry) 또는 이의 수성 추출물;[0137]

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0138]

두유 또는 대두의 다른 균질물;[0139]

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및[0140]
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강황(turmeric) 또는 그 분말.[0141]

상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은,[0142]

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);[0143]

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0144]

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;[0145]

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및[0146]

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다.[0147]

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페[0148]

놀 당량일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 균질화된 식물 조직으로부터 식품 분말을 제조하는 방법이 제공되며, 상기 방[0149]

법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계로서, 상기 세포[0150]

성분은 하나 이상의 구조 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하고, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은 적

어도 하나의 영양제를 추가로 포함하는, 단계;

선택적으로, 존재하는 경우, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직으로부터 파편을 제거하는 단계; 및[0151]

용액 중 균질화된 식물 조직을 동결 건조, 냉동 건조(Lyophilizing), 분무 건조 또는 나노 분무 건조하는 단계[0152]

를 포함한다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 과일, 채소 또는 다른 식물 조직을 포함할 수 있다.[0153]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 노화 과일(senescing fruit), 숙성[0154]

채소, 또는 이들의 임의 조합을 포함할 수 있고; 바람직하게는, 상기 식물 조직은 체리, 블루베리, 포도, 복숭

아, 천도 복숭아, 자두, 살구, 파파야, 토마토, 과일 및/또는 야생 유래 베리들, 또는 이들의 임의의 조합을 포

함한다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은 소수성 성분을 추[0155]

가로 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 소수성 성분은 아몬드 우유, 코코넛 우유 및/또는[0156]

식용 견과류 유래 우유를 포함하거나 제공될 수있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 영양제는 건강상의 이점을 갖는 자연 발생 활성[0157]

성분을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 영양제는 하나 이상의 카로티노이드, 아노나신,[0158]

보스웰리아(Boswelia),  아슈와간다(Ashwagandha),  생강과  성분(Ginger  family  members),  칸나비노디올

(cannabinodiols),  프럭토-올리고당, 갈락토-올리고당, 이눌린,  예루살렘 아티초크,  후추과 성분(Piperaceae

family members), 검은후추 열매(Piper nigrum) 또는 피페린(piperine) 및/또는 이의 유도체를 함유하는 야생

의 친척, 또는 건강상의 이점이 있는 임의의 활성 성분, 또는 이로부터 분리된 임의의 추출물, 유도체 또는 제

품, 또는 이들의 조합를 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은 다음을 포함할 수[0159]

있다:

신 체리(sour cherry) 또는 이의 수성 추출물;[0160]

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0161]

두유 또는 대두의 다른 균질물;[0162]

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및[0163]

강황 또는 그 분말.[0164]
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임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은,[0165]

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);[0166]

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0167]

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;[0168]

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및[0169]

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다.[0170]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페놀 당량일[0171]

수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성 매질, 유[0172]

기성 매질 또는 혼합 수성-유기성 매질에 상기 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 하나 이상의 영양소 함유 물질을 포[0173]

함할 수 있으며, 이는 원물(fresh)이거나, 전처리되거나, 농축된 물질, 또는 이들의 임의의 조합 일 수있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 블렌더로[0174]

상기 식물 조직을 균질화하는 단계를 포함할 수 있으며, 바람직하게는 높은 rpm에서 작동하고 고 전단력, 초음

파기 또는 또 다른 고성능 혼합 장치를 이용하여 식물 조직을 균질화하는 단계를 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 파편을 제거하는 단계는 원심 분리 장치, 여과 장[0175]

치, 막 여과, 접선 유동 여과, 또는 이들의 임의의 조합에 의해 파편을 제거하는 단계를 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 신 체리, 아몬드 또는 아몬드 우유,[0176]

대두 또는 두유, 브로콜리, 강황 또는 이들의 임의의 조합으로부터 수득되거나 이를 포함하는 식물 조직을 포함

할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 균질화된 식물 조직은 신 체리 추출물, 아몬드 우[0177]

유, 두유, 브로콜리 추출물 및 강황 분말을 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 임의의 상기 방법 또는 방법들에 의해 제조된 식품 분말이 본원에서 제공된다.[0178]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상, 세포 또는 유기체에 전달하는 방법이 제[0179]

공되며, 상기 방법은,

화학적 또는 물리적 과정을 사용하여 생물학적 활성제와 복합되거나 접합된 임의의 상기 식품 분말 또는 식품[0180]

분말들을 대상 또는 세포 또는 유기체에 투여하는 단계를 포함한다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소일 수[0181]

있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 상기 대[0182]

상은 암에 걸린 대상일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치[0183]

료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성 화합물일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 식품 분말의 형성 동안 식품[0184]

분말에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 알코올 또는 기타 유기 성분을 선택적으로 포함하는 수성 매

질에서 이미 형성된 식품 분말과 복합체화되거나 접합될 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 수성 매질은 DMSO, 또는 완충제, 또는 둘 다를 포[0185]

함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상의 염증을 유발하는 활성 산소 종의 증가된 수준과 관련된 질[0186]

환 또는 장애를 치료하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0187]
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또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상의 염증을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법[0188]

은,

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0189]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항염증제를 포함할 수 있거나, 항염증제와 함께 투여될[0190]

수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함할 수 있다.[0191]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로하는 대상의 비만을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법[0192]

은,

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0193]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 식품 또는 의료 목적으로 사용되는 견과류, 콩과 식물,[0194]

허브,  향신료,  채소  또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 함유하거나 포함할 수

있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 제공되는 방법은 필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하는 방법을 제공[0195]

하고, 상기 방법은,

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0196]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여될 수 있[0197]

다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 이와[0198]

접합될 수있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있[0199]

다.

또 다른 실시형태에서, 본원에에서 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0200]

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0201]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 포함하는 점도 증진 식품 첨가제가[0202]

제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0203]

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0204]

또 다른 실시형태에서, 본원에서 세포 증식을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0205]

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들로 세포 또는 조직 또는 기관에 처리하는 단계를 포함한다.[0206]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0207]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있다.[0208]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있[0209]

다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 필요로 하는 대상의 간에 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 제공되[0210]

며, 상기 방법은,

임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0211]

또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상 또는 세포에 전달하기 위한 임의의 상기 식품 분말[0212]

또는 식품 분말들의 용도가 본원에서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 또는 철과 같은 원소일 수[0213]

있다.
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상기 용도 또는 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 상기 대상은 암에[0214]

걸린 대상이다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0215]

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 식품 분말의 형성 동안 식품[0216]

분말에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 알코올 또는 기타 유기 성분을 선택적으로 포함하는 수성 매

질에서 이미 형성된 식품 분말과 복합체화 되거나 접합될 수 있다.

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 수성 매질은 DMSO, 또는 완충제, 또는 둘 다를 포[0217]

함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 활성 산소 종과 관련된 질환 또는 장애를 치료하기 위한 임의의[0218]

상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 용도가 본원에 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는[0219]

식품 분말들의 용도가 본원에서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항염증제를 포함하거나 그와 함께 투여하기 위한 것일 수[0220]

있다.

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항염증제는 커큐민을 포함할 수 있다.[0221]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는[0222]

분말들의 용도가 본원에서 제공된다. 

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 견과류, 콩과 식물, 허브, 향신료,[0223]

채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 것일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 암을 치료 또는 예방하기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는 분말[0224]

들의 용도가 본원에서 제공된다. 

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로[0225]

병용 투여되기 위한 것일 수 있다.

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될[0226]

수 있다. 

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 팍클리탁셀 도는 빈크리스틴일 수 잇[0227]

다.

또 다른 실시형태에서,  가용성 식이 섬유를 대상에게 제공하기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들[0228]

의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 점도 증진 식품 첨가제 또는 섬유질 대체물로서 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말[0229]

들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는 식[0230]

품 분말들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키기 위한 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들의 용도가 본원에[0231]

서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0232]

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서,  상기 식품 분말은 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수[0233]

있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0234]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키기 위한 임의의 상기 식품[0235]

분말 또는 식품 분말들의 용도가 본원에서 제공된다.
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또 다른 실시형태에서, 항균제와 복합체화 되거나 접합된 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들을 포함하는,[0236]

항균 식품 분말이 본원에서 제공된다.

상기 항균 식품 분말의 또 다른 실시형태에서, 상기 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신(Nisin), 또[0237]

는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다.

상기 항균 식품 분말 또는 항균 식품 분말들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항균 식품 분말은 MDR 세균 감염의[0238]

치료 또는 예방의 용도일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제 또는 적재물(cargo)로 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 로딩[0239]

하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,

탈수, 냉동 건조 또는 동결 건조된 나노 입자들의 샘플을 제공하는 단계;[0240]

상기 생물학적 활성제 또는 적재물을 상기 나노 입자들의 샘플과 혼합하여 혼합물을 제공하는 단계; 및[0241]

상기 나노 입자들을 수축시키기 위해 혼합물에 물 또는 수용액을 첨가하여 상기 생물학적 활성제 또는 적재물을[0242]

그 안에 가두는 단계를 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 섬유가 본원[0243]

에서 제공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하며, 여기에서

지질 및 폴리페놀은 상기 나노 섬유의 구조적 성분이 아니다.

상기 나노 섬유의 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 실질적으로 지질이 없거나, 실질적으로 폴리 페놀이 없[0244]

거나, 또는 둘 다일 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는,[0245]

적어도 하나의 구조적 탄수화물을 포함하거나 그로부터 제조된 하나 이상의 가닥을 포함하는 긴 섬유를 포함할[0246]

수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티[0247]

드 및/또는 단백질, 유기산, 이들의 절단 생성물, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 유기산은 말산, 아스코르브산 또는 둘[0248]

다를 포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 세포 성분은 숙성 동안 또는 숙성된 과[0249]

일의 균질화 동안 식물 조직으로부터 유리된 것들을 포함할 수 있으며, 이는 나노 섬유로 자기 조립될 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 하나 이상의 구조적 탄수화물은 펙틴, 펙틴[0250]

산, 펙틴의 메틸에스테르, 펙틴 유도체, 폴리갈락투론산, 람노갈락투로난, 자일로구칸, 헤미셀룰로오스,  글루

코스, 만노스 또는 자일로스의 β-(1→4)-연결된 백본들을 갖는 자일로글루칸, 및/또는 아라비노갈락탄, 및/또

는 이의 절단 생성물의 중 하나 이상을 포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 약 5~10nm의 직경을 갖는[0251]

섬유 형태를 가질 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 수소 결합 상호 작용에 의[0252]

해 안정화될 수 있고 식물 조직의 세포 성분의 이화 작용으로부터 유도된 거대 분자들 사이에서 형성될 수 있고

하이드록실 그룹 및/또는 아미노 그룹 및/또는 유기산 그룹을 가질 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 비결정질일 수 있다.[0253]

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 생물학적 활성제를 추가로[0254]

포함할 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서,  상기 생물학적 활성제는 약제학적 활성[0255]

약물, 단백질, 효소, 기능성 식품 또는 영양소일 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 수용액 중에 있을 수[0256]

있다.
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임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 분말 형태일 수 있다.[0257]

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 탈수, 냉동 건조, 동결 건[0258]

조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조 형태일 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직[0259]

을 포함할 수 있고/있거나 균질화 전에 식물 조직으로부터 폴리페놀이 제거되었을 수 있다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 노화 과일, 숙성 채소, 또[0260]

는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있고; 바람직하게는, 상기 식물 조직은 체리, 블루 베리, 포도, 복숭아, 천

도 복숭아, 자두, 살구, 파파야, 토마토 또는 이들의 임의의 조합을 포함한다.

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 신 체리 과일 조직을 포함[0261]

할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 섬유를 제조하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0262]

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 낮은 폴리페놀 함량을 갖는 용액에서 균질화된 식물 조직을[0263]

제조하는 단계;

존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; 및[0264]

선택적으로, 균질화된 식물 조직을 투석하여 비복합 화합물을 제거하거나 크기 배제에 의해 비복합 화합물을 제[0265]

거하는 단계를 포함하고, 

이에 의해 세포 성분의 자가 조립에 의해 형성된 나노 섬유를 포함하는 용액을 제공하는 단계를 포함한다.[0266]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 방법은 나노 섬유를 포함하는 용액을 탈수, 냉동 건조, 동결 건조, 분[0267]

무 건조 또는 나노 분무 건조하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 실질적인 수성 매질에서 자가 조립에[0268]

의해 형성될 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0269]

수성 매질, 유기성 매질 또는 혼합 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0270]

식물 조직을 수성, 유기성 또는 물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 어느 하나 이상을 포함하는 혼합된 수성-유

기성 매질에서 고 전단(high shear) 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0271]

식물 조직의 균질화 이전에 식물 조직으로부터 폴리페놀이 제거하기 위하여 식물 조직을 표백하는 단계를 포함

할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표백은 추출 용매를 이용하여 식물 조직으로부터[0272]

폴리페놀의 추출을 수행하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 추출 용매는 에탄올을 포함할 수 있다.[0273]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 투석, 균질화된 식물 조직을[0274]

여과하는 것, 균질화된 식물 조직을 원심 분리하는 것, 또는 균질화된 식물 조직에 대해 접선 유동 여과 또는

연속 유동 여과를 수행하는 것, 또는 이들의 임의 조합을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 방법은 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들[0275]

을 제조하기 위한 것일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 섬유를 제조하는 방법이 본원에서 제공되고, 상기 방[0276]

법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 낮은 폴리페놀 함량을 갖는 용액에서 균질화된 식물 조직을[0277]

제조하는 단계;

균질화된 식물 조직에서 (존재하는 경우) 파편을 제거하는 단계; [0278]
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상기 세포 성분의 자가 조립에 의해 나노 섬유를 형성하는 단계; 및[0279]

동결-건조, 분무-건조, 또는 나노분무 건조를 실시하여 상기 나노 섬유를 포함하는 분말을 형성하는 단계를 포[0280]

함한다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 자가 조립은 실질적으로 수성 매질에서 발생할 수 있다.[0281]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0282]

수성 매질, 유기성 매질 또는 혼합 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0283]

식물 조직을 수성, 유기성 또는 물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 어느 하나 이상을 포함하는 혼합된 수성-유

기성 매질에서 고 전단 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는[0284]

식물 조직의 균질화 이전에 식물 조직으로부터 폴리페놀이 제거하기 위하여 식물 조직을 표백하는 단계를 포함

할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표백은 추출 용매를 이용하여 식물 조직으로부터[0285]

폴리페놀의 추출을 수행하는 것을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 추출 용매는 에탄올을 포함할 수 있다.[0286]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 투석, 균질화된 식물 조직을[0287]

여과하는 것, 균질화된 식물 조직을 원심 분리하는 것, 또는 균질화된 식물 조직에 대해 접선 유동 여과 또는

연속 유동 여과를 수행하는 것, 또는 이들의 임의 조합을 포함할 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 식물 조직은 식물 조직으로부터 폴리페놀을 제거[0288]

하기 위하여 추출 용매를 이용하여 추출된 식물 조직을 포함할 수 잇다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 추출 용매는 에탄올을 포함할 수 있다.[0289]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 방법은 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들[0290]

을 제조하기 위한 것일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 임의의 상기 방법 또는 방법들에 의해 제조된 나노 섬유가 본원에서 제공된다.[0291]

또  다른  실시형태에서,  임의의  상기  나노  입자  또는  나노  입자들로부터  제조  된  식품  분말이  본원에서[0292]

제공되며, 임의로 상기 식품 분말은 마이크로-크기 미세 분말 형태로 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상 또는 세포에 전달하는 방법이 본원에서 제공되며,[0293]

상기 방법은,

생물학적 활성제와 복합되거나 접합된, 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들을 대상에 투여하는 단계를 포[0294]

함한다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소일 수[0295]

있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 상기 대[0296]

상은 암에 걸린 대상일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치[0297]

료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성 화합물일 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 나노 섬유의 형성 동안 나노[0298]

섬유에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 알코올 또는 기타 유기 성분을 선택적으로 포함하는 수성 매

질에서 이미 형성된 나노 섬유와 복합되거나 접합될 수 있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 수성 매질은 DMSO, 또는 완충제, 또는 둘 다를 포[0299]

함할 수 있다.

또  다른  실시형태에서,  필요로  하는  대상에서  암을  치료  또는  예방하는  방법이  본원에서  제공되며,  상기[0300]
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방법은,

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0301]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여될 수 있다.[0302]

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합되거나 접합될 수[0303]

있다.

임의의 상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있[0304]

다.

또 다른 실시형태에서, 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0305]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0306]

또 다른 실시형태에서, 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 포함하는 점도 증진 식품 첨가제가 본원에서[0307]

제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0308]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0309]

또 다른 실시형태에서, 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 포함하는 화장품이 본원에서 제공된다.[0310]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한 조성물이 본원에서 제공되며, 상기 조성물은[0311]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들, 또는 임의로 생물학적 활성제를 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0312]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 대상의 피부에 적용하는 단계를 포함한다.[0313]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 안토시아닌 또는 또 다른 UV-보호제를 포함하거나 이와[0314]

함께 적용될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0315]

임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들을 세포 또는 조직 또는 기관의 처리하는 것을 포함한다.[0316]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0317]

상기 방법 또는 방법들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 입자는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있[0318]

다.

상기 방법 또는 방법의 또 다른 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0319]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기[0320]

방법은,

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0321]

또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상 또는 세포에 전달하기 위한 임의의 상기 나노[0322]

섬유 또는 나노 섬유들의 용도가 본원에서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 또는 철과 같은 원소일 수[0323]

있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 상기 대상은 암[0324]

에 걸린 대상일 수있다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0325]

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 생물학적 활성제는 나노 섬유의 형성 동안 나노[0326]

섬유에 도입될 수 있거나, 상기 생물학적 활성제는 수성 매질에서 이미 형성된 나노 섬유와 복합체화 되거나 접

합될 수 있다 .
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상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충액, 또는 둘 다를 포함[0327]

할 수 있다.

또  다른  실시형태에서,  필요로  하는  대상에서  암을  치료  또는  예방하는  방법이  본원에서  제공되며,  상기[0328]

방법은,

임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0329]

상기 방법의 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 병용 투여될 수 있다.[0330]

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 항암 약물과 복합되거나 접합될 수[0331]

있다.

임의의 상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있[0332]

다.

또 다른 실시형태에서, 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하기 위한 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의[0333]

용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 점도 증진 식품 첨가제 또는 섬유질 대체재로서 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유[0334]

들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 섬유 또는 나[0335]

노 섬유들의 용도가 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 화장품에서 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 용도가 본원에서 제공된다.[0336]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의[0337]

용도가 본원에서 제공되며, 상기 나노 섬유는 임의로 생물학적 활성제와 복합체화 되거나 접합된다.

또 다른 실시형태에서, 국소 투여를 위한 약물 전달체로서의 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 용도가[0338]

본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하기 위한 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬[0339]

유들의 용도가 본원에서 제공되며, 상기 나노 섬유는 대상의 피부에 적용하기 위한 것이다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 안토시아닌 또는 또 다른 UV-보호제를 포함하거나 이와[0340]

함께 적용될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키기 위한 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들의 용도가 본원에[0341]

서 제공된다.

상기 용도의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다.[0342]

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 나노 섬유는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있[0343]

다.

상기 용도 또는 용도들의 또 다른 실시형태에서, 상기 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.[0344]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리 세라이드 축적을 감소시키기 위한 임의의 상기 나[0345]

노 섬유 또는 나노 섬유들의 용도가 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 암 마커에 특이적인 표적화 항체와 접합된, 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들을[0346]

포함하는 표적화된 나노 섬유가 본원에서 제공된다.

상기 표적화된 나노 섬유의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화 항체는 표적화된 나노 섬유를 암세포로 표적화[0347]

하기 위한 PD-L1 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함할 수 있다.

상기 표적화된 나노 섬유 또는 표적화된 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화된 나노 섬유는 적어[0348]

도 하나의 세포 독성 또는 항암 약물과 복합되거나 접합될 수 있다.

상기 표적화된 나노 섬유 또는 표적화된 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 상기 표적화된 나노 섬유는 파클[0349]

리탁셀, 독소루비신, 또는 둘 모두와 복합되거나 접합될 수 있다.
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또 다른 실시형태에서, 항균제와 복합되거나 접합된 임의의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들을 포함하는 항균[0350]

나노 섬유가 본원에서 제공된다.

상기 항균 나노 섬유의 또 다른 실시형태에서, 상기 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들[0351]

의 임의의 조합을 포함할 수 있다.

상기 항균성 나노 섬유 또는 항균성 나노 섬유들의 또 다른 실시형태에서, 항균성 나노 섬유는 MDR 세균 감염의[0352]

치료 또는 예방에 사용될 수 있다.

특정 실시형태에서, 임의의 상기 나노 입자 또는 나노 입자들, 임의의 상기 식품 분말 또는 식품 분말들, 임의[0353]

의 상기 나노 섬유 또는 나노 섬유들, 또는 이들의 임의의 조합을 포함하는 조성물이 본원에 제공된다. 특정 실

시형태에서, 상기 조성물은 제약학상 허용되는 부형제, 담체 또는 희석제를 추가로 포함할 수 있다. 특정 실시

형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 임의의 2개 또는 임의의 3개의 나노 입자들, 나노 섬유들 및/또는 식품 분

말들의 혼합물이 본원에 기재된 용도 및/또는 방법에 사용될 수 있다는 것이 고려된다. 특정 실시형태예에서,

예를 들어, 나노 입자들과 나노 섬유들의 혼합물이 사용될 수 있고; 나노 입자들과 식품 분말들의 혼합물이 사

용될 수 있고; 나노 섬유들과 식품 분말들의 혼합물이 사용될 수 있과; 또는 나노 입자들, 나노 섬유들 및 식품

분말들의 혼합물이 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 신 체리(A)에서 제조된 나노 입자들의 투과 전자 현미경 이미지를 도시한다. 나노 입자들은 추출물 50μ[0354]

l 방울 상에 탄소 코팅된 니켈 그리드를 띄워서 1분 동안 그리드에 흡착되도록 했다. 그리드를 제거하고, 가장

자리에서 닦아내어 건조시킨 후 1% 우라닐 아세테이트 방울 상에 띄웠다. 30초 후, 그리드를 제거하고 가장자리

에서 닦아내어 건조시킨 후 Leo Electron 현미경을 사용하여 직접 검사했다. 액체 매질에서, 나노 입자들은 직

경이 50~100nm 사이로 크기가 다양하다. 패널 B는 나노 입자의 확대도를 도시한다. 화살표는 나노 입자에서 나

오는 섬유형 구조를 나타낸다.

도 2는 EM 하에서 관찰된 나노 입자들의 확대도를 도시한다. 패널 A - 훨씬 더 매끄러운 내부 껍질(화살표 1)을

노출하는 외부 구조(화살표 2)를 벗겨낸 두 개의 나노 입자. 패널 B, C - 피브릴로 구성된 외부 코팅의 상세한

형태를 보여주는 패널. 화살표 1은 나선형 필라멘트 구조를 갖는 원섬유(fibrils) 영역을 나타낸다. 나선형 필

라멘트 구조는 원섬유로 코팅되어 있다(화살표 2). 패널 C는 나선형 필라멘트에서 벗겨진 단순한 원섬유 구조를

가진 영역을 나타낸다. 패널 D는 용액으로 저장될 때 복합체의 잠재적인 자연 해리 동안 형성된 원섬유의 매트

(화살표)를 보여준다.

도 3은 나노 입자들의 안정성에 대한 펙티나제(폴리갈락투로나제(polygalacturonase)) 처리의 효과를 보여준다.

나노 입자들을 포함하는 투석된 추출물 1 ml(0.8~1 mg 폴리페놀 당량/ml)를 펙티나제(1 unit/ml 추출물)로 15분

동안 처리하였다. 나노 입자들은 탄소 코팅된 니켈 그리드에 흡착되도록 허용되었고 상기 기술된 우라닐 아세테

이트로 염색한 후 시각화되었다. 패널 A- 추출물을 폴리 갈락투로나제 처리에 적용한 후, 구형 복합체가 더 작

은 소포(vesicular)  및 필라멘트 구조로 용해되는 것을 볼 수 있으며(박스형 영역),  이는 폴리갈락투론산의

-1,4-글리코시드  결합을  포함하는  거대  분자  구조의  존재를  가리킨다.  패널  B는  박스  영역의  확대도를

도시한다. 패널 C와 D는 나노 입자들을 셀룰라아제(β-1,4-글루카나아제)로 처리한 효과를 도시하며, 이것은 필

라멘트에서의 β-1,4-글루칸 타입의 성분의 존재를 가리키는 내부 코어를 남기고 실모양 코팅의 복합체를 벗겨

낸다.  

도 4는 신 체리로 제조된 나노 입자들의 구조에 대한 트립신 처리의 효과를 보여준다. 투석된 추출물(1ml)을 트

립신 1 유닛으로 15분 동안 처리하고 나노 입자들을 상기 기술된 바와 같이 조사하였다. 트립신 처리는 나노 입

자들의 구형 내부 펙틴 껍질 주위에 어두운 얼룩진 영역으로 보이는 외부 필라멘트 구조(루테늄 레드로 염색된

패널 A)의 용해를 초래한다. 셀룰라아제 처리 후 관찰된 것처럼 껍질 유사 구조는 함께 융합되는 경향이 있다

(도 3 참조). 트립신에 의한 외부 껍질의 용해는 외부 필라멘트 코팅도 단백질(즉, 세포벽에서 발견되는 확장형

의 당단백질)과 숙성 및 노화(senescenece) 동안 발생하는 분해에서 유래된 잠재적 펩티드로 구성되어 있음을

시사한다. 패널 B는 껍질 유사 구조의 확대도를 나타낸다. 패널 C는 부분적으로 분해된 나노 입자를 보여 주며,

이는 원섬유(fibril)/원섬유 구조로 분산되는 섬유질 코팅을 보여준다. 패널 D는 원섬유 구조에서 벗겨진 나노

입자들을 보여준다. 화살표는 원섬유 구조가 용해된 후 남은 구형 껍질을 보여준다. 패널 E는 원섬유/원섬유 구

조를 잠재적으로 형성하는 얽힌 어셈블리를 보여주는 원섬유/원섬유 구조의 확대도를 나타낸다. 원섬유/원섬유

구조는 필라멘트가 아니고 양측 대칭이 부족한 것처럼 보이며 나선형으로 배열된 분자가 자체 축을 중심으로 1
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차, 2차 및 3차 로프 유사 형상을 가진 원섬유 구조를 형성하는 것처럼 보인다.

도 5는 나노 입자들을 보여주는 동결 건조 투석된 신 체리 추출물의 주사 전자 현미경 사진을 보여준다. 물의

제거는 잠재적으로 붕괴된 외부 원섬유 모이어 티와 함께 나노 입자들의 크기를 증가시키는 것으로 보인다. 이

론에 얽매이지 않고, 수성 환경에서, 나노 입자들의 외부 부분은 자유롭고 확장된 것처럼 보이며, 구조는 수소

결합을 통해 적어도 부분적으로 함께 유지될 수 있다. 물이 제거되면 원섬유 구조는 나노 입자들의 펙틴 코어와

융합하는 경향이 있으며, 또한 수소 결합을 촉진하는 물 분자가 없기 때문에 팽창하는 경향이 있다. 용액 상태

에서  나노  입자들은  일반적으로  직경이  25~50nm  범위인  크기  분포를  보여  주며,  동결  건조한  후  크기는

200~800nm이며, 일부는 직경이 마이크로미터 이상에 이른다.

도 6은 시트(화살표 1), 관형 영역(화살표 2) 및 원섬유(fibril)(화살표 3)를 포함하는 다중 구조의 형성을 보

여주는, 신 체리에서 투석된 추출물의 주사 전자 현미경 사진을 도시한다. 일부 영역에서는 나노 입자들의 출아

(budding)을 볼 수 있다(화살표 4). 이들 구조는 나노 입자들 형성의 중간 단계를 나타낸다.

도 7은 에탄올 표백된 신 체리에서 분리된 나노 섬유들의 주사 전자 현미경 사진(패널 A) 및 투과 전자 현미경

사진을 도시한다. 신 체리 열매를 50% 에탄올에서 배양하여 폴리페놀(안토시아닌)(3x)을 제거하고, 세척하고 물

에서 균질화했다. 균질액은 파편을 제거한 후 물에 투석하고 투석된 추출물은 SEM을 위해 동결 건조하고 TEM에

직접 사용하였다. 패널 A는 나노 섬유들의 나노 섬유 및 나노 필름 구조를 보여준다(화살표 1, 2). 우라닐 아세

테이트로 염색한 후, 나노 섬유들은 직경이 5~10nm(패널 B)인 긴(마이크로미터 이상) 구조(화살표 1)처럼 보인

다. 이들 섬유는 여전히 용액에서 나선형 구조(화살표 2)를 형성하는 능력을 유지한다. 비교해 보면, 나노 섬유

들과 나노 입자들은 서로 다른 구조를 가지고 있다.

도 8은 나노 입자의 안정성에 대한 세제의 효과를 보여준다. 신 체리에서 투석된 추출물을 Triton-X 100 및 나

트륨 데옥시콜레이트와 같은 지질 불안정성 세제의 농도가 증가하는 상태에서 6-8 kDa 절단된 투석 백에서 배양

하고 pH 4로 조정된 물에 대해 12 시간 동안 투석했다. 투석 백 내부의 폴리페놀의 흡광도는 520nm(벤조 피란)

및 260nm(페놀 고리)에서 측정되었다. 광범위한 투석 후에도 폴리페놀 함량의 손실이 관찰되지 않았기 때문에

세제 처리는 복합체의 파괴를 초래하지 않았다. 나노 입자들에 지질이 구조적 요소/성분으로 포함된 경우 세제

처리로 인해 투석 백에서 투석액으로 폴리페놀이 누출되어 투석 백 내 추출물의 흡광도가 상응하게 감소한다.

260nm에서 Triton-X 100의 흡광도 증가는 용액에서 농도가 증가함에 따라 260nm에서 Triton-X 100의 페닐 모이

어티의 흡수로 인해 발생할 수 있다.

도 9는 크기 배제 컬럼(PD 10)을 통과시켜 균질액을 여과한 후 얻은 나노 입자들의 유기 조성을 보여준다. 나노

입자들과 나노 섬유들 모두를 분리하고 동결 건조하여 분말로 만들었다. 분말(400 ug)을 100 ul 피리딘에 용해

시키고 100 ul의 BSTFA : TMCS 혼합물(99:1)을 첨가하였다. 용액을 80℃에서 1 시간 동안 배양하였다. GC-MS

분석을 위해 1ul를 직접 주입했다. 유기산 표준 물질(A), 나노 입자(B) 및 나노 섬유들(C)의 비-가수분해 트리

메틸실릴화(TMS) 및 말산의 존재를 보여주는 GC-MS를 사용한 이들의 분리를 나타낸다. 비교해 보면, 나노 섬유

들과 나노 입자들은 서로 다른 조성을 가진 서로 다른 유형의 구조이며 말산은 공통 성분이다. 하단 패널은 기

준 말산 트리메틸 실릴 유도체의 질량 스펙트럼을 보여준다.

도 10은 나노 입자들(도면에서 나노 복합체라고 함) 및 나노 섬유(도면에서 나노 필라멘트라고 함)(상단 패널)

및 당 표준물(하단 패널)에 있는 당의 트리메틸 실릴 유도체를 보여준다. 나노 입자들과 나노 섬유들은 BSTFA로

유도체화되기 전에 트리플루오로 아세트산(TFA)을 사용하여 분해되었다. 나노 입자들의 주요 당은 만노스, 갈락

토스/갈락투론산 및 포도당이다. 나노 섬유들은 아라비노스가 풍부하고 소량의 포도당, 갈락토스/갈락투론산이

있다. TFA 소화가 가혹하고 일부 성분을 분해시킬 수 있으므로 양은 상대적이다. 갈락토스와 갈락투론산은 유사

한 피크 분포를 제공하므로 피크는 두 화합물을 모두 나타낼 수 있다. 결과는 주로 나노 입자들에서 6 탄당

(hexose)이 우세하고 나노 섬유들에서 5 탄당(pentoses)이 우세함을 나타낸다.

도 11은 신 체리 분획물에서 분리하고 쿠마시 블루로 염색한 단백질의 SDS-PAGE 분석을 보여준다. 전체 과일 유

래 단백질은 트리졸 추출에 의해 분리되었다. 프로테아제 활성이 억제되는 조건(페놀, 구아니디늄 이소티오시아

네이트의 존재에서와 같이)에서는 단백질 분해가 최소화되고 물 첨가 및 상 분리 후 유기상(페놀 : 클로로포

름)에 단백질이 존재한다. 1 레인 - 분자 질량 마커; 2 레인 - 전체 과일에서 분리된 단백질; 3 레인 - 물에 있

는 과일 균질물로부터의 단백질; 4 레인 - 15000xg에서 원심 분리 후 얻은 세포 파편 주스에서 얻은 단백질; 5

레인 - 15000xg에서 원심 분리 후 얻은 맑은 주스의 단백질; 6 레인 - 시료 완충액에 용해 및 적재된 투석 추출

물의 동결 건조 분말; 7 레인 - 유기 상인 트리졸(trizol) 시약을 사용하여 동결 건조된 분말에서 추출한 단백

질. 과일에서 물을 추출한 후 주스에는 주로 유기 상에 있는 저분자량 펩티드(25kD)가 포함되어 있다. 투석된
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추출물의 동결 건조된 분말(6 레인)은 단백질의 이산(descrete) 밴드를 나타내지 않지만 SDS-PAGE 및 쿠마시-블

루 염색 후 시각화 할 때 펩티드의 번짐(6 레인)을 나타낸다. 트리졸 추출 및 물을 이용한 추출물의 상 분리는

이론적으로 단백질이 유기 풍부 상(페놀 : 클로로포름 상)으로 이동해야 한다. 쿠마시브릴리언트블루(coomassie

brilliant  blue)(7  레인)에서는 염색이 관찰되지 않았으며, 이는 향상된 친수성(탄수화물, 폴리 페놀과의 결

합)(7 레인)으로 인해 펩티드가 수상으로 이동했을 수 있음을 시사한다. 동등한 양의 샘플(15μg 단백질)을 생

중량(fresh weight)을 기준으로 각 레인에 적재했다.

도 12는 나노 입자들에서 펩티드의 SDS-PAGE 분석을 보여준다. 추출 및 투석은 폴리 페놀(안토시아닌)의 안정성

을 높이기 위해 완충액(구연산 칼륨, 300mM, pH, 6, 균질화 후 최종 pH는 pH 5)과 함께 물에서 수행되었다. 패

널 A는 젤이 물 에서 10 %(v/v) 아세트산에서 배양될 때 폴리 페놀(안토시아닌)으로 인한 분홍색을 나타내기 위

해 염색 전 젤을 보여준다. 패널 B는 펩티드를 나타내기 위해 쿠마시 블릴리언트 블루(coomassie brilliant

blue)로 염색한 동일한 젤을 보여준다. 레인 1 - 분자 마커; 레인 2는 시료 완충액에 적재된 투석된 물 추출물

의 동결 건조 분말에서 나온 나노 입자들의 폴리 페놀(안토시아닌) 및 폴리펩티드의 연관성을 보여준다. 트리졸

(Trizol)  추출  후,  상층  액(수성  상,  레인  3)은  펩티드의  존재와  폴리  페놀(안토시아닌)과의  연관성을

보여준다. 레인 4 - 완충 투석 추출물 분말을 시료 완충액에 적재한다 레인 5, 6 및 7은 트리졸 추출 후 얻은

투석된 추출물 분말의 상등액, 중간상(interphase) 및 유기 상에 해당한다. 대부분의 펩티드와 폴리 페놀(안토

시아닌)은 트리졸 추출물의 수성 상(친수성)(레인 5)에 있다는 것에 주목한다. 유기상에 해당하는 레인 7은 안

토시아닌 또는 펩티드 염색을 나타내지 않는다. 레인 8, 9 및 10은 대부분의 폴리 페놀(안토시아닌)이 제거된

에탄올 표백된 체리 에서 투석된 추출물 분말의 트리졸 추출 후 얻은 상청액, 중간상 및 유기상에 해당한다. 레

인 8, 패널 B는 쿠마시 블루로 염색한 것을 보여준다. 표백된 체리 투석 추출물의 중간상 및 유기상은 펩티드에

대해 최소한의 염색을 나타냈다(레인 9, 10; 패널 B). 투석된 추출물 분말의 SDS-PAGE 후 프로피디움 요오드화

물 및 쿠마시 브릴리언트 블루 염색의 유사성에 의해 밝혀진, 나노 입자들에서 펙틴과 폴리펩티드의 연관성(패

널 C 및 D). 패널 C는 프로피디움 요오드화물(물에 10μg, 물에 0.2%)을 사용한 염색 패턴을 보여준다. 레인 1

은 시판되는 펙틴의 표준 샘플에 해당한다. 레인 2는 투석된 추출물의 투석된 분말을 나타내고; 레인 3은 투석

물에 해당하며, 이 분획은 폴리펩티드에 대해 상대적으로 더 강한 염색을 나타낸다. 레인 4는 폴리갈락투론산의

표준물에 해당하며, 폴리갈락투론산은 폴리펩티드가 아닌 요오드화 프로피디움으로 염색되는 것을 보여준다. 신

체리 균질물의 젤리 유사 펠렛은 또한 펙틴과 폴리펩티드의 존재를 보여준다(레인 5).

도 13은 나노 섬유들 및 나노 입자들을 포함하는 에탄올 표백 체리 및 표백되지 않은 체리에서 각각 SDS-PAGE

및 구조 특이적 단일 클론 항체(rat IgM, www.Plant Probes.net)로 면역 국소화한(immunolocalization) 투석

추출물을 보여준다. 결합된 항체는 알칼리성 포스파타제 접합된 염소-항 랫트 IgG로 검출되었다. 패널 A는 쿠마

시 브릴리언트 블루(coomassie brilliant blue)에 의한 나노 섬유 들(레인 2) 및 나노 입자들(레인 3)의 폴리펩

티드 염색을 보여준다. 표백된 체리의 나노 섬유들은 흡습성이 매우 뛰어나 젤(gel)로 쉽게 되지 않는 젤리가

된다. 패널 B는 호모갈락투로난(올리고 1,4-연결된 갈락투론산 메틸 에스테르; LM 20)에 대한 항체의 반응성을

보여준다. 표백된 체리 투석 추출물은 나노 섬유들에서 노출된 호모 갈락투로난 단위를 나타내는 이 항체에 대

한 반응성을 보여준다. 그러나 표백되지 않은 체리(구형 나노 입자 포함)에서 투석된 추출물에 대한 반응성은

훨씬 낮다(패널 B, 레인 3). 이것은 패널 B 아래에 표시된 도트 블롯의 강도에 다시 반영된다. 구형 나노 입자

들에서 펙틱 모이어티는 껍질을 형성하고 잠재적으로 펩티드, 헤미 셀룰로스 및 폴리 페놀(안토시아닌)에 의해

가려진다. 이들은 항-호모갈락투로난 항체의 내부 접근을 방해할 수 있다. 나노 섬유에서 펙틱 모이어티는 잠재

적으로 노출되어 항-호모갈락투로난 항체와 강력한 상호 작용을 가능하게 한다. 나노 섬유들과 나노 입자들 모

두 항-익스텐신(HRGP [Hydroxyproline rich Glycoproteins]의 범위에 의해 운반되는 LM1 에피토프를 인식함)에

대해 약간의 반응성을 보였는데, 이는 과일의 주요 세포벽 단백질인 엑텐신(extensin)(패널 C)이, 온전하지 않

을 수 있지만, 엑텐신에서 파생된 펩티드를 포함할 수 있다는 것을 시사한다. 복합체와 섬유 모두에서 항-아라

비노갈락탄-단백질(당단백질; LM14 에피토프)(헤미셀룰로오스-단백질)에 대해 매우 강한 반응이 관찰되어, 이것

이 나노 입자들 또는 나노 섬유들(패널 D)의 기본 구조의 주요 구성요소일 수 있음을 시사한다. 패널 A 아래의

하단 패널은 항-자일로글루칸에 대한 나노 입자들 및 나노 섬유들의 교차 반응성을 보여준다(LM 15; 자일로글루

칸의 XXXG 모티프 인식). 블롯 동안 젤에서 전달된 항체와 분자 사이에는 반응이 없었다. 도트 블롯은 나노 섬

유가 항-자일로글루칸에 대해 강한 반응을 보였지만 나노 입자에는 그렇지 않았다.

도 14는 나노 입자(레인 2) 및 나노 섬유(레인 3)의 SDS-PAGE 감소를 보여준다. 각각 100 μg을 10% 겔에 용해

시켰다(resolve). (A) 겔 A를 10% 아세트산에서 배양한 후 나중에 쿠마시 브릴리언트 블루(겔 B)로 염색했다.

번호로 강조 표시된 겔 밴드는 LC/MS/MS에 의해 다음과 같이 확인되었다. 밴드 1: PR 단백질 단편; 체리로부터

의  글루칸  엔도-1,3-베타-글루코시다제(수탁 번호  P50694);  밴드  2:  PR  단백질  단편;  주요  체리  알레르겐
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Prua1(수탁 번호 O24248); 밴드 3: 밴드 1의 단편 일 가능성이 가장 높다. 패널 B와 C는 각각 베타-글루코시다

아제(수탁 번호 P50694) 및 Prua1(수탁 번호 O24248)의 아미노산 서열을 보여준다.

도 15는  구조적 유사성을 갖는 여러 성분(하단 패널)과 비교하여 에탄올 표백 및 표백되지 않은 체리(상단

패널)에서 투석된 추출물의 동결 건조된 분말의 FT-IR 스펙트럼을 보여준다. 추출물에 포함된 성분의 복잡한 특

성으로 인해, 구조 및 기능성 작용기의 정확한 할당을 얻기가 어렵다. 표준 스펙트럼과의 비교는 OH 스트레칭

(탄수화물, 폴리 페놀, 3000-3500 cm
-1
)의 존재와 CH-, COO, CN 등으로 인해 500-2000 cm

-1
까지 확장되는 여러

피크의 존재를 시사한다. 진짜(authentic)  펙틴, 단백질, 펩티드 백본(C-N-C-N)과 유사점이 분명하다. BSA와

PGA는 비교를 위해 도면에 표준물로 포함되어 있다.

도 16은 신 체리의 물 추출 후 얻은 투석된 추출물(나노 입자) 및 투석액(펙틴)의 동결 건조 분말의 광각 X-선

회절을 보여준다. 날카로운 피크는 시료 홀더의 편향으로 인해 발생한다. 투석된 추출물과 투석액 분말은 모두

2θ 10°에서 30°까지 확장되는 매우 확산된 밴드를 보여 투석된 추출물(DE) 및 투석액(DZ)에 결정 구조가 없

음을 나타낸다. 셀룰로스(β-1,4-글루칸)는 세포벽에 결정 구조로 존재하는 유일한 탄수화물이다. 이 결과는 나

노 입자들에 주성분인 셀룰로오스 생성물(β-1,4-글루칸 모이어티)이 없음을 시사한다. 펙틴은 시트, 소포 및

필라멘트를 형성할 수 있는 무정형 구조를 가지고 있으며 뚜렷한 날카로운 회절 패턴을 나타내지 않는다.

도 17은 제안된 나노 입자에 대한 구조 모델을 제안하는 결과를 보여준다. 신 체리 균질액에서 TEM으로 관찰된

나노 입자들의 확대도는 패널 A에 제공되고 확대된 영역은 B에 표시된다. 신 체리의 수성 균질액을 4℃에서 15

분 동안 원심 분리 (15000xg)하여 파편과 겔 유사 펙틴성 물질을 침전시킨다. 균질물을 세파덱스 G 25(Sephadex

G 25, 제외 한계 5kD, 7.5ml 베드 부피, Amersham Biosciences)로 포장된 PD 10 크기 배제 컬럼을 통과시키고

공극 부피 분획물을 수집했다. 나노 입자들을 포함하는 분획물은 투과 전자 현미경으로 검사했다. 도면은 고리

모양의 구조 (패널 A, 화살표 1)를 보여주는 내부 코어 주변의 붕괴된 영역을 보여 주며, 펙틴과 단백질을 포함

할 가능성이 있는 나선형 필라멘트 구조(패널 A, 화살표 2)로 구성된 전자 밀도가 낮은 영역으로, 때때로 앞에

서 본 나선형 조직(화살표 2)에서, 둘러싸여 있다. 이 층 주변에는 필라멘트를 포함하는 아라 비노갈락탄-단백

질을 잠재적으로 포함하는 나노 입자들의 외부 부분을 형성하는 약간 더 전자 밀도가 높은 섬유 유사 영역(패널

A, 화살표 3)이 있고, 폴리 페놀(즉, 안토시아닌)을 포함 할 수 있다. 패널 B에는 나노 입자들의 확대된 확대도

가 표시되어 있다. 나선형 요소는 화살표로 표시된다.

도 18은 나노 입자 용액(NP)을 마우스에 공급한 야생형 및 ETKO 마우스의 체중 변화에 대한 효과를 보여준다.

마우스(6~7 개월령)는 각각 5~6 마리씩 4개의 그룹(야생형 미처리(WT U), 야생형 처리(WT T), 녹아웃 미처리(KO

U) 및 녹아웃 처리(KO T))으로 나누었다. 처리된 마우스는 133μg 당량의 용량을 투여받았다. NP 용액/40g 체중

/일(100mg 추출물/kg 체중) 주 5 회 위관 영양으로 투여됨. 미처리 마우스는 물을 투여받았다. 실험은 4 주 동

안 지속되었다. NP 처리 첫주는 실험군에서 마우스 체중에 영향이 없었지만, 2 주, 3 주 및 4 주 후, NP 처리를

계속하면 ETKO 마우스의 체중 증가가 방지되었다. 미처리 WT와 이러한 특정 용량/조건에서 처리된 WT 사이에 체

중 감소에 유의한 변화가 없었지만, 미처리 KO와 처리된 KO 사이의 체중 증가의 감소는 통계적으로 유의했다(P

<0.05).

도 19는 간에서 트리글리세라이드 수준의 변화에 대한 나노 입자(NP) 처리의 효과를 보여준다. 조직은 실시예 2

에 기술된 시험으로부터 유래되었다. 간 조직의 트리글리세라이드 수준은 Wako L- 타입 TG M 분석 키트(Wako

Life Sciences, CA, USA)를 사용하여 기술된 절차에 의해 평가되었다. NP 처리를 받은 ETKO 마우스에서 트리글

리세라이드 수치가 현저하게 감소했다. 상단 패널은 수컷 및 암컷 마우스 모두에서 얻은 데이터를 보여준다. 하

단 패널은 수컷 마우스에서 얻은 데이터를 보여준다. NP 치료에 의한 간에서의 트리글리세라이드 감소는 알라닌

아미노트랜스퍼라제(Alanine  aminotransferase)  및  아스파테이트  아미노트랜스퍼라제(aspartate

aminotransferase)와 같은 마커 효소 활성에 의해 정의된 간 지질 침착 및 관련 병리학적 증상의 예방을 위한

NP 사용을 지지하며, 예를 들어 야생형 마우스 간 구조와 가까운 구조로의 회복(reversion)을 위한 NP 사용을

지지한다. 유사한 비정상성(abonormalities)이 비-알코올성 지방증(steatosis) 및/또는 NASH에서 인간에서도 관

찰되며, 이는 본원에 기술된 나노 입자 및/또는 식품 분말이 이러한 질환을 치료 및/또는 개선하기 위한 선택을

제공할 수 있음을 시사한다.

도 20은 실시예 2에 기술된 바와 같이 처리된 마우스로부터의 간 절편의 조직 병리를 보여준다. 냉동 절편을

Oil-red-O 염색(Sigma-Aldrich)으로 염색하여 트리글리세라이드를 포함하는 지질 방울이 적색 방울로 보이도록

만들었다. 상단 2 개 패널/행은 야생형(미처리-상단, 나노 입자 처리됨, 하단) 마우스에서 염색된 간 섹션의 이

미지를 나타낸다. 적색으로 염색된 영역의 정량화는 대조군 및 처리된 마우스 세트에서 거의 변화를 보이지 않
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는다. 각 패널/행은 3 개의 독립적인 마우스의 절편을 나타낸다. 아래 2개 패널/행은 ETKO 미처리(위) 및 NP 처

리(아래) 마우스의 간 절편의 모양을 보여준다. 일반적으로 ETKO 마우스의 간 절편은 여러 빈 영역을 보여준다.

이러한 영역은 처리된 ETKO 마우스에서 감소된다. 또한 간 구조는 WT와 유사한 경향이 있다(대조군보다 상대적

으로 더 많은 보라색 영역). 오일 레드 염색 영역의 면적은 처리 후 현저하게 감소한다(도면의 하단 패널). 약

어: 야생형 미처리(WT-U), 야생형 처리 (WT-T), 녹아웃 미처리(KO-U) 및 녹아웃 처리(KO-T). 도면 라벨에 표시

된 "SC"는 "신 체리(Sour Cherry)"를 나타낸다.

도 21은 나노 입자(NP) 처리된 마우스와 처리되지 않은 마우스의 혈청 매개 변수를 보여준다. 알부민, 글로불린

및 그 비율에는 큰 변화가 없었다. 혈청의 총 단백질 수준이 약간 감소한 것으로 보인다. 값은 3 개의 독립적인

처리에서 얻은 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리(WT/U), 야생형 처리(WT/T), 녹아웃 미처리(KO/U) 및 녹아

웃 처리(KO/T).

도 22는 대조군 및 NP 처리 마우스의 혈청 생리 기능 마커(ALT, AST, 콜레스테롤 및 CK) 수준의 변화를 보여준

다. 분석은 Guelph 대학 실험실 서비스 부서의 병리학 실험실에서 테스트 키트를 사용하여 표준 절차에 따라 수

행되었다.  알라닌  아미노트랜스퍼라제(Alanine  aminotransferase)  및  아스파테이트  아미노트랜스퍼라제

(aspartate aminotransferase)는 간의 기능 상태를 나타내는 효소이다. 간 기능이 좋지 않거나 간에 염증이 생

기면, 이들 효소가 더 많이 혈액으로 분비된다. 비만 마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 ALT와 AST의 수준이

유의하고 실질적으로 감소했다. 이들 효소 수준이 낮은 야생형 마우스에서도 NP 처리는 감소를 산출했다. NP 처

리는 비만 마우스의 간 기능을 정상화시키는 것으로 보인다. 혈청 내 콜레스테롤 수치는 야생형 마우스와 비만

마우스 모두에서 NP 처리에 반응하여 감소했다. 높은 크레아틴 키나아제 수치는 근육 손상의 지표이며, NP 처리

된 비만 마우스에서 큰 감소를 보였다. 이러한 결과는 NP의 항 염증 기능을 지지한다. 약어: 야생형 미처리

(WT/U), 야생형 처리(WT/T), 녹아웃 미처리(KO/U) 및 녹아웃 처리(KO/T).

도 23은 처리되지 않은 마우스와 나노 입자 처리된 마우스의 혈액에서 포도당과 인의 수준을 보여준다. 미처리

야생형과 ETKO 마우스의 혈청에서 인의 수준에는 큰 변화가 없었다. 포도당 수준은 야생형에서 유사했으며 NP

용액 처리 후 비만 마우스에서 감소하는 경향을 보였다.

도 24는 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 STAT4 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물

을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 미처리

마우스와 처리된 야생형 마우스 사이에 STAT4 수준의 유의미한 변화는 없다. NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서

STAT4 발현이 감소하는 경향이 있다. 이 실험에서 값은 미처리 ETKO 마우스의 수준과 크게 다르지 않았지만 감

소 추세가 관찰되었다.  값은 각 그룹의 4~5  마리 마우스에서 평균±SEM이다. STAT4(Signal  Transducer  and

Activator of transcription 4)는 단백질의 STAT 계열의 전사 인자이다. STAT4는 야누스 키나아제에 의해 인산

화되어 이합체화를 가능하게 하고 사이토카인 신호 전달 중에 핵으로 전이되고 유전자 발현을 증가시킨다. Stat

4 관련 유전자 발현의 증가는 활성화된 염증 경로의 표시이다.

도 25는 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 NF-kB 유전자 발현의 변화 평가를 보여준다. NF-kB 밴

드 강도는 웨스턴 블롯 및 화학 발광 검출에 의해 정량화되었다. NF-kB의 발현은 비만 마우스에서 상향 조절되

어 염증 경로 기능이 증가했음을 시사한다. 나노 입자 용액 처리는 야생형 마우스나 비만 마우스에서 NF-kB 수

준의 유의미한 변화를 가져 오지 않았다.  값은 각 그룹의 4~5  마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.  Nuclear

Factor-kB(NF-kB)는 인터루킨 및 종양 괴사 인자-α와 같은 사이토카인을 통한 염증 신호 전달의 시작에 관여하

는 핵심 단백질이다. 경로는 복잡하며 조건에 따라 전(pro)-염증 및 항(anti)-염증 역할을 모두 가질 수 있다.

감소된 NF-kB 신호 전달은 감소된 정도의 염증의 표시로 간주된다.

도 26은 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액으로 마우스 처리에 대한 반응으로 TNF α 유전자 발현의 변화를 평

가한 것이다. PCR 산물을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여

정량화하였다. 처리되지 않은 마우스와 처리된 야생형 마우스 사이의 TNF α 유전자 발현 수준에는 유의미한 변

화가 없다. NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서 TNF α 발현의 현저한 감소가 있다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우

스에서 평균 ± SEM이다. TNF α는 자가 면역 활성화뿐만 아니라 감염으로 인한 염증과 관련된 신호 전달 경로

에 관여하는 핵심 단백질이다. TNFα의 하향 조절은 예를 들어 만성 자가 면역 질환을 제어하는 데 일반적으로

바람직하다. TNFα의 감소는 비만 감소에 바람직하며 이는 신체의 염증 상태와도 관련이 있다.

도 27은 실시예 2에 기술된 바와 같은 나노 입자 용액으로 마우스 처리에 대한 반응으로 IL6 유전자 발현의 변

화를 평가한 것이다. 미처리 마우스와 처리된 야생형 마우스 사이에 IL6 수준의 유의미한 변화는 없다. NP 용액

을 먹인 ETKO 마우스에서 IL6 발현이 현저히 감소한다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.
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IL6은 전-염증 및 항-염증 경로를 매개하는 사이토카인이다. IL6의 활성화는 여러 가지 질환을 유발하는 만성

염증 상태의 발달로 이어지는 것으로 알려져 있다. IL6의 하향 조절은 염증과 비만과 같은 만성 질환을 줄이는

데 도움이 될 수 있다.

도 28은 실시예 2에 기재된 나노 입자 용액 처리에 대한 FASN 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PPCR 산물

을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. NP-처리

된 야생형 마우스에서 FAS 수준의 현저한 감소가 있었다. NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서 FAS 발현이 감소하는

경향이 있었다. 값은 이 실험에서 미처리 ETKO 마우스의 수치와 크게 다르지 않았다. 값은 각 그룹의 4~5 마리

마우스에서 평균 ± SEM이다. FAS(Fatty Acid Synthase)는 지방산의 생합성에 관여하는 효소이다. 지방산은 트

리글리세라이드로 전환되며, 지방산 수치가 증가하면 지방 축적이 일어나 비만으로 이어질 수 있다. 따라서, 이

효소 수준의 감소는 감소된 트리글리세라이드 생합성 및 침착(deposition)에 유리할 수 있다;

도 29는 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 ATGL 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물을

아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 대조군과

NP-처리된 야생형 마우스 사이의 ATGL 수준에는 유의미한 차이가 없었다. 유사하게 ATGL 발현 수준은 미처리 마

우스와  NP-처리  ETKO  마우스에서  동일했다.  값은  각  그룹에서  4~5  마리  마우스의  평균  ±  SEM이다.

ATGL(Adipose Triglyceride Lipase)은 지방산으로의 트리글리 세라이드 이화 작용을 시작하는 데 관여하는 효소

이다. ATGL 기능은 잠재적으로 대사 증후군의 발생에 관여한다.

도 30은 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 HSL 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물을

아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 대조군과

NP-처리된 야생형 마우스 사이에 HSL 전사체 수준이 유의하게 증가했다. HSL 발현 수준은 미처리 마우스와 NP-

처리된  ETKO  마우스에서  동일했다.  값은  각  그룹의  4~5  마리  마우스에서  평균  ±  SEM이다.  HSL(Hormone

Sensitive Lipase)은 지방 조직에서 트리글리세라이드의 가수 분해에 관여하는 주요 효소이며 에너지 생성에 관

여하는 주요 효소이다. HSL은 ATGL과 함께 작용하여 트리글리세라이드에서 유리 지방산을 방출한다. 효소는 일

반적으로 단식 중에 에너지가 필요할 때 카테콜아민에 대한 반응으로 활성화되므로, 저장된 지질을 동원하는 기

능을 한다. 또한 스테로이드 생합성에서 콜레스테롤 에스테르로부터 지방산을 방출한다.

도 31은 실시예 2에 기재된 나노 입자 용액 처리에 대한 반응으로 LPL 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다.

PCR 산물을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다.

야생형 마우스에서 NP 처리에 대한 LPL 전사체 수준의 변화는 없었다. 대조적으로, NP-처리된 ETKO 마우스에서

LPL 발현 수준이 현저히 감소하였다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서의 평균 ± SEM이다. LPL(Lipoprotein

lipase)은 지질 단백질에 결합된 트리글리세라이드를 가수 분해하여 유리 지방산과 모노아실글리세롤을 방출하

는 효소이다. LPL은 췌장 및 간 리파아제와 같은 다른 리파아제와 유사하다. LPL은 심장, 근육 및 지방 조직과

같은 여러 조직에 존재하며 모세 혈관의 내강(lumen)에 가까운 세포층에 존재한다. LPL은 모세 혈관의 지질 단

백질  대사에  영향을  미칠  수  있다.  LPL  활성은  인슐린과  아드레날린과  같은  호르몬에  의해  별도로

(differentially) 조절된다. LPL 수준은 고지방 식이 요법이나 고탄수화물 식이 후에 증가하는 것으로 알려져

있으며 비만의 발달에 작용할 수 있다.

도 32는 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 PGC1-α 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산

물을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 야생형

마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PGC1-Alpha 전사체의 수준에는 변화가 없다. 대조적으로, NP-처리된 ETKO

마우스에서 PGC1-Alpha 발현 수준이 현저하게 감소하였다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이

다. PGC1-α(Peroxisome  proliferator-activated  receptor-gamma  coactivator)는 탄수화물 및 지질과 관련된

에너지 대사 조절에 관여하는 전사 공동 활성화제(co-activator) 계열에 속한다. PGC1-A는 스트레스 조건에서

활성화된다. 이 단백질은 또한 염증 경로를 향상시키는 데 관여하는 NF-kB를 활성화시키는 것으로 알려져 있다.

따라서 PGC1-A 수준의 감소는 염증을 감소시킬 수 있다.

도 33은 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 따른 PPAR-α 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산

물을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 야생형

마우스 및 ETKO 비만 마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PPAR-α 전사체의 수준에는 변화가 없었다. 값은 각

그룹의 4~5 마리 마우스의 평균 ± SEM이다. PPAR-α(Peroxisome Proliferator Activated Receptor-Alpha)는

핵 국소 전사 인자 그룹에 속한다. PPAR-Alpha는 지방산 흡수, 수송 및 이화 작용에 관여하는 유전자의 자극을

포함하여 간에서 지질 대사에 중요한 조절 기능을 가지고 있다.
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도 34는 실시예 2에 기재된 나노 입자 용액 처리에 대한 PPAR-γ 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산

물을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. NP 처

리 야생형 마우스에서 PPAR-감마 전사체의 유의한 감소가 있다. NP 처리 후 비만 마우스에서 PPAR 감마 수준에

큰 변화가 없었다. 값은 각 그룹의 4~5  마우스에서 평균 ± SEM이다. PPAR-  감마(Peroxisome  Proliferator

Activated Receptor-gamma)는 핵에 위치한 또 다른 전사 인자이다. 이 단백질은 지방 세포의 증식에 관여하여

비만 발달을 촉진한다. PPAR 감마는 지방 조직과 근육에서 더 낮은 수준으로 표현된다. PPAR 감마는 비만과 제2

형 당뇨병 발병에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.

도 35는 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 CTL1 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물을

아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 야생형 마우

스에서 NP 처리에 대한 CTL-1 전 사체 수준의 변화는 없다. 대조적으로, NP-처리된 ETKO 마우스에서 CTL1 발현

수준이 현저하게 감소했다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다. CTL-1(Choline Transporter

Like Protein 1)은 막 결합 효소로, 뇌 세포의 원형질막과 미토콘드리아에서 발견된다. 그것은 포스파티딜콜린

생합성 및 막 생합성에 사용되는 미토콘드리아에서 콜린의 수송에 관여한다. 염증에 의한 대식세포의 증가된 생

산은 CTL-1의 과발현을 초래했으며 염증 증가와 관련이 있는 것으로 보인다. 높은 수준의 막 생합성 감소는 세

포의 확대 및 비만 관련 변화를 줄이는 데 도움이 될 수 있다.

도 36은 실시예 2에 기술된 나노 입자 용액 처리에 대한 PSS 2 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물

을 아가로스 겔 상에서 분리하고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 야생형

마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PSS 2 전사체의 수준에는 변화가 없었다; 그러나 ETKO 마우스에서 낮지만

상당한 감소를 보였다. 값은 각 그룹의 4~5  마리 마우스에서 평균 ± SEM이다. PSS  2(CDP-diacylglycerol―

serine  O-phosphatidyltransferase  2;  phosphatidylserine  synthase  2)는 포스파티딜세린 생합성에 관여하는

효소이다. 이 단백질은 미토콘드리아에 국소적으로 있다. PSS 2 녹아웃 마우스는 정상적인 수명을 나타냈다. 결

과는 나노 입자 용액 처리의 효과가 지질 생합성에 관여하는 경로에 관련된 모든 유전자가 아닌 특정 유전자를

표적으로 할 수 있음을 시사한다.

도 37은 2개의 독립적인 나노 섬유 제조에서 얻은 나노 섬유의 투과 전자 현미경 사진(TEM)을 도시한다. 왼쪽

패널은 동결 건조(냉동 건조)를 사용하여 에탄올 표백 신 체리에서 분리된 나노 섬유를 보여준다. 오른쪽 패널

은 나노-분무 건조로 분리된 나노 섬유를 보여준다.

도 38은 철과 나노 섬유 복합체를 보여준다. 나노 섬유 제조물(2mg)을 물 2ml에 용해시키고 1mM 염화철과 혼합

하였다. 상기 용액을 2 시간 동안 배양하고 물(2X)에 대해 밤새 투석하여 결합되지 않은 철을 제거하였다. 투석

된 용액은 중금속 염색 없이(즉, 일반적으로 대비를 높이기 위해 사용되는 우라닐 아세테이트로 염색하지 않고)

전자 현미경으로 검사되었다. 나노 섬유 복합체는 (우라닐 아세테이트 대신) 철로 염색되어 나노 섬유가 철의

운반체로 사용될 가능성을 보여주었다.

도 39는 칼세인-적재 나노 섬유(calcein-loaded nanofibres)가 포유류 세포 로 흡수되는 것을 보여준다(칼세인-

나노 섬유 부가물). 칼세인(Ex 494 nm/Em 517 nm) 자체는 막에 대해 불투과성이며, 세포내 이입(endocytosis)

에 의해 낮은 수준으로 흡수될 수 있다(A, C). 에탄올 표백 체리는 1mg/g 신선(fresh) 당량의 칼세인을 포함하

는 물에서 균질화되었고, 상청액은 물에 대해 투석되었다. 나노 섬유와 복합된 칼세인은 투석 백 내에 유지되며

공-초점 현미경을 이용한 흡수 측정에 사용된다. 칼세인 단독 섭취는 HT 29 세포(왼쪽 상단 패널)와 정상 장 세

포(왼쪽 하단 패널) 모두에서 비교적 매우 낮았다(패널 A 및 C). 칼세인-적재 나노 섬유는 대장 암 세포주 HT

29(오른쪽 상단, B) 및 정상 인간 장 CRL 1790(오른쪽 하단, D) 세포에서 분리된 구획으로 들어간다. (크기 막

대-10 μm). 패널 B와 D는 두 가지 유형의 세포에 나노 섬유-칼세인 복합체의 향상된 흡수를 보여준다.

도 40은 표백되지 않은 신 체리에서 분리된 나노 입자(A, C, E)와 에탄올 표백된 신 체리에서 분리된 나노 섬유

(B,  D,  F)가  인간  세포(HT-29,  CRL  2158,  CRL1790)로  흡수되는  것을  보여준다.  나노  입자와  나노  섬유를

Dylight 650과 화학적으로 접합하고(conjugate), 물에 대해 강하게 투석하여(3x) 결합되지 않은 염료를 제거했

다. Dylight는 일반적으로 항체의 아미노 그룹을 표지하는 데 사용되며 제공된 SOP 시트(Thermofisher)에 자세

히 설명된 것과 유사한 방법을 사용하여 나노 입자 및 나노 섬유에 접합되었다. 요컨대, Dylight는 안정적인 공

유 아미드 결합을 형성하는, 1 차 아민과 반응하는, N-히드록시숙신이미드(N-hydroxysuccinimmide) 에스테르로

활성화되었다. 크기 배제 컬럼을 이용하여 Dylight와 결합된 나노 입자 및 나노 섬유를 제거하였다. 접합된 생

성물은 빛으로부터 보호되는, -20℃의 어두운 곳에 보관되었다. 세포를 심고 48 시간 동안 성장시켰다. 접합된

나노 입자 및 나노 섬유(3ml 배양 배지에서 약 5μM Dylight 등가물)를 배지에 첨가하고 세포를 추가로 24 시간

공개특허 10-2021-0104708

- 40 -



동안 배양하였다. 세포를 페트리 플레이트(직경 3.5cm)에 유지하고 공초점 현미경(Leica)으로 633 nm에서의 여

기와 680 nm에서 모니터링된 방출을 관찰했다. 패널 A 및 B는 각각 HT 29 세포(결장 직장암 세포주)에 의한

Dylight 접합 나노 입자 및 나노 섬유의 흡수를 보여주고; 패널 C 및 D는 각각 CRL 2158 세포(MDR 결장 직장 세

포주)에 의한 Dylight 접합 나노 입자 및 나노 섬유의 흡수를 보여주고; 그리고 패널 E 및 F는 각각 CRL 1790

세포(정상 인간 장 세포)에 의한 접합된 나노 입자의 흡수를 각각 보여준다. 패널의 삽입도는 세포의 확대된 복

합 이미지이다. (크기 막대-10 μm).

도 41은 인간 대장 암 세포(HT 29)에 대한 나노 섬유-파클리탁셀(Nanofibre-Paclitaxel)의 세포 독성을 보여준

다. 공초점 현미경으로 시각화된 HT 29 결장 직장암 세포의 생-사(Live -Dead) 세포 분석이 도시된다. 분석 키

트(Invitrogen)에는 두 가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르(Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있으며, 이

염료는 살아있는 세포에 특이적으로 들어가, 탈-에스테르화되고 살아잇는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는

세포와 죽은 세포는 막이 손상되어(누출된 원형질막) 에티디움 동종이량체(Ex 517 nm / Em 617)의 진입을 허용

하여, 핵을 적색으로 염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포

를 시각화할 수있는 617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 합성 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로

전환되는 세포를 보여준다. 패널 B, C는 각각 617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시

각화된 대조군 세포를 나타낸다. 패널 A는 처리되지 않은 세포의 합성 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장

617 및 517 nm에서 기록된 파클리탁셀(32 nM)로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 합성 이미지이다.

패널 H와 I는 파클리탁셀 + 나노 섬유(32 nM + 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간

색과 녹색 이미지의 합성물이다.

도 42는 인간 대장 MDR 암 세포(CRL 2158)에 대한 나노 섬유-파클리탁셀의 세포 독성을 보여준다. 공초점 현미

경으로 시각화한 CRL 2158 다중 약물 내성 결장암 세포의 생-사 세포 분석이 표시된다. 분석 키트(Invitrogen)

에는 두 가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르 (Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있고, 이 염료는 살아있는

세포에 특이적으로 들어가 탈-에스테르화되고 살아있는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포

는 막이 손상되어(누출된 원형질막) 에티디움 동종이량체(Ex 517 nm / Em 617)의 진입을 허용하여 핵을 적색으

로 염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포를 시각화할 수있

는 617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 합성 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로 전환되는 세포를

보여준다. 패널 B, C는 각각 617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시각화된 대조군 세

포를 나타낸다. 패널 A는 처리되지 않은 세포의 합성 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장 617 및 517 nm에서

기록 된 파클리탁셀(32 nM)로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 합성 이미지이다. 패널 H와 I는 파클

리탁셀 + 나노 섬유(32 nM + 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간색과 녹색 이미지의

합성물이다.

도 43은 정상 인간 장 세포(CRL 1790)에 대한 나노 섬유-파클리탁셀의 세포 독성을 보여준다. 공초점 현미경으

로 시각화된 CRL 1790 인간 장 정상 상피 세포의 생-사 세포 분석이 표시된다. 분석 키트(Invitrogen)에는 두

가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르(Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있고, 이 염료는 살아있는 세포에 특

이적으로 들어가 탈 에스테르화되고 살아있는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포는 막이 손

상되어(누출된  원형질막)  에티디움  동종이량체(Ex  517  nm  /  Em  617)의  진입을  허용하여  핵을  적색으로

염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포를 시각화할 수 있는

617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 합성 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로 전환되는 세포를 보

여준다. 패널 B, C는 각각 617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시각화된 대조군 세포

를 나타낸다. 패널 A는 처리되지 않은 세포의 합성 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장 617 및 517 nm에서

기록된 파클리탁셀(32 nM)로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 합성 이미지이다. 패널 H와 I는 파클

리탁셀 + 나노 섬유(32 nM + 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간색과 녹색 이미지의

합성물이다.

도 44는 신 체리, 브로콜리 및 기타 식품 성분으로 제조된 식품 분말의 주사 전자 현미경 사진을 보여준다. 식

품 분말은 실시예 4에 기술된 바와 같이 개별 성분의 균질화된 용액의 혼합물을 혼합하고 혼합된 혼합물의 나노

분무 건조를 통해 제조되었다.

도 45는 초 구조적 특성을 나타내는 식품 분말 수용액의 투과 전자 현미경 사진을 보여준다. 식품 분말은 단단

히 감긴 섬유 구조의 구형 덩어리에 직사각형 모양으로 나타난다(A로 표시된 화살표 참조). 상기 구조는 신 체

리 나노 입자에서 관찰되는 구조적 조직이 없는 나노 입자와 유사하다(도 17 참조). 그러나 구형(spherical) 코

어(화살표 B로 표시)와 유사한 구상(globular) 구조는 그로부터 나오는 섬유 구조와 함께 관찰될 수 있다. 나선
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형으로 조직된 구조(화살표 C)는 나노 입자에서 관찰되는 나선형 섬유와 유사하다. 50 마이크로리터 분취량의

식품 분말 현탁액을 유리 슬라이드 위에 놓고, 탄소 코팅된 그리드를 코팅된 면이 아래로 향하게 하여 30초 동

안 용액 위에 부유시켰다. 그리드를 가장자리에서 건조하고 0.1 % 우라닐 아세테이트 용액으로 염색했다. 사진

은 훨씬 더 작은 나노 입자로 용해되는 식품 분말 입자의 거대 응집체를 보여준다(화살표 A로 표시). B로 표시

된 화살표는 풀린 섬유가 있는 나노 입자의 코어를 보여준다. 와인딩 섬유의 나선형 특성은 화살표 C로 표시되

는 것처럼 볼 수 있다.

도 46은 식품 분말의 항산화력 평가를 보여준다. 분말을 물에 용해시키고 용액의 DPPH 라디칼 소거능을 폴리 페

놀 당량(폴린-시오칼토 시약으로 평가)으로 마이크로 그램 단위로 평가하여 용액의 항산화력을 측정했다. 0.1mM

Folin-Ciocateau  시약을 메탄올에 준비하고, 식품 분말 용액을 특정 양으로 첨가했다. 항산화제를 DPPH 시약

1ml와 반응시키고 흡광도(보라색, 517nm 흡수)를 모니터링했다. 517 nm 흡광도의 감소는 폴리 페놀이 없는 대조

군과 비교하여 % 소강(quenching)으로 표시되었다. 트로록스(Trolox)는 폴리 페놀과 동일한 농도에서 양성 대조

군으로 사용되었으며 TEAC 값 1을 나타냈다. 농도의 각 점은 준비된 식품 분말의 개별 샘플을 나타낸다.

도 47은 식품 분말 및 물로 처리된 야생형(WT) 및 에탄올 아민 녹아웃 마우스(KO)의 체질량 변화 평가를 보여준

다. 실험은 24 주령 Pcyt2 녹아웃 마우스(KO) 및 한배 대조군(littermate controls)으로 수행되었다. 처리되지

않은(U) 그룹의 KO 및 야생형 마우스(각각 n = 4-6)는 처리 시점에 위관 영양법으로 100uL의 물을 제공 받았다.

처리된(T) 그룹의 KO 및 야생형(WT) 마우스(각각 n = 4-6)에 100 ug의 식품 분말(100uL 물에서)을 주 5 회 투

여하였다. 모든 그룹의 구강 위관 영양은 8 주 동안 지속되었다. 처리 기간이 끝날 때 마우스를 희생시키고 분

석을 위해 혈액 및 조직 샘플을 수집했다. 별은 상당히 다른 값을 나타낸다(*-P <0.05; **-P <0.01).

도 48은 간에서 트리글리세라이드 수치의 변화에 대한 식품 분말 처리의 효과를 보여준다. 조직은 실시예 4에

기술된 시험으로부터 유래되었다. 간 조직의 트리글리세라이드 수준은 Wako L- 타입 TG M 분석 키트(Wako Life

Sciences, CA, USA)를 사용하여 기술된 절차에 의해 평가되었다. 식품 분말 처리를 받은 야생형 마우스와 ETKO

마우스 모두에서 트리글리세라이드 수준의 현저한 감소는 없다. 값은 세 개의 개별 샘플에서 얻은 평균 ± SEM

이다. 식품 분말 처리된 비만 마우스에서 트리글리세라이드 감소 경향이 있는 것으로 보인다. 식품 분말 처리에

의한 간  트리글리세라이드 감소는 대사 증후군을 나타내는 개인에게 유익할 수  있다.  약어:  야생형 미처리

(WT/U), 야생형 처리 (WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 49는 식품 분말 처리, 및 미처리 야생형 및 ETKO 마우스의 혈청 매개 변수를 나타낸다. 알부민, 글로불린 및

그 비율에는 큰 변화가 없었다. 총 단백질은 대조군과 치료군간에 유의한 차이가 없었다. 값은 3개의 독립적인

처리에서 얻은 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리 (WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및

녹아웃 처리 (KO/T).

도 50은 식품 분말 처리, 및 미처리 야생형 및 ETKO 마우스의 혈청 매개 변수를 나타낸다. 포도당, 인 및 요소

수준에는 큰 변화가 없다. 식품 분말로 처리 한 비만 마우스의 트리글리세라이드 수치가 약간 감소한 것으로 보

인다. 값은 3 개의 개별 샘플의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리 (WT/T), 녹아웃 미

처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 51은 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수준의 변

화를 보여준다. CCL 유형 케모카인은 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 작은 당 단백질로서, 단핵구(monocyte

s)를 염증 부위로 끌어 당긴다. CCL1(C-C 모티프 케모카인 리간드 1)과 그 패밀리 멤버(CCL2, CCL3, CCL5…)은

염증 과정에 관여한다. 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 마우스에서 CCL2 및 CCL 5의 현저한 감소가 관

찰되었다. ETKO 마우스에서 식품 분말 처리 후 이러한 케모카인의 감소를 보여주는 경향이 있지만 이 테스트에

서는 크게 다르지 않다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사체 수준의 평균 ± SEM이다. CCL1은

CCR8에 결합하여 작용한다. CCL2(Monocyte Chemoattractant Protein 1; MCP1)는 또한 단핵구를 염증 부위로 끌

어  당기는  데  관여하며  수용체  CCR2  및  CCR4에  결합한다.  CCL3(Macrophage  inflammatory  protein  -Alpha;

MIP1-α)는 급성 염증과 백혈구의 유인에 관여한다. 그것은 수용체 CCR1, CCR4 및 CCR 5에 결합한다. CCL5는

CCR5 표면 수용체에 결합하고 염증 및 암 진행에 관여한다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리 (WT/T),

녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 52는 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수준의 변

화를 보여준다. CCL 유형 케모카인은 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 작은 당 단백질로 단핵구를 염증 부위로

끌어 당긴다. 도면은 CCL6, CCL7, CCL17 및 CCL19의 전사체 수준 변화를 보여준다. CCL6은 설치류에게 고유하며

작용하는 동안 CCR 1에 결합할 수 있다. CCL6은 골수 세포 분화 동안 대식세포에서 발현된다. 식품 분말 처리에
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대한 반응으로 야생형 마우스에서 CCL6, CCL 7 및 CCL17의 현저한 감소가 관찰되었다. ETKO 마우스에서 CCL7의

현저한 감소가 관찰되었다. CCL 19는 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 전사체의 변화를 나타내지 않았다. 데이

터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. CCL6은 CCR1에 결합하여 작용한다. CCL7은

또한 단핵구를 염증 부위로 끌어 당기는 데 관여하고 CCR2 수용체에 결합한다. CCL7 발현의 비정상적인 수준은

종양 형성 및 MMP-2 활성화 및 전이와 관련이 있다. 따라서 CCL7의 하향 조절은 암 예방에 매우 유익할 가능성

이 높다. CCL17은 림프구의 화학 유인에 관여하며 죽상 경화증(atherosclerosis) 및 염증성 장 질환과 같은 염

증성 질환의 유도에 관여한다. CCL19는 림프구 재순환에 관여한다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리

(WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 53은 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 CCL22 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수

준의 변화를 보여준다. CCL22는 종양과 종양이 T 세포에 침투하여 생성되어, 종양에 의한 면역 억제 및 면역 세

포 회피를 유발하여, 종양 진행을 돕는다. 면역 세포에서 CCL22 과-발현은 인터루킨-알파(Interleukin-apha)에

의해 발생한다. 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 CCL22 수준의 변화는 없었다.

데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형

처리 (WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 54는 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 CCR 유형 수용체의 전사체 수준의 변화의 평가를 보여

준다. CCR 패밀리의 케모카인 수용체는 호산구(eosinophils), 호염기구(basophils), 림프구, 대식세포 및 수지

상 세포와 같은 혈액 세포에서 발현되며, 발현/활성의 향상은 염증 증가와 관련이 있다. CCR이 리간드 케모카인

(CCL 패밀리)에 결합할 때 많은 신호 전달 경로가 활성화된다. 식품 분말 처리는 야생형 및 ETKO 마우스 모두에

서 CCR1 및 CCR6의 발현 수준을 변경하지 않았다. 야생형 마우스의 CCR2 및 CCR 8은 식품 분말 처리에 대한 반

응으로 상당한 하향 조절을 보였으며, 이는 식품 분말이 CCR을 유발하는 염증 수준을 하향 조절할 수 있음을 시

사한다. 또한 식품 분말을 먹인 ETKO 마우스에서 CCR8의 유의 한 하향 조절이 있었다. 따라서 식품 분말 처리에

대한 반응으로 케모카인 수치와 수용체 모두의 감소가 발생하는 것으로 보인다. 데이터는 세 개의 개별 마우스

의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리 (WT/T), 녹아웃 미처리

(KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 55는 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 CSF(Colony stimulating factor)의 전사체 수준의 변

화 평가를 보여준다. CSF는 과립구(granulocytes)/대식세포(GM-CSF), 대식세포(M-CSF) 및 과립구(G-CSF)에 의

해 생성되는 사이토카인이다. 발현/활성의 향상은 염증 증가와 관련이 있으며, 하향 조절은 염증 및 자가 면역

질환을 줄이는 데 도움이 된다. CSF 수준은 야생형 마우스와 식품 분말 처리된 마우스에서 유사했다. CSF3는

ETKO 마우스에서 상향 조절되었으며, 이는 비만의 발전과 잠재적인 연관성이 있다. 식품 분말로 처리하면 CSF

수준이 야생형 마우스에서 관찰된 수준에 가까워졌다. 케모카인 수치와 수용체 모두의 감소는 식품 분말 처리에

대한 반응으로 발생하는 것으로 보인다. CD40LG는 면역 세포 표면에 국한된 CD40 단백질의 리간드이며,이 단백

질의 발현 증가는 여러 암 발병과 관련하여 염증 증가와 관련이 있다. 혈관 내피에서 혈소판에 의한 CD40 리간

드 분비의 증가는 플라크 세포의 형성과 동맥의 막힘을 유도하는 ROS의 생성을 증가시키는 것으로 보인다. 식품

분말로 처리된 마우스에서 CD40 리간드의 발현이 현저하게 감소하여 그 수준이 야생형에 가깝게 되었다. 데이터

는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리 (WT/U), 야생형 처리

(WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 56은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 CXC 모티프 케모카인의 변화 평가를 보여준다. CXCl

유형  케모카인:  CXCL  케모카인은 면역원성 세포 표면의 CXCR  유형 수용체에 결합하여 그 작용을 유도한다.

CXCL1(CXC 모티프 리간드 1) 및 그 수용체 CXCR-2를 통한 작용은 염증에 중요한 역할을 한다. CXCL 1은 야생형

마우스에서 현저하게 하향 조절된 반면, ETKO 마우스는 식품 분말 처리에 대한 반응에서 유의한 변화를 나타내

지 않았다. CXCL 10 및 그 수용체 CXCR3은 기관 특정 질환(organ specific diseases)(제1 형 당뇨병), 및 류마

티스 관절염과 같은 전신 자가 면역 질환을 포함하여 자가 면역 질환 발생 중에 발생하는 병리와 관련이 있다.

인터페론과 TNF는 CXCL10의 생성을 활성화시켜 TH1 림프구를 활성화시\킨다. CXCL 10은 야생형 마우스에서 현저

하게 하향 조절된 반면, ETKO 마우스는 음식 처리에 대한 반응에서 어떠한 변화도 보이지 않았다. CXCL-12(CXC-

motif ligand -12, stromal cell-derived factor 1 또는 SDF 1)는 수용체 CXC-R 4에 결합하는 케모카인이다.

CXCL-12는 다양한 조직에서 발현되며 발달에 중요하다. CXCL-12의 과발현은 염증을 유발하고 백혈구에 대해 높

은 화학 주성(chemotactic)(신경염증)이다. CXCL 12는 췌장암, 다발성 경화증, 알츠하이머 병 등에 대한 임상

마커이다. CXCL-12는 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 마우스에서 하향 조절되었다. 데이터는 3개의 개

별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 
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도 57은 CXC-리간드 전사 수준에 대한 식품 처리 효과의 평가를 보여준다. CXCl-5는 인터루킨과 TNF 알파에 의

해 자극된 염증 동안 생성된다. CXC 수용체 2에 결합한다. 세포 증식에 중요한 역할을 하여, 운동성과 혈관 신

생을 향상시키는 것으로 여겨진다. 미처리 및 식품 분말 처리 야생형 마우스와 ETKO 마우스 사이에 CXCL 5에는

변화가 없다. CXCL 15는 폐 표피 세포, 장 세포 등에서 발현되는 케모카인이며, 염증과 관련이 있다. 미처리 및

식품 분말 처리 야생형 마우스와 ETKO 마우스 사이에 CXL15의 전사체 수준에는 변화가 없었다. 데이터는 세 개

의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 유전자는 식품 분말 처리에 반응하지 않았으며,

이는  그  작용의  특정  특성을 나타낸다.  약어:  야생형 미처리 (WT/U),  야생형 처리 (WT/T),  녹아웃 미처리

(KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 58은 CXCR(CXC motif chemokine receptors, 면역 활성 혈액 세포를 유인하고 염증을 유도함으로써 케모카인

패밀리의 CXC 리간드 및 및 인터루킨에 결합함) 결과를 보여준다. CXCR-2의 수준은 야생형 마우스에서 식품 분

말 처리에 의해 현저하게 감소했다. ETKO 마우스에서는 변화가 관찰되지 않았다. 야생형 및 ETKO 마우스 모두에

서 CXCR-5 및 3 및 CXCR5에 차이가 없었다. 결과는 리간드(C-C; C-X-C- 모티프)를 제외하고, 수용체들이 식품

분말 처리에 의해 조절될 수 있으며, 이는 염증의 더 나은 하향 조절을 제공할 수 있음을 시사한다. 종양 괴사

인자 계열의 수용체는 염증과 관련된 또 다른 수용체 그룹이며, 여러 천연 생성물이 TNF 알파 연결 신호 전달

경로를 하향 조절하는 것으로 알려져 있다. FAS 리간드(FAS L)는 TNF 수퍼 패밀리에 속하며 수용체에 결합하면

세포 사멸(apoptosis)을 시작한다. 야생형 마우스와 ETKO 마우스 모두에서 식품 분말 처리 후 FAS L 수준에 유

의한 차이는 없다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처

리 (WT/U), 야생형 처리 (WT/T), 녹아웃 미처리 (KO/U) 및 녹아웃 처리 (KO/T).

도 59는 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화를 평가한 것이다. 인터

루킨은 면역 기능에 관여하는 사이토카인이고, 일부 인터루킨은 전 염증성(IL17)이고, 다른 것들은 항 염증 기

능(IL10)을 가지고 있다. 그것들은 정상 조건에서 그리고 질병을 일으키는 유기체에 직면할 때 면역 기능을 매

개한다.  식품  분말로  처리한  야생형  마우스의  IL  1A,  IL  1B  및  IL  7의  발현  수준에서  현저한  감소가

관찰되었다. 이러한 인터루킨의 수준은 식품 분말 처리에 대한 반응으로 유사하게 유지되었다. IL4의 발현 수준

은 미처리 및 식품 분말 처리 야생형 및 ETKO 마우스에서 유사하게 유지되었다. 데이터는 세 개의 개별 마우스

의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리(WT/U),  야생형 처리(WT/T), 녹아웃 미처리

(KO/U) 및 녹아웃 처리(KO/T).

도 60은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화를 평가한 것이다. 인터

루킨은 정상적인 조건에서 그리고 질병을 일으키는 유기체에 직면할 때 면역 기능을 매개한다. 야생형 및 ETKO

마우스 모두에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로 IL11, IL13, IL2rb 및 IL17f의 발현 수준에는 변화가 없었다.

데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 약어: 야생형 미처리(WT / U), 야생형

처리(WT / T), 녹아웃 미처리(KO / U) 및 녹아웃 처리(KO / T).

도 61은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화 평가를 보여준다. 야생

형 마우스와 ETKO 마우스 모두 식품 분말 처리 후 IL21의 발현 수준에는 변화가 없었다. 인터페론 감마(IFNG)는

바이러스 제제에 대한 반응에 관여하는 또 다른 사이토카인이다. 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 식품 분말 처

리에  대한  IFNG  수준의  변화는  없었다.  데이터는  세  개의  개별  마우스의  샘플에서  전사  수준의  평균  ±

SEM이다. 약어: 야생형 미처리(WT/U), 야생형 처리(WT/T), 녹아웃 미처리(KO/U) 및 녹아웃 처리(KO/T).

도 62는 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말로 처리하는 동안 반응과 관련하여 종양 괴사 인자 수퍼 패밀리

구성원의  전사체  수준의  변화  평가를  보여준다.  LTB(Lymphotoxin  B:  Lymphotoxin  Beta(TNF  Superfamily,

Member 3))는 막 단백질이며 염증 반응을 유도한다. LTB 전사체의 수준은 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생

형  마우스에서  하향  조절되었다.  식품  분말로  처리한  ETKO  마우스에서  LTB  전사체  수준의  변화는  없었다

TNFSF11, TNFSF11b 및 TNFS113b와 같은 다른 TNF 수퍼 패밀리 구성원의 전사체 수준은 야생형 및 ETKO 마우스

모두에서 식품 분말 처리 후 변하지 않았다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ±

SEM이다. 

도 63은 식품 분말 처리가 있거나 없는 마우스의 간 절편의 조직 병리학 결과를 보여준다. 패널 (A)는 헤마톡실

린 및 에오신으로 염색된 미처리 야생형(WT) 마우스 간 절편을 보여주며; 지질체가 거의 보이지 않는다. 패널

(B)는 식품 분말로 처리하고 헤마톡실린 및 에오신으로 염색한 야생형(WT) 마우스 간 절편을 보여주며; 지질체

가 거의 보이지 않는다. 패널 (C)는 헤마톡실린 및 에오신으로 염색 된 미처리 비만(KO) 마우스 간 절편을 보여

주며; 선명한 원형 영역은 간에 널리 분포된 지질체이다. 패널 (D)는 식품 분말로 처리되고 헤마톡실린 및 에오
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신으로 염색된 (KO) 마우스 간 절편을 보여주며; 선명한 원형 영역은 지질체이다. 조직 재생의 잠재적 영역은

화살표로 표시된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본원에는 식물 조직 유래 나노 입자 및 식품 분말, 이의 생산 방법 및 이의 용도가 설명된다. 비교를 위해 나노[0355]

섬유 및 그 제조 방법도 설명한다. 실시형태 및 실시예는 당업자를 위해 의도된 예시적인 목적으로 제공되며 어

떠한 방식 으로든 제한하려는 의도가 아님을 이해할 것이다.

이하에 상세히 설명되는 바와 같이, 몇몇 중대한 특징을 가진 나노 입자, 식품 분말 및 나노 섬유가 현재 개발[0356]

되었다. 나노 입자와 나노 섬유는 모두 식물 조직에서 제조될 수 있지만, 이들 두 나노 구조는 본원에서 현저하

게 다른 방법을 사용하여 제조되었으며, 이들 두 나노 구조는 본원에서 현저하게 다른 구조를 채택하고 조성 측

면에서 상당한 차이를 가지며, 기능 및/또는 생물학적 효과의 기능 측면에서 중대한 차이점(및 유사점)을 갖는

것으로 밝혀졌다. 

예를 들어, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립(self-assembled) 세포 성분을 포함하는 나노 입자,[0357]

하나 이상의 세포벽 및/또는 다른 세포 성분을 포함하는 세포 성분이 본원에 설명된다. 또한 ,비교하여, 폴리

페놀이 추출된 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 섬유가 설명되며, 상

기 세포 성분은 하나 이상의 세포벽 및/또는 다른 세포 성분을 포함한다. 이러한 나노 입자 및 나노 섬유(이들

사이의 차이를 나타냄)를 제조하기 위한 방법 및 프로토콜, 및 예를 들어 대상의 질병 또는 장애의 치료 또는

예방에서의, 및/또는 전달 수단(delivery vehicles)으로서의 이러한 나노 입자 및 나노 섬유의 용도가 또한 설

명된다. 본원에서 기술된 나노 입자 및 나노 섬유, 및 특히 본 나노 입자와 관련된 (그러나 이와는 다른) 식품

분말이 또한 본원에 상세히 기술된다.

나노 입자 및 그 제조 방법[0358]

나노 입자[0359]

일 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 입자가 본원에 제[0360]

공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 세포벽 및/또는 다른 세포 성분을 포함한다. 특정 실시형태에서, 상기

세포 성분은 예를 들어 나노 입자로 자가 조립되는, 균질화에 의해 식물 조직으로부터 유리된 성분을 포함할 수

있다. 특정 실시형태에서, 하나 이상의 세포벽 성분은 펙틴 및/또는 이의 유도체를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립 세포 성분을 포함하는 나노 입자가 본원에[0361]

제공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하며, 여기서 지질

(lipids)은 나노 입자의 구조적 성분이 아니다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 실질적으로 또는 완전히 지질이 없을 수 있거나, 최소, 잔류 또는 미량의 지질[0362]

만을 함유할 수 있다. 특정 실시형태에서, 인지질, 디아실글리세롤, 트리아실글리세롤, 유리 지방산 또는 알데

히드 및 알칸과 같은 지질은 나노 입자의 구조적 성분이 아니다(즉, 지질, 및 나노 입자 전체는 막 특성의 단일

또는 다중 층상 소포를 형성하지 않는다). 특정 실시형태에서, 약간의 지질이 존재하는 경우, 지질 양은 임계

미셀 농도(CMC) 수준 미만이고 미셀 또는 소포(vesicles)를 형성하지 않는다. 특정 실시형태에서, 지질은 나노

입자 3 차 또는 4 차 구조에 실질적으로 기여하지 않으며, 및/또는 나노 입자 자가 조립에 기여하지 않는다. 특

정 실시형태에서, 식물 조직은 지질을 거의 또는 전혀 제공하지 않도록 선택될 수 있고/있거나 지질은 나노 입

자 자가 조립 전에 제거될 수 있다.

특정 실시형태에서, 세포 성분은 숙성 동안 또는 숙성 된 과일의 균질화 동안 식물 조직으로부터 유리된 것들을[0363]

포함할 수 있으며, 이것들은 나노 입자로 자가 조립될 수 있다.

특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어 과일, 채소, 잎, 꽃, 종자(일반적으로 임의의 발달 단계에서) 또는[0364]

이들의 임의 조합의 식물 조직 또는 식물 재료를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 둘 이상의 조직의 혼합물

이 사용될 수 있다. 특정 실시형태에서, 혼합물의 균질화가 나노 입자를 형성하기 위한 자가 조립을 위한 성분

을 제공하도록 복수의 조직이 사용될 수 있고, 각 조직은 나노 입자의 하나 이상의 성분이 풍부하다. 특정 실시

형태에서, 식물 조직 또는 식물 재료는 예를 들어 신 체리, 블루 베리, 이들의 일부 또는 이들의 혼합물을 포함

할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 재료 또는 식물 조직은 익은 과일을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서,

발육 과일(숙성 전)은 충분한 나노 입자 성분을 포함하지 않을 수 있지만, 다른 식물 재료 또는 조직 및/또는

특정 나노 입자 성분과 혼합하여 보상되고 /되거나, 미성숙 과일이, 균질화 후 나노 입자 조립이 가능할 정도의
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나노 입자 성분을 생성하도록 효소로 처리되는 경우, 여전히 사용될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직의

균질화는 숙성 효소가 활성화될 조건 하에서 숙성 효소에 대한 세포 성분의 노출을 증가시킴으로써 숙성을 증가

시키는 방식으로 수행될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 펙틴, 하나 이상의 헤미셀룰로스, 단백질/펩

티드, 하나 이상의 탄수화물, 말산(또는 수소 결합을 형성할 수 있는 또 다른 유기산), 적어도 하나의 안토시아

닌 및/또는 아스코르브 산, 또는 이들의 임의의 조합을 제공할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 적어

도 펙틴, 하나 이상의 헤미셀룰로스, 단백질/펩티드, 하나 이상의 탄수화물, 말산(또는 수소 결합을 형성 할 수

있는 또 하나의 유기산), 적어도 하나의 안토시아닌 및 아스코르브 산을 제공할 수 있다. 특정 실시형태에서,

나노 입자는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티드 및/또는 단백질, 유기산, 적어도 하나의 폴리 페놀, 이들의 절단 생성

물, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 유기산은 말산, 아스코르브 산 또는 둘 다

를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 폴리 페놀은 안토시아닌을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 세포

성분은 숙성 동안 및/또는 숙성된 과일의 균질화 동안 식물 조직으로부터 유리된 것들을 포함하며, 이것들은 나

노 입자로 자가 조립될 수 있다. 특정 실시형태에서, 균질화는 나노 입자에 기여할 수 있는 절단 생성물을 형성

하는 숙성 효소(들)에 대한 세포 성분의 노출을 증가시킬 수 있다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 나노 입자는 전분(예 : 알파-아밀로스 및 베타-아밀로스)이 없거나 실질적으[0365]

로 없을 수 있다. 전분은 덴드로머형 구조를 형성하는 경향이 있으므로 나노 입자를 생성하는 데 사용되는 식물

조직에 더 높은 수준의 전분이 존재하면 나노 입자 생성을 방해할 수 있다. 특정 실시형태에서, 전분을 함유하

는 식물 조직이 사용되는 경우, 식물 조직은 전분 함량을 낮게 유지하기 위해 드물게 사용될 수있다. 예를

들어, 바나나가 식물 조직의 일부로 사용되는 경우, 바나나로 대표되는 식물 조직의 비율은 사용되는 식물 조직

의 다른 성분에 비해 상대적으로 낮을 수 있다. 특정 실시형태에서, 유사한 고려 사항이 또한 본원에 상세히 설

명 된 바와 같이 식품 분말 및/또는 나노 섬유에 적용될 수 있다.

특정 실시형태에서, 식물 조직은 부분적으로 분해된 세포벽과 함께 부분적으로 분해된 상태(예를 들어 숙성된[0366]

상태)에 있을 수 있거나, 세포 벽 성분을 분해하는 균질화 동안 조직에 탄수화물 및/또는 단백질 분해 효소를

첨가하여 식물 조직에 첨가함으로써 생성될 수 있다. 특정 실시형태에서, 초기 식물 조직은 예를 들어 알코올

또는 아세트산(식초)과 같은 보존제에 고정함으로써 부분적으로 가공될 수 있고, 균질화되기 전에 재수화될 수

있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어 나노 입자의 구조적 완전성 및/또는 수율을 촉진하기 위해 아

스코르브 산 및 말산과 혼합될 수 있다.

특정 실시형태에서, 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은[0367]

노화(senescing) 과일, 숙성 채소, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정한 바람직한 실시형태에서,

식물 조직은 체리(예를 들어 신 체리와 같은), 블루 베리, 포도, 복숭아, 천도 복숭아, 자두, 살구, 파파야, 토

마토, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 예를 들어, 특정 바람직한 실시형태에서, 식물 조직은 신 체

리 과일 조직을 포함 할 수있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어 코코아에서와 같이 과일 껍질 및/

또는 과일의 외부 조직을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티드 및/또는 단백질, 유기산, 적어도 하나의 폴리 페[0368]

놀, 이들의 절단 생성물, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 유기산은 말산, 아스

코르브 산 또는 둘 다를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 폴리 페놀은 안토시아닌을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자의 하나 이상의 구조적 탄수화물은 펙틴, 펙틴 산, 펙틴의 메틸 에스테르, 펙틴[0369]

유도체, 폴리갈락투론산, 람노갈락투로난, 헤미셀룰로스, 예컨대 글루코스, 만노스 또는 자일로스의 β-(1→4)-

연결된 백본들을 갖는 자일로글루칸(특정 실시형태에서 셀룰로오스도 펙틴도 아닐 수 있음), 및/또는 아라비노

갈락탄 및/또는 이들의 절단 생성물 중 하나 이상을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 예를 들어 직경이 약 50 내지 약 250 nm 인 실질적으로 구형 구조를 가질 수[0370]

있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 비결정질 일 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 수용액, 건조 분

말 형태 또는 탈수, 냉동 건조, 동결 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조 형태로 제공될 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 펙틴계 내부 코어; 상기 내부 코어를 둘러싸는 중간층-상기 중간층은 펙틴 및[0371]

헤미셀룰로오스의 거대 분자 및/또는 이들의 절단 생성물, 폴리 페놀 및 유기산을 포함함-; 및 식물 조직의 숙

성 동안 및/또는 균질화 동안 형성된 이화 작용 생성물로부터 임의로 형성된, 거대 분자 구조 탄수화물 및 단백

질(펩티드)을 포함하는 피브릴화된 외부 층을 포함한다. 이하에서 더 상세히 설명되는 도 17은 그러한 구조적

조직의 예를 도시한다. 특정 실시형태에서, 펙틴계 내부 코어는 일반적으로 속이 비어 있거나 고체인, 구형 구

조일 수 있으며, 나노 입자를 폴리갈락투로나제/펙티나제와 같은 펙틴 분해 효소로 처리하면 내부 코어가 더 작
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은 소구로 분해될 수 있다(내핵이 펙틴계일 수 있음을 나타냄). 특정 실시형태에서, 중간층은 예를 들어, 펙틴

및 헤미셀룰로스 기원의 거대 분자, 안토시아닌, 아스코르브 산 및 말산을 통해 결합된 수소, 및 다양한 세포

단백질로부터 유래된 펩티드에 의해 형성된 층을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 피브릴화된 외부층은 예

를 들어, 식물 조직의 숙성 동안 발생하는 이화 작용으로부터 유래된 거대 분자 구조 탄수화물 및/또는 단백질

을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 숙성 동안 및/또는 균질화 동안 식물 조직에서 발생하는 단백질 분해로부터 유[0372]

래하는 하나 이상의 펩티드를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 숙성 동안 및/또는 균질화 동안

식물 조직에서 발생하는 구조적 탄수화물의 하나 이상의 이화 물질을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 펙틴계 내부 코어; 내부 코어를 둘러싸는 중간층-중간층은 펙틴 또는 이의 유[0373]

도체를 포함하는 하나 이상의 나선형 원섬유 구조, 및 하나 이상의 헤미셀룰로오스-유래 분자 또는 이의 유도체

를 포함함-; 및 헤미셀룰로스 또는 그의 절단 생성물, 및 세포 단백질로부터 유래된 하나 이상의 펩티드를 포함

하는 피브릴화된 외부층을 포함한다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 약 3 내지 약 7 범위의 pH에서 존재하고 식물 조직의 세포 성분의 이화 작용으[0374]

로부터 유래된 거대 분자 사이에서 형성되며, 히드록실기(예컨대, 당에서 발견되는 것과 같이) 및/또는 아미노

기(예컨대, 펩티드에서 발견되는 것과 같이) 및/또는 유기산 기(예컨대, 아스코르브 산 및/또는 말산에서 발견

되는 것과 같이)를 갖는 수소-결합 상호 작용에 의해 안정화될 수 있다. 특정 실시형태에서, 수소-결합 상호 작

용은 또한 폴리 페놀과 같은 소분자의 하이드록실기(예: 안토시아닌, 예를 들어 시아니딘-3-글루코사이드 및/또

는 시아니딘-3-루티노사이드)을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 다소 중성-산성 조건(예: 약

3 내지 약 7의 pH) 및 완충액이 아닌 용액 또는 수소 결합을 방해할 수 있는 높은 이온 강도를 갖는 다른 용액

에서 형성/자가 조립 될 수 있다. 특정 실시형태에서, 칼슘 이온은 나노 입자의 안정화를 가능하게 하는 폴리갈

락투론산 사슬 사이의 가교 역할을 할 수 있다. 이해되는 바와 같이, 예를 들어 식물 조직으로부터 유래된

칼륨, 나트륨 및/또는 칼슘과 같은 염이 상기 용액에 존재할 수 있다.

이해되는 바와 같이, 균질화에 의해 식물 조직으로부터 유리된 세포 성분이 나노 입자로 자가 조립될 수 있는[0375]

조건은 사용되는 특정 용도 및 재료에 따라 달라질 수 있다. 특정 실시형태에서, 상기 조건은 약 4 ℃ 내지 약

40 ℃, 바람직하게는 약 15 ℃ 내지 약 35 ℃ 범위의 온도일 수 있다. 특정 실시형태에서 상기 조건은 물, 또는

물과 혼합될 수 있는 메탄올 또는 에탄올과 같은 (이에 제한되지는 않음) 유기 용매와 물의 혼합물일 수 있다.

특정 실시형태에서, 균질화에 의해 식물 조직으로부터 유리된 세포 성분이 나노 입자로 자가 조립될 수 있는 조

건은 약 15 내지 100 %v/v 물, 보다 바람직하게는 약 30 내지 약 100 %v/v 물, 가장 바람직하게는 약 100 %v/v

물이다. 자가 조립이 수성 또는 실질적으로 수용액에서 발생하는 경우, 특정 실시형태에서 폴리갈락토로나제와

같은 숙성 환경에 일반적으로 존재하는 효소가 혼합물에 첨가될 수 있으며, 특히 식물 조직으로서 또는 식물 조

직의 일부로서 미숙 과일을 사용할 때 자가 조립을 돕기 위해 첨가될 수 있다. 특정 실시형태에서, 자가-조립이

발생할 수 있는 조건은 예를 들어 실질적으로 수성 매질일 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자의 생성은 적

합한 매질을 사용하여 본원에 기재된 절차에 의해 달성될 수 있다. 전형적으로, 매질은 물 또는 수성 매질일 수

있지만, 특정 실시형태에서 물 및 혼화성 유기 용매, 예를 들어, 에탄올 및/또는 메탄올을 포함할 수 있는 하나

이상의 알코올, 아세톤과 같은 하나 이상의 케톤, 디메틸 설폭사이드를 개별적으로 또는 임의의 적합한 조합으

로 포함할 수 있는 하나 이상의 용매를 포함할 수 있지만, 이에 제한되지 않는다. 특정 실시형태에서, 나노 입

자의 자가-조립은 상기서 설명된 매질 중 하나에서 발생할 수 있다. 자가 조립 조건은 열역학적으로 가능한 조

건을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서,자가 조립을 위한 조건은 예를 들어 약 4℃ 내지 약 30℃의 온도, 일

반적으로 생리학적으로 발견되는 것과 일치하는 이온 농도(즉, 마이크로몰 내지 밀리몰 수준), 약 5~10 %w/v,

범위의 당 농도, 및 밀리몰 범위로 존재하는 천연 유기산을 포함할 수 있다. 

특정 실시형태에서, 바람직한 방법은 블렌더, 폴리트론(polytron) 또는 세포 조직을 파괴할 수 있는 임의의 다[0376]

른 장치를 사용하여 약 4℃에서 수성 또는 알코올성 매질(또는 둘 모두의 조합)에서 과일 조직을 균질화하는 방

법을 포함할 수 있다. 출발 물질을 부드러운 균질물로 만든 후, 균질물을 여과하여 파편을 제거하고 약 10000 x

g를 원심 분리하여 미세한 잔해물을 침전시킬 수 있다. 생성된 균질물은 약 4℃에서 약 15 시간 동안 약 100kD

컷오프 투석 백을 사용하여 투석될 수 있다. 투석 백으로부터의 용액을 수집하고 물 제거 및/또는 동결 건조/분

무 건조, 나노 분무 건조 등의 형태로 처리하여 나노 입자를 제공할 수 있다. 나노 입자는 예를 들어 장기 보관

이 필요한 어두운 곳에서 약 -20℃에서 건조 상태로 보관할 수 있다.

특정 실시형태에서, 균질화는 식물 조직의 분쇄, 블렌딩, 고 전단 균질화 또는 폴리트론(polytron)과 같은 장치[0377]
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를 사용한 균질화와 같은 식물 조직의 임의의 적절한 침연(maceration) 방법을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식물 조직은 하나 이상의 과일 및/또는 채소를 포함할 수 있으며, 이는 다른 식물 조직과[0378]

조합되거나 조합되지 않을 수있다. 기능성 식품이 요구되는 예에서, 담체(예: 과일) 및 기능성 식품 함유 식물

(예: 강황 뿌리 줄기)이 식물 조직으로 사용될 수 있다. 특정 실시형태에서, 정제되거나 부분적으로 정제된 제

품(예를 들어, 강황 분말 또는 커큐민)과 함께 식물 조직(예: 과일)이 사용될 수 있다.

기능성 식품 화합물 및 식물 군의 몇 가지 예는 다음과 같다:[0379]

a. 카로티노이드(베타 카로틴, 리코펜, 루테인 및/또는 기타 크산토필, 아스타잔틴 등);[0380]

b. 안노나신(Annonacins)(항암 특성을 가진 안노나(Annona) 과일에서 유래된 폴리케타이드);[0381]

c. 보스웰리아(예를 들어, 추가된 항염증 기능을 제공하는 커큐민과 함께 작용할 수 있음);[0382]

d.  주로 스테로이드 구조를 가진 아슈와간다(Ashwagandha)(항 스트레스 및 암 예방 특성이 있는 아놀라이드[0383]

(anoliides)를 포함하는 허브 성분);

e. 식용 생강(Zingiber officinalis), 망고 생강(Curcuma amada) 및 진저롤(gingerols) 및 쇼가올(shogaols)을[0384]

포함한 여러 생리 활성 성분을 포함하는 기타를 포함하는 생강과(Ginger family members);

f. 커큐마 롱가(Curcuma longa)(강황, 커큐민 함유);[0385]

g. 환각 활성이 없는 칸나비스 중(Cannabis sp.)의 약용 활성 성분인 칸나비오디올(Cannabinodiols);[0386]

h. 프리바이오틱 함량을 높이기 위한 예루살렘 아티초크의 이눌린 뿐만 아니라 프럭토 올리고당 및 갈락토 올리[0387]

고당;

i.파이퍼 니그룸(Piper nigrum) 및  여러 파생물을 포함하는 파이퍼 니그룸의 야생 친척(wild relatives)과 같[0388]

은 후추과(Piperaceae member); 및/또는

j. 위에 나열되지 않은 식물의 기타 적합한 성분.[0389]

추가 실시형태에서, 나노 입자는 적어도 하나의 폴리 페놀을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 폴리 페놀은[0390]

안토시아닌 또는 몇몇 안토시아닌이거나 이를 포함할 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 나노 입자는 말산, 아스

코르브 산 또는 둘 모두와 같은 유기산을 추가로 포함 할 수있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 하나 이상의

폴리 페놀을 포함할 수 있다. 이해되는 바와 같이, 나노 입자의 폴리 페놀 조성은 사용되는 식물 조직(예를 들

어, 과일)의 폴리 페놀 조성 및 공급되는 임의의 추가 폴리 페놀(외부 폴리 페놀이 첨가되는 경우)을 반영할 수

있다. 예를 들어 신 체리가 사용되는 경우, 폴리 페놀은 시아니딘 3 루티노사이드(Cyanidin 3 rutinoside) 또는

글루코사이드(glucoside)를 포함할 수 있다. 블루 베리를 사용하는 경우 폴리 페놀에는 블루 베리에서 발견되는

여러 페놀성 물질과 안토시아닌이 포함될 수 있다. 폴리 페놀(안토시아닌 및 페놀성 물질 모두)의 예는 다음 표

에 나와 있다.

공개특허 10-2021-0104708

- 48 -



[표][0391]

[0392]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 직경이 약 50~250nm인 실질적으로 구형 구조를 가질 수 있다. 특정 실시형태에[0393]

서, 나노 입자는 펙틴 성분(예를 들어, 람노갈 락투로난), 하나 이상의 헤미 셀룰로스 유래 분자(예를 들어, 자

일로 글루칸) 및 하나 이상의 하이드록시 프롤린이 풍부한 당 단백질(HRGPs)과 같은 세포벽 단백질에서 파생된

펩티드를 포함하는 하나 이상의 원섬유 구조에 의해 둘러싸인 펙틴계 코어를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 입자는 하나 이상의 생물학적 활성제를 추가로 포함 할 수있다. 생물학적 활성제는 특[0394]

정 실시형태에서 나노 입자와 복합체화, 접합 또는 혼합될 수 있다. 예를 들어, 생물학적 활성제는 약학적 활성

약물, 기능성 식품 또는 영양소일 수 있다. 본원의 교시와 관계된 당업자는 특정 적용에 따라 사용될 수 있는

다양한 적합한 제약 약물, 기능성 식품 및/또는 영양소를 알고 있을 것이다. 특정 실시형태에서, 약제학적 활성

약물은 암 치료에 사용되는 것과 같은 만성 질환을 제어하기 위해 개발된 임의의 적합한 약물(예를 들어, 빈 크

리스틴, 빈블라스틴, 파클리탁셀, 독소루비신, 폴리케타이드, 칸나비노디올 등)을 포함할 수 있다. 특정 실시형

태에서, 기능성 식품은 카로티노이드(예를 들어, 점안액에 사용 가능성이 있을 수 있는 라이코펜, 제아잔틴, 아

스타잔틴),  항염증제(예:  강황/커큐민,  보스웰리아,  아슈와간다  및/또는 기타 생리 활성 물질),  영양소(예:

Fe
2+
, Zn, Se, 코발라민(Cobalamins)(Vit B12)) 및/또는 과산화물 디스뮤타제, 표적 부위에 대한 카탈라제, 허

혈/재관류 등과 같은 항산화 효소를 포함할 수 있다. 

특정 실시형태에서, 나노 입자는 예를 들어 수용액, 분말 형태, 또는 탈수, 냉동 건조, 동결 건조, 분무 건조[0395]

또는 나노 분무 건조 형태로 제공될 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 경구 투여용으로 제형화될 수 있

다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 음식과 함께 섭취하기에 적합한 형태로 제공될 수 있다. 특정 실시형태에

서, 나노 입자는 캡슐, 주사 가능한 형태, 점막 영역을 위한 스프레이 형태 및/또는 피부 적용을 위한 국소 투

여를 위한 형태(연고와 같은)로 제공될 수 있다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 포함하는 조성물이 본원에 제공된다. 특정 실시형태[0396]

에서, 나노 입자 또는 조성물은 나노 입자의 제조 동안 또는 제조 후에 첨가되는 제약상 허용되는 담체, 부형제

또는 희석제를 추가로 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 조성물은 약물, 생체 분자, 단백질, 효소, 항체 또

는 임의의 다른 제약학적 작용제와 같은 생물학적 활성제를 추가로 포함할 수 있다.

추가 실시형태에서, 나노 입자가 제조되는 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직을 포함할 수 있다. 특정 실시[0397]

형태에서, 식물 조직은 체리, 블루 베리, 포도와 같은 과일을 독립적으로 또는 조합하여 포함할 수 있고, 특정

실시형태에서 추가로 조직으로서 또는 가공된 제품으로서 브로콜리, 아몬드, 대두 또는 강황과 같은 영양학적으

로 중요한 다른 제품을 포함하거나, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 예를 들어, 식물 조직은 신 체리 열매

를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 식물 기원의 영양소 또는 기능성 식품 담체를 추가로 포함

할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어 식물성 조직(예를 들어, 브로콜리, 버섯, 견과류 또는

견과류 제품(즉, 아몬드, 헤이즐넛), 뿌리 (즉, 아슈와간다, 인삼, 사이 페러스, 등)을 포함할 수 있다.
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 본원에서 설명된 나노 입자의 조직 구조가 복잡함을 보여주는 광범위한 연구가 수행되었다. 수득된 실험적 증[0398]

거(아래 제시된 실시예 부분 참조)에 기초하고, 어떤 방식으로든 이론에 얽매이지 않고, 본원에서 설명된 나노

입자의 특정 실시형태에 대한 다음 구조적 모델이 제안된다:

  EM 데이터로부터, 나노 입자는 별개(distinct)의 중간층으로 둘러싸인 별개의 내부 코어로 구성될 수 있으며,[0399]

중간층 위에는 돌출된 섬유 유사 구조(fibre like structures)를 갖는 보다 섬유화된(fibrillated) 외부 층이

제공될 수 있다. 세 개의 다른 영역(내부 코어, 중간층 및 외부 층)은 중금속(예: 우라늄 아세테이트)에 결합하

는 능력에 기초하여 구별할 수 있다. 우라늄 이온은 그 영역 전자 밀도(region electron dense)를 만드는 고분

자 사슬의 당산들(sugar acids)(글루쿠론산, 갈락투론산)의 모이어티(moieties)와 같은 음전하를 띤 모이어티에

결합할 수 있다. 따라서, 3개의 층들 사이의 차이는 이들 층의 폴리머들의 조성의 차이를 반영할 수 있다.

  나노 입자의 효소 처리는 구조의 단편화를 초래하여 중간 구조를 드러내 보인다. 펙티나제(폴리갈락투로나제)[0400]

처리는 전체 나노 입자가 소포 구조(vesicular structures)로 파괴되어, 폴리갈락투론산 모이어티가 나노 입자

전체에 분산될 수 있음을 시사한다.

  베타-1,4-글루카나아제로 처리하면 나노 입자의 외부 구조가 용해되어 내부 코어가 남는다. 상기 구조에 존재[0401]

하는 긴 사슬 셀룰로오스 분자의 레벨(level) 주목할 만한 것이 아니었기 때문에(x-선 회절), 이 활성은 베타-

1,4-글루칸 구조를 가진 헤미셀룰로오스 모이어티로 향할 수 있는 것으로 보인다. 따라서, 헤미셀룰로스는 나노

입자의  중간층/매개층(middle/intermediate)  및  외부층에  배열된  성분들의  주요  부분을  형성할  것으로

생각된다.

  코어 구조는 트립신 처리 후 관찰되었다. 트립신 처리는 또한 외부층 및 중간층이 용해되어 구형의 펙틴계 내[0402]

부 코어를 남겼다. 따라서 외부층 및 중간층 모두 단백질/펩티드를 포함할 수 있다.

  호모갈락투로난에 대해 생성된 항체는 SDS-PAGE 동안 나노 섬유에 강한 반응을 보였다. SDS-PAGE는, 나노 입[0403]

자에 안토시아닌, 펩티드 및 펙틴의 존재를 보여주는 반면에, 나노 섬유에 안토시아닌이 없음을 보여준다. 항체

가 나노 입자 내부에 도달하지 못해 약한 반응이 보였을 수 있을 것으로 추정된다. 이것은 또한 호모갈락투로난

이 나노 섬유에 노출될 수 있고 항체와 강력한 교차 반응을 일으킬 수 있음을 보여준다(점 얼룩, 도 12).

익스텐신에 대해 생성된 항체와의 교차 반응성은 나노 입자와 나노 섬유 모두에서 매우 낮았으며(점 얼룩, 도[0404]

12),  이는  익스텐신  유래  펩티드가  나노  입자와  나노  섬유  모두에서  상당한  수준으로  존재하지  않음을

시사한다.

대조적으로, 헤미셀룰로오스 단백질(아라비노갈락탄-단백질)에 대해 생성된 항체에 대해 강한 반응성이 관찰되[0405]

었으며, 이는 나노 입자 외층의 주요 성분이자 나노 섬유의 구성 요소일 수 있음을 시사한다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자는 약물, 영양소, 생체 분자(즉, 단백질, 효소, 핵산),[0406]

기능성 식품 또는 기타 제약학적 작용제와 같은 하나 이상의 생물학적 활성제를 추가로 포함할 수 있다. 특정

실시형태에서, 생물학적 활성제는 나노 입자와 복합체화되거나 화학적으로 접합될 수 있다. 특정 실시형태에서,

생물학적 활성제는 나노 입자 형성 중에 또는 나노 입자 형성 후에 나노 입자에 도입(및 그와 복합체화 또는 접

합)될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 암 마커(cancer marker)에 특이적인 표적화 항체(targeting antibody)와 접합되는, 본[0407]

원에 기재된 나노 입자를 포함하는 표적화된 나노 입자가 본원에서 제공된다. 특정 실시형태에서, 표적화 항체

는 표적화된 나노 입자를 암 세포로 표적화하기 위한 PD-L1 항체를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 표적화

된 나노 입자는 적어도 하나의 세포 독성 또는 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수있다. 특정 실시형태에서,

표적화된 나노 입자는 파클리탁셀, 독소루비신, 또는 둘 모두와 복합체화되거나 접합될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 포함하고, 항균제와 복합체화되거나 접합된 항균[0408]

나노 입자가 본원에 제공된다. 특정 실시형태에서, 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들

의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 항균 나노 입자는 MDR 박테리아 감염을 치료 또는 예방

하는데 사용하기위한 것일 수 있다.

나노 입자를 제조하는 방법:[0409]

일 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 입자(예를 들어, 본원에 기재된 것들)를 제조하는 방법이[0410]

제공되며, 상기 방법은, 

공개특허 10-2021-0104708

- 50 -



  식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;[0411]

  존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편(debris)을 제거하는 단계; 및[0412]

  선택적으로, 균질화된 식물 조직을 투석하여 비-복합 화합물을 제거하거나 크기 배제에 의해 비-복합 화합물[0413]

을 제거하는 단계;를 포함하고,

이에 의해 세포 성분의 자가 조립에 의해 형성된 나노 입자를 포함하는 용액을 제공한다.[0414]

특정 실시형태에서, 용액은 임의의 적합한 매질을 포함 할 수있다. 전형적으로, 용액은 물 또는 수성 매질을 포[0415]

함할 수 있지만, 특정 실시형태에서 물과, 혼화성 유기 용매, 예를 들어 에탄올 및/또는 메탄올을 포함할 수 있

는 하나 이상의 알코올, 아세톤과 같은 하나 이상의 케톤, 디메틸 설폭사이드를 개별적으로 또는 임의의 적합한

조합으로 포함할 수 있는 하나 이상의 용매이거나 이를 포함할 수 있지만, 이에 제한되지 않는다.

특정 실시형태에서, 파편은 투석, 균질화된 식물 조직을 여과하거나, 균질화 된 식물 조직을 원심 분리하거나,[0416]

균질화된 식물 조직에 대해 접선 유동 여과 또는 연속 유동 여과를 수행하거나, 또는 이들의 임의의 조합에 의

해 제거될 수 있다. 특정 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 균질화된 식물 조직을 여과하거나 균질화된 식

물 조직을 원심 분리하거나, 또는 둘 모두를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 파편은 기술들 중 하나 또는

조합에 의해 제거될 수 있는데, 상기 기술은 원심 분리(예를 들어, 단순 또는 연속 유동 원심 분리) 및/또는 막

여과(예를 들어, 투석, 적절한 차단 막을 사용한 원심 분리, 예를 들어 1~100μm), 접선 흐름 여과, 크기 배제

를  위한  컬럼  분리  등을  개별적으로  또는  이러한  기술의  조합을  포함할  수  있다.  특정  실시형태에서,  약

9,000g~12,000g에서 원심 분리는 대부분의 파편을 침전시킬 수 있고, 또는 100 마이크론 필터를 통한 여과는 파

편의 적절한 제거를 제공할 수 있다.

특정 실시형태에서, 투석 단계(수행되는 경우)는 물(또는 물이 바람직하지만 다른 수용액)에 대한 간단한 투석[0417]

을  사용하여  수행될  수  있지만,  이는  상업적인  대규모  제품보다  실험실  규모에  더  쉽게  사용될  수  있다.

따라서, 특정 실시형태에서, 투석/분리는 연속 원심 분리, 접선 유동 여과를 사용하여 수행될 수 있거나, 투석

분리가 생략될 수 있도록 입자를 충분히 미세하게 만들어 생략할 수 있다(예를 들어, 고 전단 균질기(예를 들어

Sonolator) 또는 마이크로 유동화 장치).

특정 실시형태에서, 파편이 제거된 정화된 균질물은 나노 입자에 혼입되지 않은 더 작은 분자가 제거될 수 있는[0418]

막 여과 기술을 사용하여 추가로 정제될 수있다. 예를 들어, 물에 대해 (예를 들어) 100,000 MW 컷-오프 투석

백(cut-off dialysis bag)을 사용하는 간단한 투석, 또는 유사한 컷-오프 크기의 적절한 막을 통해 균질물을 접

선  여과(교차 흐름 여과)에 적용하는 것,  또는  나노 입자가 농축될 수  있는  교반된 셀(stirred  cell)(예:

Amicon, 또는 유사한 설정)를 사용하는 막을 가로 질러 여과하는 것을 포함할 수 있다. 대안으로, 유사한 배제

한계(100,000 MW)의 크기 배제 컬럼이 사용될 수 있으며, 여기서 나노 입자는 용매(약 4~5의 pH에서 낮은 몰

(molarity)의 물 또는 완충액(예: 1mM))를 사용하여 공극 부피에서 용리된다. 이러한 작업은 바람직하게는 약 4

℃에서 수행될 수 있다.

특정 실시형태에서, 상기 방법은 나노 입자를 포함하는 용액을 탈수, 냉동 건조, 동결-건조, 분무-건조 또는 나[0419]

노 분무-건조시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 상기 방법은 적절한 조건 하에서 자가 조립에 의해 나노 입자를 형성하는 것을 포함할 수[0420]

있다. 특정 실시형태에서, 예를 들어, 상기 조건은 약 4℃ 내지 약 40℃, 바람직하게는 약 15℃ 내지 약 35℃

범위의 온도 일 수있다. 특정 실시형태에서 조건은 물에서, 또는 물 및 물 혼화성 유기 용매, 예를 들어 (이에

제한되지 않지만) 메탄올 또는 에탄올에서 이루질 수 있다. 특정 실시형태에서, 균질화에 의해 식물 조직으로부

터 유리된 세포 성분이 나노 입자로 자가 조립될 수 있는 조건은 약 15 내지 100 %v/v 물, 더 바람직하게는 약

30 내지 약 100 %v/v 물, 가장 바람직하게는 약 100 %v/v 물인 용액에서 이루어질 수 있다. 자가 조립이 수성

또는 실질적으로 수용액에서 발생하는 경우, 특정 실시형태에서 폴리갈락투로나제와 같은 숙성 환경에 일반적으

로 존재하는 효소가, 특히 미숙 과일을 식물 조직으로 또는 식물 조직의 일부로 사용할 때 자가 조립을 돕기 위

해, 혼합물에 첨가될 수 있다. 특정 실시형태에서, 자가-조립이 발생할 수있는 조건은 예를 들어 실질적으로 수

성 매질일 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자의 생산은 적합한 매질을 사용하여 본원에 기재된 절차에 의

해 달성될 수 있다. 전형적으로, 매질은 물 또는 수성 매질일 수 있지만, 특정 실시형태에서 물과 혼화성 유기

용매, 예를 들어, 이에 제한되지 않지만, 에탄올 및/또는 메탄올을 포함할 수 있는 하나 이상의 알코올, 아세톤

과 같은 하나 이상의 케톤, 디메틸설폭사이드를 개별적으로 또는 임의의 적합한 조합으로 포함할 수 있는 하나

이상의 용매이거나 이를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자의 자가 조립은 위에서 설명된 매질 중
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하나에서 발생할 수 있다. 자가 조립 조건은 열역학적으로 가능한 조건을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서,

자가 조립을 위한 조건은 예를 들어 약 4℃ 내지 약 30℃의 온도, 일반적으로 생리학적으로 발견되는 이온 농도

(즉, 마이크로몰 내지 밀리몰 수준) 및, 예를 들어 약 5~10 %(w/v) 범위의 당 농도 및 예를 들어 밀리몰 범위로

존재하는 천연 유기산을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 상기 방법은 실질적으로 수성 매질에서 자가 조립에 의해 나노 입자를 형성하는 것을 포함[0421]

할 수 있다. 전형적으로, 상기 기재된 방법에서, 투석은 나노 입자 조립을 용이하게 하기 위해 밤새 약 4℃에서

수행될  수  있다.  상온에서  투석을  하면  대기  오염  물질로  인한  오염  위험이  높아질  수  있다.  특정

실시형태에서, 나노 입자는 특히 약제학적 약물(들)이 나노 입자에 첨가되는 분야와 같은 약제학적 분야에서 순

수한 나노 입자를 제공하기 위해 GMP  조건 하에서 제조될 수 있다. 특정 실시형태에서, 균질화된 식물 조직

(즉, 균질물)은 조직 약 1g 대 물 1ml 또는 2ml의 비율로 제조될 수있다. 조직은 전형적으로 이미 물이 80~90%

이다. 이러한 조건은 출발 물질의 특성에 따라 달라질 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자는 균질화 과정

동안 형성되거나 형성되기 시작할 수 있고, 또한 이후, 예를 들어 (만일 수행된다면) 투석 중에 형성되거나 형

성되기 시작할 수 있다. 특정 실시형태에서, 약 80% 이상의 나노 입자를 함유하는 나노 입자 용액이 수득될 수

있다. 특정 실시형태에서, 온도는 일반적으로 바람직하지 않은 분해를 방지하기 위해, 예를 들어 약 4℃로 낮게

유지될 수 있다.

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 용액에 균질화된 식물 조직을 제공하는 단계는 수성 매질 또는 유기성 매질[0422]

(예를 들어, 이에 제한되지는 않지만, 물, 에탄올, 메탄올, 아세톤 또는 예를 들어 이들의 혼합물을 포함하는

수성 또는 유기성 매질 (또는 이들의 혼합물)을 포함할 수 있다)에서 식물 조직을 균질화하는 단계를 포함할 수

있다. 특정 실시형태에서, 균질화된 식물 조직은 폴리트론 또는 예를 들어 초음파 처리기를 사용하는 초음파 처

리에 의해 제조될 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 용액에 균질화된 식물 조직을 제공하는 단계는, 예를 들어

물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 임의의 하나 이상을 포함하는 수성 매질 또는 유기성 매질에서 식물 조직을

고 전단 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 고 전단 균질화는 예를 들

어 약 80kN에서 약 20cm의 직경을 갖는 블레이드를 사용하여 약 3000~5000 rpm에서 균질화 하는 것을 포함할 수

있다(본원의 교시 내용과 관련된 당업자는 특정 용도에 적합한 고 전단 균질화 조건을 알 것이다). 예를 들어,

초음파 처리 및/또는 캐비테이션(cavitation)이 사용될 수 있는 경우, 사용된 조건에 의해 나노 입자가 분리되

지 않도록 전단력이 선택될 수 있다. 특정 실시형태에서, 용액 내 균질화된 식물 조직에 대해 달성되는 크기 범

위는 예를 들어 약 50 내지 약 250 nm일 수 있다. 특정 실시형태에서, 예를 들어 약 3 사이클 동안 30초 펄스를

사용하여 약 6~7의 속도로 설정된 폴리트론이 사용될 수 있다.

예로서, 균질화된 식물 조직은 특정한 예시적인 실시형태에서 약 5 분 동안약 4,500rpm에서 블렌더로 균질화한[0423]

다음, 약 5 분 동안 폴리트론으로 추가로 미세하게 균질화 시킨 체리 열매와 같은 식물 조직을 포함할 수 있다.

그 후 생성된 슬러리를 약 4 층의 무명천을 통과시켜 여과하고 약 10,000 x g에서 원심 분리하여 파편을 제거하

고 상청액을 수집할 수 있다. 상청액은 저 분자량 성분을 제거하기 위해 물에 대해(against water) 약 10,000D

컷 오프 투석 백에서 투석될 수 있다. 투석 후, 용액을 동결 건조하거나 분무 건조하여 분말 형태의 나노 입자

를 얻을 수 있다.

특정 실시형태에서, 분산물을 만들기 위해 가속된 유체 흐름, 초음파 캐비테이션 및 난류(turbulence)를 사용하[0424]

는 소놀레이터(Sonolator)가 사용될 수 있다. 나노 입자의 경우, 비교적 저압 시스템이 선호될 수 있으므로 그

에 따라 펌프 선택이 수행될 수 있다. 소놀레이터(Sonolator)는 Sonic  Corporation(Stratford,  Connecticut

(www.sonicmixing.com))의 제품이다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 본원에서 기술된 나노 입자를 제조하는 방법이 본원에서 제[0425]

공되며, 상기 방법은

  식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계;[0426]

  세포 성분의 자가 조립에 의해 나노 입자가 형성되도록 하는 단계;[0427]

  존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; 및[0428]

  동결 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조를 통해 나노 입자를 포함하는 분말을 형성하는 단계를 포함한다.[0429]

예를 들어, 특정 실시형태에서 분무 건조 단계는 예를 들어, 상이한 용량으로 물을 증발시킬 수있는 Fujisaki 4[0430]

노즐 분무 건조 시스템을 사용할 수있다 (DAIICHI JITSUGYO (AMERICA), Inc. (DJA) 939 AEC Drive, Wood Dale,

IL 60191, USA). 이러한 파일럿 스케일 모델(MDL 150) 중 하나는, 예를 들어 하루에 약 40kg의 NP 또는 식품
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분말의 회수하여 하루에 약 200 리터의 균질물의 분무 건조시키는 예상 용량으로 시간 당 약 10kg의 물을 증발

시킬 수 있다.

특정 실시형태에서, 상기 방법은 식물 조직이, 예를 들어 신 체리를 포함하는 경우에 사용될 수 있다. 신 체리[0431]

는 나노 입자를 포함하는 분말을 형성하기 전에 투석 단계를 수행할 필요가 없는 전술한 방법으로 특히 잘 작동

한다는 것이 발견되었다.

상기 방법의 특정 실시형태에서, 자가-조립은 실질적으로 수성 매질에서 발생할 수 있다. 특정 실시형태에서,[0432]

용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성 또는 유기성 매질에서 식물 조직을 고 전단 균질화시키는

것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 균질화된 식물 조직을 여과하거나 균질화된

식물 조직을 원심 분리하거나 둘 다를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 본원에 기술된 나노 입자는 생물 활성제 또는 다른 관심 제제와 같은 적재물을 전달하는 데[0433]

사용될 수 있는 것으로 고려된다. 본원에 기술 된 나노 입자는 예를 들어 동결 또는 분무 건조될 때 크기가 팽

창할 수 있고, 수용액 또는 물에 위치될 때 크기가 줄어들 수 있음이 관찰되었다. 따라서, 특정 실시형태에서,

건조 또는 실질적으로 건조된 분말 또는 나노 입자의 다른 제제는 특정적재물과 혼합된 다음, 물 또는 수용액을

첨가하여 나노 입자를 수축시키고, 이에 의해 적재물을 나노 입자에 가두어 운반할 수 있는 것으로 고려된다.

실험적 연구에서 나노 입자 용액은 50~250 nm 직경의 구조가 주어졌으며, SEM(진공 건조 효과)에서 관찰했을

때, 이 구조들은 TEM 및 SEM의 데이터에 따르면 직경이 약 4~5 배 더 큰 껍질 모양(shell-shaped)의 구조를 가

지며, 건조시 이러한 크기 확장의 예가 제공되는 것으로 관찰되었다.

특정 실시형태에서, 나노 입자가 생물학적 활성제와 같은 또 다른 모이어티와 복합체화 되거나 접합되는 것이[0434]

바람직한 경우, 본원에 기재된 임의의 방법은 모이어티(즉, 생물학적 활성제)를 용액 내 균질화된 식물 조직에,

또는 모이어티가 나노 입자와 복합체를 형성하거나 화학적으로 결합 또는 접합되기에 적합한 조건 하에서 이미

형성된 나노 입자에 도입하는 추가 단계를 추가로 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 예를 들어, 화학적 접합(conjugation)은 나노 입자(즉, -NH2, -COOH, -OH) 및 접합 작용제[0435]

에 존재하는 작용기에 적합한 절차를 사용하여 달성될 수 있다. 예를 들어, 아래 실시예 3에서 Dylight를 사용

하는 동안, 단백질의 -NH2 모이어티를 표지하는 데 사용되는 반응성 그룹인, N-하이드록시숙신이미드(NHS) 에스

테르를 사용하여 염료를 활성화했다. 화합물의 NHS 에스테르는 수용체 (즉, 나노 입자, 나노 섬유 함유 펩티

드)의 1차 아민과 반응하여 안정적인 공유 아미드 결합을 형성하고 NHS기를 방출한다. 이해되는 바와 같이, 동

일하거나  상이한  작용기에서  결합하기  위한  다른  커플링제  또는  가교제도  이용  가능하다(예를  들어,

Thermofisher Scientific로부터).

바람직한 실시형태에서, 나노 입자 및/또는 나노 섬유는 인산염 완충 식염수에 용해되고 2 mg/ml의 농도 수준을[0436]

제공하기 위해 권장되는 대로 붕산염 완충액 0.67 M(Thermofisher Scientific)과 혼합될 수 있다. 활성화된 표

지제(NHS 에스테르)와 완전히 혼합한 후 혼합물을 25℃에서 1 시간 동안 배양할 수 있다. 접합된 생성물이 함유

된  혼합물(NP/NF)은  크기  배제  컬럼(size  exclusion  column)  또는  제조사에서  제공하는  스핀  컬럼(spin

column)을 사용하여 분리될 수 있다. 접합된 NP/NF는 공극 부피(void volume)에서 용출될 수 있다. 접합된 생성

물은 예를 들어 동결 건조되고 -20℃에서 건조 분말로 보관될 수 있다(예를 들어, Nour Karra 및 Simon Benita

*  (2012)  The  Ligand  Nanoparticle  Conjugation  Approach  for  Targeted  Cancer  Therapy;  Current  Drug

Metabolism, 2012, 13, 22-41, 참조, 본원에 참고로 포함됨).

나노 섬유 및 그 제조 방법[0437]

나노 섬유[0438]

나노 섬유도 개발되었으며 본원에서 설명된다. 나노 입자와 나노 섬유는 모두 식물 조직에서 제조될 수 있지만,[0439]

이들 두 나노 구조는 본원에서 현저하게 다른 방법을 사용하여 제조되었으며, 이들 두 나노 구조는 본원에서 현

저하게 다른 구조를 채택하고 조성 측면에서 상당한 차이를 특징으로 하고, 기능 및/또는 생물학적 효과 측면에

서 중대한 차이점 (및 유사점)을 갖는 것으로 확인되었다.

따라서, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립된 세포 성분을 포함하는 나노 섬유가 본원에 또한 기술[0440]

된다. 위에서 설명한 나노 입자와 비교하여, 나노 섬유는 여러 가지 측면에서 다르며, 특히 나노 섬유가 폴리

페놀이 추출되거나 폴리 페놀 함량이 이미 자연적으로 낮은 균질화된 식물 조직에서 유래된다는 점에서 그러하

다. 특정 실시예에서, 세포 성분은 나노 섬유로 자가 조립되는 균질화에 의해 식물 조직으로부터 유리된 성분을
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포함할 수 있다. 특정 실시예에서, 하나 이상의 세포 성분은 펙틴을 포함할 수 있다. 특정 실시예에서, 나노 섬

유는 하나 이상의 헤미셀룰로스 유래 분자, 세포벽 단백질로부터 유래된 하나 이상의 펩티드, 또는 둘 다를 포

함할 수 있다.

일  실시형태에서,  균질화된  식물  조직으로부터  유래된  자가  조립된  세포  성분을  포함하는  나노  섬유가[0441]

제공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하며, 여기서 지질 및

폴리 페놀은 나노 섬유의 구조적 성분이 아니다.

본원에 기술된 바와 같이, 현재 기재된 나노 섬유는 일반적으로, 폴리 페놀이 먼저 추출되었거나 그렇지 않으면[0442]

식물 조직에서 낮거나 감소된 수준에서 발견된다, 본원에서 상세하게 기술된(예를 들어, 상기 참조) 나노 입자

를 제조하기 위해 사용될 수 있는 것과 같은 임의의 적절한 식물 조식으로 제조될 수 있다. 특정 실시형태에서,

나노 섬유의 자가 조립, 세포 성분, 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 산물 및 지질 함량은, 폴리 페놀이 나노

섬유에서 구조적 역할을 하지 않는 것을 제외하고는 여기에 자세히 설명된 나노 입자의 자가 조립, 세포 성분,

구조적 탄수화물 또는 이의 절단 산물 및 지질 함량과 실질적으로 유사할 수 있고, 이는 나노 섬유가 나노 입자

와 상당히 다른 구조와 조직을 채택하도록 한다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 실질적으로 지질이 없을 수 있고, 또는 실질적으로 폴리 페놀이 없을 수 있고,[0443]

또는 둘 다일 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 적어도 하나의 구조적 탄수화물을 포함하거나 그로 이루어진 하나 이상의 가닥[0444]

(strand)을 포함하는 긴 섬유를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 기본 나노 섬유는 길이가 마이크로 미터이

고 직경이 약 5 내지 약 10nm인 긴 섬유로 구성될 수 있다(도 37, 좌측 및 우측 패널 참조). 이러한 섬유는 트

립신 처리 후 나노 입자에서 방출되는 섬유와 동종인 것으로 보인다(도 4, 패널, D, E 참조). 이러한 섬유 유사

구조는 건조 나노 섬유를 주사 전자 현미경으로 검사할 때도 관찰된다(도 7, 패널 A 참조). 특정 실시형태에서,

나노 섬유는 나노 입자의 에탄올 표백 생성물로 간주될 수 있다. 나노 섬유는 나노 입자의 펙틴 코어를 둘러싸

고 있는 거대 분자로부터의 잠재적 기원(potential origin)을 나타내는, 나선형으로 감긴 구조로도 관찰된다(도

2, 패널 C 참조).

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 펙틴, 헤미셀룰로스, 펩티드 및/또는 단백질, 유기산, 이들의 절단 생성물, 또[0445]

는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 유기산은 말산, 아스코르브산 또는 둘 다를 포함

할 수있다.

특정 실시형태에서, 세포 성분은 숙성된 과일의 숙성 동안 또는 균질화 동안 식물 조직으로부터 유리된 것들을[0446]

포함할 수 있으며, 이것들은 나노 섬유로 자가 조립될 수 있다.

특정 실시형태에서, 하나 이상의 구조적 탄수화물은 펙틴, 펙틴 산, 펙틴의 메틸 에스테르, 펙틴 유도체, 폴리[0447]

갈락투론산, 람노갈락투로난, 자일로구칸, 헤미 셀룰로스, 글루코스,  만노스 또는 자일로스의 β-(1→4) 결합

백본들을 보유하는 자일로글루칸, 및/또는 아라비노갈락탄 및/또는 이들의 절단 생성물 중 하나 이상을 포함한

다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 예를 들어 약 5 내지 약 10nm의 직경을 갖는 섬유 형태를 가질 수 있다. 특정[0448]

실시형태에서, 나노 섬유는 비결정질일 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 수소-결합 상호 작용에 의해 안정화될 수 있고 식물 조직의 세포 성분의 이화[0449]

작용으로부터 유래되고 하이드록실 그룹 및/또는 아미노 그룹 및/또는 유기산 그룹을 보유하는 거대 분자 사이

에서 형성될 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 생물학적 활성제를 추가로 포함할 수 있다. 예를 들어, 특정 실시형태에서, 본[0450]

원에 기재된 바와 같은 나노 섬유는 약물, 영양소, 생체 분자(즉, 단백질, 효소, 핵산), 기능성 식품 또는 기타

제약학적 작용제와 같은 하나 이상의 생물학적 활성제를 추가로 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 생물학적

활성제는 나노 섬유와 복합체화 되거나 화학적으로 접합될 수있다. 특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 나노

섬유 형성 동안 또는 후에 나노 섬유에 도입(및 복합체화 또는 접합)될 수 있다. 특정 실시형태에서, 생물학적

활성제는 제약학적 활성 약물, 단백질, 효소, 기능성 식품 또는 영양소이거나 이를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 일반적으로 상기 나노 입자와 관련하여 기술된 것과 같은 임의의 적절한 형태[0451]

로 제공될 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 섬유는 예를 들어 수용액, 분말 형태, 또는 탈수, 냉동 건조, 동

결 건조, 분무 건조 또는 나노 분무 건조 형태로 제공될 수 있다.
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특정 실시형태에서, 나노 섬유를 제조하기 위해 사용되는 식물 조직은 폴리 페놀이 적거나 폴리 페놀이 추출 또[0452]

는 제거된 과일 또는 채소 식물 조직을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 노화 과일, 숙성

채소, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있고; 바람직하게는, 식물 조직은 체리(예: 신 체리), 블루 베리,

포도, 복숭아, 천도 복숭아, 자두, 살구, 파파야, 토마토 또는 이들의 임의의 조합을 포함하며, 폴리 페놀 함량

이 낮고/낮거나 폴리 페놀이 제거되거나 감소되어 있다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어, 폴리 페놀

함량이 낮고/낮거나 폴리 페놀이 제거되거나 감소된 코코아에서와 같이 과일의 껍질 및/또는 과일의 외부 조직

을 포함할 수 있다.

특정 실시예에서, 나노 섬유는 약 5 내지 약 10nm의 직경 및 마이크로미터 범위의 길이를 갖는 필라멘트 또는[0453]

섬유 구조를 가질 수 있다. 특정 실시예에서, 나노 섬유는 하나 이상의 생물학적 활성제를 추가로 포함할 수 있

다. 생물학적 활성제는 특정 실시예에서 나노 섬유와 복합체화, 접합 또는 혼합될 수 있다. 예시적인 실시예로

서, 생물학적 활성제는 제약학적 활성 약물, 기능성 식품 또는 영양소일 수 있다. 특정 실시형태에서, 생물학적

활성제는 파클리탁셀, 도세탁셀, 독소루비신, 빈크리스틴 및/또는 빈블라스틴과 같은 하나 이상의 항암 약물;

철, 마그네슘, 셀레늄 및/또는 아연과 같은 하나 이상의 금속; 보스웰리아, 위타놀라이드(Withanolides), 안노

나신(Annonacins),  바노마이신(vancomycin)과 같은 테트라사이클린, 및 니신(nicin), 라이소자임(lysozyme)과

같은 기타 항균제 및 질병 및 박테리아 식품 오염을 제어하는 데 사용되는 유사 특성을 가진 기타 분자와 같은

하나 이상의 기능성 식품을 포함할 수 있다.

특정 실시예에서, 나노 섬유는 예를 들어 수용액, 분말 형태, 또는 탈수, 냉동 건조, 동결 건조, 분무 건조 또[0454]

는 나노 분무 건조 형태로 제공될 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 예를 들어 음식과 함께 섭취할 캡슐 또는 나노 섬유-기능성 식품 복합체(예:[0455]

보스웰리아, 커큐민, 아슈와간다 등, 추가 실시예는 나노 입자 및/또는 식품 분말과 관련하여 본원에 제공된 실

시예를 참조)로 제공될 수 있다.

실시예로서, 균질화된 식물 조직은, 특정 예시적인 실시형태에서 체리 열매와 같은 식물 조직을 포함할 수 있으[0456]

며, 이는 약 95% 에탄올(1 : 1 w/v)에 약 24-48 시간 동안 침지하고, 그 후 용액을 따라 내고 열매를 에탄올에

서 추가 48 시간 동안 추가로 배양하여 색 성분(즉, 안토시아닌)의 대부분 또는 실질적으로 모두를 제거함으로

써, 저 분자량 덩어리 성분(폴리 페놀 포함)의 실질적인 제거 또는 고갈을 거친 것이다. 과일 조직은 약 24 시

간 동안 물로 완전히 씻을 수 있다(동등한 양의 물에 2x~3x). 그 다음 과일 조직은 약 4,500 rpm에서 약 5분 동

안 블렌더로 균질화될 수 있고, 이어서 약 5분 동안 폴리 트론으로 미세 균질화될 수 있다. 생성된 슬러리를 약

4 층의 무명천을 통해 여과하고 약 10,000 x g에서 원심 분리하여 파편을 제거하고 상청액을 수집할 수 있다.

상청액은 저 분자량 성분을 제거하기 위해 물에 대해(against water) 약 10,000D 컷-오프 투석 백에서 투석될

수 있다. 투석 후 용액을 동결 건조하거나 분무 건조하여 분말 형태의 나노 섬유를 얻을 수 있다.

대안으로, 특정 실시형태에서, 과일 조직은 주스를 분리하기 위해 냉간 압착 될 수 있다. 이렇게 얻은 찌꺼기는[0457]

색 성분을 제거한 다음 에탄올에서 배양하여 색 성분(예: 안토시아닌, 및 나노 입자의 탄수화물 및 펩티드와 수

소 결합할 수 있는 기타 폴리 페놀)을 제거할 수 있다. 수화(hydrating) 후, 조직은 전술한 바와 같이 균질화되

고 처리될 수 있다.

또 다른 실시예에서, 나노 섬유가 제조되는 식물 조직은 과일 또는 채소 식물 조직을 포함할 수 있다. 특정 예[0458]

에서, 식물 조직은 체리, 블루 베리, 포도, 또는 이들의 임의의 과일 조합을 포함할 수 있다. 바람직한 예로서,

식물 조직은 신 체리 과일 조직을 포함할 수 있다.

나노 섬유의 제조 방법[0459]

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 (본원에서 기술된 바와 같은) 나노 섬유를 제조하는 방법이[0460]

제공되며, 상기 방법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 낮은 폴리페놀 함량을 갖는 용액에서 균질화된 식물 조직을[0461]

제조하는 단계;

존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; 및[0462]

선택적으로, 균질화된 식물 조직을 투석하여 비복합 화합물을 제거하거나 크기 배제에 의해 비복합 화합물을 제[0463]

거하는 단계를 포함하고, 
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이에 의해 세포 성분의 자가 조립에 의해 형성된 나노 섬유를 포함하는 용액을 제공하는 단계를 포함한다.[0464]

특정 실시형태에서, 표백된 식물 조직은 일반적으로 물과 고도로 혼화되는 유기 용매를 사용하여 조직으로부터[0465]

이들을 추출함으로써 단순하고, 유리되고, 가용성인 분자가 제거된 조직으로 간주될 수 있다. 여기에는 에탄올,

메탄올, 아세톤 등과 같은 용매가 포함될 수 있다. 이들 용매는 세포 구획화를 깨뜨리고 안토시아닌, 당, 유기

산 등과 같은 대부분 유리 분자를 탈수화 매질로 침출시킬 수 있다. 대조적으로 자당(sucrose) 용액을 사용하는

삼투압 탈수는 대부분의 물을 빼내어 과일에 성분을 남긴다. 본원에 언급된 표백은 조직의 색상 손실을 말하며

산화 과정이 아니다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 나노 섬유를 제조하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방[0466]

법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 낮은 폴리페놀 함량을 갖는 용액에서 균질화된 식물 조직을[0467]

제조하는 단계;

존재하는 경우, 균질화된 식물 조직에서 파편을 제거하는 단계; [0468]

상기 세포 성분의 자가 조립에 의해 나노 섬유를 형성하는 단계; 및[0469]

동결 건조, 분무 건조, 또는 나노 분무 건조시켜 나노 섬유를 포함하는 분말을 형성하는 단계를 포함한다.[0470]

특정 실시형태에서, 본원에 기술된 나노 섬유를 제조하는 방법 및 이의 단계는 나노 입자를 제조하기 위해 본원[0471]

에 기술된 방법과 실질적으로 유사할 수 있으며, 식물 조직은 폴리 페놀 함량이 낮을 수 있고, 또는 식물 조직

은 나노 섬유 형성을 촉진하기 위해 폴리 페놀이 추출된 식물 조직일 수 있다.

상기 방법의 특정 실시예에서, 나노 섬유는 실질적으로 수성 매질에서 자가 조립에 의해 형성될 수 있다. 특정[0472]

실시형태에서, 균질화 동안 저온(즉, 약 4℃)이 사용될 수 있고, 나노 섬유를 분리하기 위해 광범위한 수 혼화

성 용매가 사용될 수 있다는 것이 고려된다.

상기 방법의 특정 실시예에서, 방법은 나노 섬유를 포함하는 용액을 탈수, 냉동 건조, 동결-건조, 분무-건조 또[0473]

는 나노 분무-건조하는 단계를 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 수성 매질 또는 유기성 매질 또는 혼합된[0474]

수성/유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 용액에서 균질화된 식

물 조직을 제조하는 단계는 물, 에탄올, 메탄올 또는 아세톤 중 임의의 하나 이상을 포함하는 수성 또는 유기성

매질에서 식물 조직을 고 전단 균질화 및/또는 초음파 처리하는 것을 포함할 수 있다.

추가 실시예에서, 용액에서 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 식물 조직의 균질화 전에 식물 조직을 표백[0475]

하여 폴리 페놀을 제거하는 단계를 포함할 수 있다. 다른 실시형태에서, 식물 조직의 표백은 추출 용액으로 식

물 조직으로부터 폴리 페놀의 추출을 실시하는 것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 추출 용액은 에탄올을

포함할 수 있다.

다른 실시예에서, 용액 중 균질화된 표백 식물 조직을 제공하는 단계는 식물 조직을 수성 매질 또는 유기성 매[0476]

질에서 고 전단 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 다른 실시예에서, 용액 중 균질화된 표백 식물 조직을 용액에

제공하는 단계는 표백된 식물 조직을 수성 매질 또는 유기성 매질에서 균질화하는 것을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 투석, 균질화된 식물 조직을 여과, 균질화된 식물 조직을 원심 분[0477]

리, 또는 균질화된 식물 조직에 대해 접선 유동 여과 또는 연속 유동 여과를 수행하거나, 또는 이들의 임의 조

합을 포함할 수 있다.

식품 분말 및 첨가제 및 그 제조 방법[0478]

식품 분말 및 첨가제[0479]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 나노 입자 및/또는 나노 섬유, 또는 그의 일부 또는 성분, 또는 이와 관[0480]

련된 구조를 포함하는 식품 분말 또는 식품 첨가제가 본원에 제공된다. 특정 실시형태에서, 식품 분말은 예를

들어 미크론(micron) 크기의 미세 분말 형태를 형성하는 나노 입자 및/또는 나노 섬유의 기본 구조 성분을 포함

할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직으로부터 유래된 자가 조립된 세포 성분을 포함하는 식품 분말이 제[0481]
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공되며, 상기 세포 성분은 하나 이상의 구조적 탄수화물 또는 이의 절단 산물을 포함하고 적어도 하나의 영양제

를 추가로 포함한다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 나노 구형 구조를 형성하기 위해 자체 주위를 감는 섬유 구조를 포함할 수 있[0482]

다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 식품 분말은 제조 조건 하에서 약 1 ㎛ 내지 약 10 ㎛ 범위의 크[0483]

기로 실질적으로 구형 또는 장방형 구조를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 이러한 큰 구조는 물에 용해될

때 약 50 내지 100nm 범위의 더 작은 구형 구조로서 소실될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말 구조는 나

노 입자 및 나노 섬유에서 관찰되는 것과 상응하는(homologous) 무작위로 감겨지고 조립된 섬유 또는 섬유들로

구성될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말의 전체 구조는 섬유의 정확한 조직이 없는 나노 구(nanospher

e)의 구조와 비슷하거나 유사할 수 있으며, 섬유는 예를 들어, 조직 추출물의 균질물에 존재하는 여러 성분을

흡착할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말의 하나 이상의 영양제는 상기한 식품 분말의 섬유상 나노 구 구조와 복합체를 형[0484]

성할 수 있고, 식품 분말 형성 및/또는 그 결과적인 구조에 기여할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 소수성(hydrophobic) 성분을 추가로 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 소수[0485]

성 성분은 아몬드 우유, 코코넛 우유 및/또는 식용 너트로부터 유래된 우유를 포함하거나 제공될 수 있다.

특정  실시형태에서,  영양제는  건강상의  이점을  갖는  자연  발생  활성  성분을  포함할  수  있다.  특정[0486]

실시형태에서, 영양제는 카로티노이드, 안노나신, 보스웰리아, 아슈와간다의 위다놀라이드, 진저롤 및 생강 과

의 샤오가올, 칸나비노디올, 프 럭토-올리고당, 갈락토-올리고당, 이눌린, 피페린 및 피페라세아 과의 유도체,

파이퍼 니그룸(Piper nigrum) 및 파이퍼 론검(Piper longum) 또는 이러한 성분 및/또는 이의 유도체를 포함하는

기타 야생 친척 또는 건강상의 이점이 있는 이의 임의의 활성 성분, 또는 이로부터 분리된 임의의 추출물, 유도

체 또는 제품, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다.

바람직한 실시형태에서, 식품 분말은,[0487]

신 체리(sour cherry) 또는 이의 수성 추출물;[0488]

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0489]

두유 또는 대두의 다른 균질물;[0490]

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및[0491]

강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다:[0492]

특정한 추가의 바람직한 실시형태에서, 상기 식품 분말은,[0493]

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);[0494]

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0495]

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;[0496]

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및[0497]

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다.[0498]

상기 식품 분말 실시예는 브로콜리나 콩 냄새가 나지 않는 좋은 미용 제품을 제공하기 위해 고안되었다. 다양한[0499]

다른 구성 요소, 구성 요소의 조합, 및 구성 요소의 상대적 백분율도 본원에서 고려된다는 것이 이해될 것이다.

특정한 추가 실시형태에서, 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페놀 당량일 수 있다.[0500]

특정 실시형태에서, 신 체리 추출물은 건조된 통과일로부터 상업적으로 생산 된 하나 이상의 과일 분말, 과일[0501]

찌꺼기, 또는 분무 건조에 의해 과일 주스로부터 생산된 분말, 또는 다른 상업적으로 이용가능한 관심있는 과일

분말과 조합되거나 대체될 수 있다. 특정 실시형태에서, 과일은, 예를 들어 신선한 과일보다는 건조되고 미크론

크기로 분말화된 과일을 사용하여 재수화(rehydrate) 및 균질화할 수 있다.

본원에 기재된 바와 같이, 현재 기재된 식품 분말은 본원에서 상세히 기재된 바 나노 입자 및/또는 나노 섬유를[0502]

제조하는데 사용될 수 있는 임의의 적합한 식물 조직으로 일반적으로 제조될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품
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분말은 본원에 기재된 바와 같이 탄수화물계 나노 입자 또는 나노 섬유를 형성할 수 있는 과일, 채소 또는 다른

식물 조직 또는 제품으로부터 제조될 수 있지만, 이해되는 바와 같이 식품 분말은 좀 더 나노 구와 유사한 구조

와 같은 상이한 조직을 가질 수 있다. 식품 분말은 수성, 유기성 또는 이들의 조합을 포함하는 임의의 적합한

매질에서 제조될 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말은 식품 분말 제품에 포함되기에 바람직한 영양제 또는

영양소 함유 물질(또는 영양소)을 추가로 포함할 수 있고(일반적으로 식품 분말의 의도된 용도에 맞게 조정될

것이다), 신선하거나 가공된 또는 농축된 분말을 단독으로 또는 중량 또는 부피 기준으로 원하는 조합으로 포함

할 수 있다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 식품 분말은 영양제 또는 영양제 함유 물질과 조합하여 본원에 이미 상세히[0503]

기재된 바와 같이 나노 입자 및/또는 나노 섬유를 제조하기에 적합한 식물 조직으로부터 제조될 수 있다. 이해

되는 바와 같이, 영양제 또는 영양소 함유 물질은 전형적으로 식품 분말의 의도된 용도에 맞게 조정될 것이며,

신선하거나 가공된 또는 농축된 분말을 단독으로 또는 임의의 원하는 조합의 중량 또는 부피로 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 영양제 또는 영양소 함유 성분으로 또는 특정 생리적 상태(예: 만성 질환)를

해결하기 위해 표적화된 성분으로 개발될 수 있으며, 이러한 영양제 또는 영양소 함유 물질은 예를 들어 예방

및/또는 치료 특성을 가질 수 있다. 이해되는 바와 같이, 본원에서 사용되는 용어 영양제 또는 영양소는 특정

적응증에 적합한 임의의 적절한 활성제 또는 화합물(또는 상기 활성제 또는 화합물을 포함하는 물질)을 포함할

수 있으며, 일반적으로 식품에서 발견되는 것과 같은 영양소로 간주되는 것 전체로 제한되지 않는다. 실시예로

서, 특정 실시형태에서, 영양소는 건강상의 이점을 갖는 임의의 적합한 천연(또는 비천연) 성분을 포함할 수 있

다. 특정 실시형태에서, 식물 조직은 예를 들어 코코아에서와 같이 과일 껍질 및/또는 과일의 외부 조직을 포함

할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은, [0504]

1. 신 체리(또는 신 체리 추출물), 또는 본원에 기술된 바와 같이 탄수화물계 나노 입자 또는 나노 섬유를 형성[0505]

할 수 있는 또 다른 과일 또는 채소(또는 이의 추출물);

2. 첨가된 물질로부터 소수성 분자를 포함할 수 있는 소수성 성분(예: 아몬드 우유, 이에 제한되지 않음)(예를[0506]

들어, 코코넛 우유 또는 식용 견과류에서 추출한 우유); 및

3. 예를 들어, 식품 분말의 원하는 용도를 위해 맞춤화된 하나 이상의 생리 활성 성분/성분들을 함유하는 영양[0507]

소 함유 물질(예를 들어, 기능성 식품 추출물)을 포함할 수 있다.

영양소 함유 물질의 일부 비 제한적인 예시는 다음 활성 화합물 및/또는 식물군 중 하나 이상을 포함할 수[0508]

있다:

카로티노이드(즉, 베타-카로틴, 라이코펜, 루테인 및 기타 크산토필, 아스 타잔틴 등);[0509]

안노나신(Annonacins)(즉, 항암 특성을 가진 안노다(Annona) 과일에서 유래된 폴리케타이드);[0510]

보스웰리아(Boswellia)(추가된 항염증 기능을 제공하는 커큐민과 함께 작용할 수 있음);[0511]

아슈와간다(Ashwagandha)(주로  스테로이드  구조를  가진  항스트레스  및  암  예방  특성이  있는  위타놀리이데[0512]

(withanoliides)를 포함하는 허브 성분);

예를 들어, 식용 생강(Zingiber officinalis), 망고 생강(Curcuma amada) 또는 진저롤 및 쇼가올을 포함한 임[0513]

의의 여러 생리 활성 성분을 함유하는 기타를 포함할 수 있는 생강과; 커큐마 롱가(즉, 커큐민 함유 강황);

칸나비노디올(Cannabinodiols)(환각 활성이 없는 칸나비스 종(Cannabis sp.)의 약용 활성 성분);[0514]

프럭토-올리고당(Fructo-oligosaccharides) 및 갈락토 -올리고당(galacto-oligosaccharides)  및 프리바이오틱[0515]

함량을 향상시키는 예루살렘 아키쵸크(Jerusalem artichoke)의 이눌린;

피페 니그룸(Piper nigrum)과 같은 피페라세아(Piperaceae) 구성원 및 피페린 및 여러 파생물을 포함하는 야생[0516]

친척; 및/또는

상기 열거되지 않은 다른 적합한 성분(예를 들어, 식물로부터 유래된 것(이에 제한되지 않음));및/또는 [0517]

그로부터 분리된 임의의 추출물, 유도체, 생성물, 또는 그러한 성분을 함유하는 재료 또는 식물 조직.[0518]

식품 분말 및 첨가제의 제조 방법[0519]
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또 다른 실시형태에서, 본원에서 균질화된 식물 조직으로부터 식품 분말을 제조하는 방법이 제공되며, 상기 방[0520]

법은,

식물 조직으로부터 유리된 세포 성분을 포함하는, 용액 중 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계로서, 상기 세포[0521]

성분은 하나 이상의 구조 탄수화물 또는 이의 절단 생성물을 포함하고, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직은 적

어도 하나의 영양제를 추가로 포함하는, 단계;

선택적으로, 존재하는 경우, 상기 용액 중 균질화된 식물 조직으로부터 파편을 제거하는 단계; 및[0522]

식품 분말을 형성하기 위해 용액 중 균질화된 식물 조직을 동결 건조, 냉동 건조(Lyophilizing), 분무 건조 또[0523]

는 나노 분무 건조하는 단계를 포함한다.

적합한 식물 조직 및 영양제의 예시는 위에서 이미 상세히 설명되었다.[0524]

상기 방법의 또 다른 실시형태에서, 균질화된 식물 조직을 준비하는 단계는 수성 매질, 유기성 매질 또는 혼합[0525]

된 수성-유기성 매질에서 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말은 용액

에서 식품 분말 출발 물질의 균질화에 의해 제조될 수 있다. 예를 들어, 균질화는 바람직하게는 높은 rpm에서

작동하고 고 전단력을 생성할 수 있는 블렌더, 또는 초음파기와 같은 고성능 혼합이 가능한 다른 적합한 기계를

사용하여 달성될 수 있다.

특정 실시형태에서, 용액 중 균질화된 식물 조직은 여과되어 파편을 제거할 수 있거나, 또는 파편이 균질화된[0526]

혼합물로부터 달리 제거될 수 있다. 예를 들어, 파편(즉, 균질물로 들어 가지 않고 중력에 의해 침전되는 입자

상 물질)을 여과할 수 있는 원심 분리 장치 또는 여과 장치(예: 막 여과 장치 또는 접선 유동 여과 장치)를 사

용하여 파편을 제거할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 탈수, 동결 건조, 분무 건조, 나노 분무 건조 또는 달리 탈수 또는 건조될 수[0527]

있다. 예를 들어, 물(또는 사용되는 다른 용매)을 제거할 수 있는 장비를 사용할 수 있으며, 여기에는 나노 분

무 건조기 또는 수성 시료용 동결 건조기, 또는 더 바람직하게는 예를 들어 대규모 분무 건조가 가능한 고효율

분무 건조기가 사용될 수 있다.  특정 실시형태에서, 건조기는 감압 하에서 작동할 수 있다.

다른 실시형태에서, 식물 조직은 과일, 채소 또는 식물 조직을 포함 할 수있다. 또 다른 실시형태에서, 식물 조[0528]

직은 노화 과일, 숙성 채소, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있으며; 바람직하게는, 식물 조직은 체리,

블루 베리, 포도, 복숭아, 천도 복숭아, 자두, 살구, 파파야, 토마토 또는 이들의 임의의 조합을 포함한다. 특

정 실시형태에서, 식물 조직은 신 체리, 아몬드 또는 아몬드 우유, 대두 또는 두유, 브로콜리, 강황 또는 이들

의 임의의 조합으로부터 수득되거나 이를 포함하는 식물 조직을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 균질화된

식물 조직은 신 체리 추출물, 아몬드 우유, 두유, 브로콜리 추출물 및 강황 분말을 포함할 수 있다. 적절한 식

물 조직은 이미 위에서 상세히 설명하였다.

특정 실시형태에서, 용액 중 균질화된 식물 조직은 상기에 이미 기재된 바와 같은 소수성 성분을 추가로 포함할[0529]

수 있다.

또 다른 실시형태에서, 식물 조직은 하나 이상의 영양소 함유 물질을 포함 할 수 있으며, 이는 신선하거나, 전[0530]

처리되거나, 농축된 물질, 또는 이들의 임의의 조합일 수 있다.

상기 방법의 특정 실시형태에서, 균질화된 식물 조직을 제조하는 단계는 바람직하게는 높은 rpm에서 작동하고[0531]

고 전단력, 초음파기 또는 다른 고성능 혼합 장치를 생성하는 블렌더로 식물 조직을 균질화하는 것을 포함할 수

있다.

상기 방법의 특정 실시형태에서, 파편을 제거하는 단계는 원심 분리 장치, 여과 장치, 막 여과, 접선 유동 여과[0532]

또는 이들의 임의의 조합으로 파편을 제거하는 것을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식물 조직은 신 체리, 아몬드 또는 아몬드 우유, 대두 또는 두유, 브로콜리, 강황 또는 이[0533]

들의 임의의 조합으로부터 수득되거나 이를 포함하는 식물 조직을 포함할 수 있다.

바람직한 실시형태에서, 상기 방법의 출발 재료는,[0534]

신 체리 또는 이의 수성 추출물;[0535]

아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0536]
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두유 또는 대두의 다른 균질물;[0537]

브로콜리 또는 이의 수성 추출물; 및[0538]

강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다:[0539]

특정한 추가의 바람직한 실시형태에서, 상기 방법의 출발 재료는,[0540]

약 25~30 v/v% 신 체리 추출물(적어도 약 0.1 mg/ml의 폴리페놀 당량);[0541]

약 25~30 v/v% 아몬드 우유 또는 아몬드의 다른 균질물;[0542]

약 10~18 v/v% 두유 또는 대두의 다른 균질물;[0543]

약 25~30 v/v% 브로콜리 추출물; 및[0544]

약 0.5~2.5 w/v% 강황 또는 그 분말을 포함할 수 있다.[0545]

특정 실시형태에서, 상기 신 체리 추출물은 약 1~2 mg/ml 폴리페놀 당량일 수 있다.[0546]

상기 식품 분말 예시는 브로콜리나 콩 냄새가 나지 않는 좋은 미용 제품을 제공하기 위해 고안되었다. 다양한[0547]

다른 구성 요소, 구성 요소의 조합, 및 구성 요소의 상대적 백분율도 본원에서 고려된다는 것이 이해될 것이다.

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 제조하는 방법 및 이의 단계는 나노 입자 및/또는 나[0548]

노 섬유를 생산하기 위해 본원에 기재된 것과 실질적으로 유사할 수 있으며, 적어도 하나의 영양제의 존재가 나

노 입자 및/또는 나노 섬유 구조보다는, 식품 분말 나노 구 구조의 생산에 유리하다는 차이점이 있다.

나노 입자, 나노 섬유 및 식품 분말의 용도[0549]

본원에 기술된 나노 입자, 나노 섬유 및 식품 분말의 고려되는 용도의 예시가 아래에 설명된다. 이들 예시는 제[0550]

한하려는 것이 아니라, 당업자를 위한 예시적인 예를 제공한다. 아래의 실시예 부분에 제시된 실험 연구는 예시

적인 방법 및 용도에 관한 추가 세부 사항을 제공한다.

특정 실시형태에서, 본원에서 대상 또는 세포에 대한 언급은 동물 대상 또는 동물 세포를 포함할 수 있다. 특정[0551]

실시형태에서, 동물은 포유류일 수 있다. 특정 실시형태에서, 동물은 인간일 수 있다.

나노 입자:[0552]

일 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상에게 전달하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0553]

생물학적 활성제와 복합되거나 접합된 본원에 기재된 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0554]

예를 들어, 특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 마그네슘 및/또는 철일 수 있다. 특정 실시형[0555]

태에서, 생물학적 활성제는 항암 약물을 포함 할 수 있고, 대상는 암에 걸린 대상일 수 있다. 특정 실시형태에

서, 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴 또는 암 치료에 사용되는 다른 천연 또는 합성 화합물일 수 있다.

특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 나노 입자의 형성 동안 나노 입자에 도입될 수 있거나, 생물학적 활성제

는 임의로 알코올 또는 다른 유기 화합물을 포함하는 수성 기반 매질에서 이미 형성된 나노 입자와 복합체화 될

수 있다. 특정 실시형태에서, 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충제 또는 둘 다를 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 활성 산소 종과 관련된 질환 또는 질병을 치료하는 방법이 본원에[0556]

서 제공되며, 상기 방법은, 

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0557]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 항산화제로 작용할 수있다.[0558]

또 다른 실시형태에서, 본원에서는 필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기[0559]

방법은,

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0560]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 항염증제를 포함하거나, 항염증제와 순차적으로, 동시에 또는 공동-투여될 수[0561]

있다. 특정 실시형태에서, 항염증제는 커큐민을 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방[0562]
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법은,

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0563]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 전통적으로 식품 또는 의학적 목적으로 사용되는 견과류, 콩과 식물, 허브, 향[0564]

신료, 채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 포함할 수 있다.

또  다른  실시형태에서,  필요로  하는  대상에서  암을  치료  또는  예방하는  방법이  본원에서  제공되며,  상기[0565]

방법은,

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0566]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 또는 공동 투여될 수 있다. 특정 실시형[0567]

태에서, 나노 입자는 항암 약물과 복합체화되거나 이와 접합될 수 있다. 추가 실시형태에서, 항암 약물은 파클

리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0568]

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0569]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 포함하는 점도 증진(viscosity enhancing) 식품[0570]

첨가제가 본원에 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법[0571]

은,

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0572]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 포함하는 화장품이 본원에 제공된다.[0573]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자 및 선택[0574]

적으로 생물학적 활성제를 포함하는 조성물이 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하는 방법이  본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0575]

본원에 기재된 나노 입자를 대상의 피부에 적용하는 단계를 포함한다.[0576]

특정 실시형태에서,  나노  입자는 추가 안토시아닌 또는 다른 UV-보호제를 포함하거나 이와 함께 적용될 수[0577]

있다.

다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0578]

세포 또는 조직 또는 기관을 본원에 기재된 나노 입자와 접촉시키는 단계를 포함한다.[0579]

특정 실시형태에서, 나노 입자는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다. 또 다른 실시형태에서,[0580]

나노 입자는 항암 약물과 복합되거나 접합될 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈

크리스틴일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 본원에서 제공[0581]

되며, 상기 방법은,

본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0582]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 콜레스테롤 수치를 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기[0583]

방법은,

본원에 기술된 바와 같은 나노 입자 투여하는 단계를 포함한다.[0584]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 지질 대사를 개선하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0585]

본원에 기술된 바와 같은 나노 입자를 투여하는 단계를 포함한다.[0586]

또 다른 실시형태에서, 암 마커에 특이적인 표적화 항체와 접합된, 본원에 기재된 나노 입자를 포함하는 표적화[0587]

된 나노 입자가 본원에서 제공된다. 특정 실시형태에서, 표적화 항체는 나노 입자를 암 세포로 표적화하기 위한

PD-L1 항체를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 표적화된 나노 입자는 적어도 하나의 세포 독성 또는 항암
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약물과 복합체화되거나 접합될 수있다. 특정 실시형태에서, 표적화된 나노 입자는 파클리탁셀, 독소루비신, 또

는 둘 다 및/또는 예를 들어 하나 이상의 경로 지향 항체(즉, PI3K (Phosphatidylinositon-3- 키나아제)와 같

은 또 다른 항암 약제와 복합체화되거나 접합될 수 있다. 

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 입자를 포함하고, 항균제와 복합되거나 접합된 항균 나노[0588]

입자가 본원에 제공된다. 특정 실시형태에서, 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들의 임

의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 항균 나노 입자는 MDR 박테리아 감염의 치료 또는 예방 및/또

는 예를 들어 식품 산업 및/또는 병원에서와 같은 표면의 살균에 사용하기 위한 것일 수 있다.

나노 섬유:[0589]

일 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상에게 전달하는 방법이 제공되며, 상기 방법은, [0590]

생물학적 활성제와 복합체화되거나 접합된 본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상에게 투여하는 단계를 포[0591]

함한다.

특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 아연 또는 철 또는 셀레늄 또는 마그네슘, 또는 이들의 임의의 조합을[0592]

포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 항암 약물을 포함할 수 있고, 대상은 암에 걸린 대상일

수 있다. 특정 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.

특정 실시형태에서, 생물학적 활성제는 나노 섬유의 형성 동안 나노 섬유에 도입될 수 있거나, 생물학적 활성제[0593]

는 임의로 알코올 또는 다른 유기 화합물을 포함하는 수성 기반 매질에서 이미 형성된 나노 섬유와 복합체화될

수 있다. 특정 실시형태에서, 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충제 또는 둘 다를 포함할 수 있다.

또  다른  실시형태에서,  필요로  하는  대상에서  암을  치료  또는  예방하는  방법이  본원에서  제공되며,  상기[0594]

방법은,

본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0595]

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 또는 공동 투여될 수 있다. 특정 실시형[0596]

태에서, 나노 섬유는 항암 약물과 복합체화되거나 접합될 수 있다. 특정 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁셀

또는 빈크리스틴일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 본원에서 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0597]

본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0598]

특정 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 섬유를 포함하는 점도 증진 식품 첨가제가 본원에 제공된다.[0599]

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법[0600]

은,

본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상에게 투여하는 단계를 포함한다.[0601]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 섬유를 포함하는 화장품이 본원에서 제공된다.[0602]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 나노 섬유 및 임의로 생물학적 활성제를 포함하는 조성물을,[0603]

필요로 하는 대상에게 국소 투여하기 위한 조성물이 본원에서 제공된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 태양 화상을 예방하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은, [0604]

본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상의 피부에 적용하는 단계를 포함한다.[0605]

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 안토시아닌 또는 다른 UV-보호제를 포함하거나 이와 함께 적용될 수있다.[0606]

또 다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키는 방법이 본원에 제공되며, 상기 방법은,[0607]

세포 또는 조직 또는 기관에, 임의로 세포 독성제와 복합체화되거나 접합된 나노 섬유를 도입하는 단계를 포함[0608]

한다.

특정 실시형태에서, 나노섬유는 세포 또는 조직 또는 기관에 대해 특이적인 표적화 항체와 복합체화되거나 접합[0609]

될 수 있다.

특정 실시형태에서, 나노 섬유는 항암 약물과 동시에, 또는 순차적으로 또는 공동-투여되거나 함께 사용될 수[0610]
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있다. 특정 실시형태에서, 나노 섬유는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있다. 특정 실시형태에서, 항암

약물은 파클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상체의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 본원에서 제[0611]

공되며, 상기 방법은,

본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0612]

또 다른 실시형태에서, 암 마커에 특이적인 표적화 항체와 접합된, 본원에 기재된 나노 섬유를 포함하는 표적화[0613]

된 나노 섬유가 본원에서 제공된다. 특정 실시 양태에서, 표적화 항체는 표적화된 나노 섬유를 암 세포로 표적

화하기 위한 PD-L1 항체를 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 표적화된 나노 섬유는 적어도 하나의 세포 독성

또는 항암 약물과 복합체화 되거나 접합될 수 있다. 특정 실시형태에서, 표적화된 나노 섬유는 파클리탁셀, 독

소루비신, 또는 둘 모두와 복합체를 형성하거나 접합될 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 항균제와 복합제화 되거나 접합된 본원에 기술된 바와 같은 나노 섬유를 포함하는, 항균[0614]

나노 섬유가 본원에 제공된다. 특정 실시형태에서, 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들

의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 항균 나노 섬유는 MDR 박테리아 감염을 치료하거나 예방

하는데 사용하기 위한 것일 수 있다.

식품 분말:[0615]

일 실시형태에서, 생물학적 활성제를 필요로 하는 대상 또는 유기체에 전달하는 방법이 제공되며, 상기 방법은[0616]

화학적 또는 물리적 과정을 사용하여 생물학적 활성제와 복합체화 되거나 접합된, 본원에 기술된 식품 분말을[0617]

대상에게 투여하는 단계를 포함한다.

다른 실시형태에서, 생물학적 활성제는 셀레늄, 아연, 철 또는 마그네슘과 같은 원소일 수 있다. 다른 실시형태[0618]

에서, 생물학적 활성제는 항암 약물일 수 있고, 대상은 암에 걸린 대상일 수 있다. 특정 실시형태에서, 항암 약

물은 파클리탁셀, 빈크리스틴, 또는 암 치료에 사용되는 임의의 천연 또는 합성 화합물일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 생물학적 활성제는 식품 분말의 형성 동안 식품 분말에 도입될 수 있거나, 생물학적 활[0619]

성제는 임의로 알코올 또는 다른 유기 화합물을 포함하는 수성 기반 매질에서 이미 형성된 식품 분말과 복합체

화될 수 있다. 특정 실시형태에서, 수성 기반 배지는 DMSO, 또는 완충액, 또는 둘 다를 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 염증을 유발하는 활성 산소 종 수준의 증가와 관련된 질환 또는[0620]

질병을 치료하는 방법이 본원에서 제공되고, 상기 방법은,

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0621]

또 다른 실시형태에서, 본원에서는 필요로 하는 대상에서 염증을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기[0622]

방법은,

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0623]

특정 실시형태에서, 식품 분말은 항염증제를 포함하거나 이와 함께 공동 투여될 수 있다. 특정 실시형태에서,[0624]

항염증제는 커큐민을 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상에서 비만을 치료 또는 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0625]

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0626]

또 다른 실시형태에서, 식품 분말은 전통적으로 식품 또는 의료 목적으로 사용되는 견과류, 콩과 식물, 허브,[0627]

향신료, 채소 또는 진균 식물 조직으로부터 적어도 부분적으로 유래된 성분을 포함할 수 있다.

또  다른  실시형태에서,  필요로  하는  대상에서  암을  치료  또는  예방하는  방법이  본원에서  제공되며,  상기[0628]

방법은,

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함할 수 있다[0629]

다른 실시형태에서, 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 공동 투여될 수 있다. 또 다른 실시형태[0630]

에서, 식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 이와 접합될 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 항암 약물은 파

클리탁셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.
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또 다른 실시형태에서, 대상에게 가용성 식이 섬유를 제공하는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은,[0631]

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0632]

또 다른 실시형태에서, 본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 포함하는 점도 증진 식품 첨가제가 본원에서 제공[0633]

된다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 식후 혈당 수준을 감소시키는 방법이 제공되며, 상기 방법은,[0634]

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0635]

또 다른 실시형태에서, 세포 증식을 감소시키는 방법이 본원에서 제공되며, 상기 방법은[0636]

본원에 기술된 바와 같은 식품 분말로 세포 또는 조직 또는 기관을 치료하는 것을 포함한다.[0637]

다른 실시형태에서, 식품 분말은 항암 약물과 동시에 또는 순차적으로 사용될 수 있다. 또 다른 실시형태에서,[0638]

식품 분말은 항암 약물과 복합체화 되거나 이와 접합될 수 있다. 또 다른 실시형태에서, 항암 약물은 파클리탁

셀 또는 빈크리스틴일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 필요로 하는 대상의 간에서 트리글리세라이드 축적을 감소시키는 방법이 본원에서 제공[0639]

되며, 상기 방법은,

본원에 기재된 바와 같은 식품 분말을 대상에게 투여하는 것을 포함한다.[0640]

또 다른 실시형태에서, 항균제와 복합체화되거나 접합된, 본원에 기술된 바와 같은 식품 분말을 포함하는, 항균[0641]

식품 분말이 본원에 제공된다. 특정 실시형태에서, 항균제는 리소자임, 테트라사이클린, 또는 니신, 또는 이들

의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 항균 식품 분말은 MDR 박테리아 감염을 치료 또는 예방

하는데 사용하기 위한 것일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 항균제와 복합체화되거나 접합된, 본원에 기술된 바와 같은 식품 분말을 포함하는, 항균[0642]

식품 분말이 본원에 제공된다. 다른 실시형태에서, 항균제는 리소자임, 테트라사이클린 또는 니신, 또는 이들의

임의의 조합을 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 항균 식품 분말은 MDR 박테리아 감염을 치료 또는 예방하는

데 사용하기 위한 것일 수 있다.

실시예 1 - 나노 입자 및 나노 섬유의 제조 및 특성화[0643]

세포 파괴 조건에서 신 체리(Prunus cerasus L.) 열매의 거대 분자의 나노 입자와 나노 섬유로의 자연적 조립[0644]

및 그것들 사이의 비교

본 발명자들은 나노 구조가 세포 파괴가 발생하는 특정 과일 처리 방법에 의해 생성될 수 있고, 분자 상호 작용[0645]

이 발생할 수있 는 환경을 제공하고, 잠재적으로 잘 정의된 나노 구조의 형성을 초래할 수 있다는 가설을 세웠

다. 본 실시예는 예를 들어, 식품 기능, 만성 질환 예방 및/또는 세포로의 약물 및/또는 생체 활성  전달에서

유익한 역할을 할 수 있는, 상이한 방법을 사용하여 생물학적 공급원(이 실시예에서는 신 체리 열매)에서 유래

된 나노 입자 및 나노 섬유의 제조, 분리, 물리 화학적 특성 및 구조적 특성을 설명한다. 

이 실시예에서, 수성 매질(또는 알코올과 물을 모두 포함하는 알코올 매질)에서 신 체리 열매의 균질화, 및 나[0646]

노 입자(그리고 균질화되는 과일에서 폴리 페놀을 추출한 나노 섬유)를 형성하기 위한 세포 성분(예: 펙틴, 글

루칸, 단백질에 연결된 올리고당 및/또는 이의 분해 산물), 폴리 페놀 및 유기산(예: 말산)의 자가 조립을  수

행하고 연구했다. 이들 연구에서 형성된 나노 입자는 세제에 안정하고 용액에서 약 25 내지 약 50nm의 크기 범

위의 균일한 구형 구조였으며, 동결 건조 후 분말로 탈수했을 때 크기가 훨씬 더 컸다. 본원에서 나노 섬유로

지칭되는 형태학적으로 상이한 유형의 나노 구조가 또한 제조되었으며, 이는 구형 구조와 구별되며 약 5 내지

약 10 nm의 폭, 및 마이크로미터 길이의 나노 섬유 형태로서, 균질화에 사용되는 식물 조직으로서 폴리 페놀이

없는 에탄올 표백된 체리에서 생성된 것이다. 복합체는 펙티나제로 처리함으로써 완전히 파괴될 수 있고, 구성

성분 구조의 펙틴 성질을 나타낸다. 또한, 셀룰라아제와 트립신으로 처리하면 나노 입자의 외부 원 섬유 구조가

제거되어, 내부 코어가 노출되었다. 나노 입자의 SDS-PAGE는 펙틴 및 폴리 페놀과 함께 도말(smear)로 공동-이

동하는 다양한 질량의 폴리펩티드를 보여 주었고, 나노 섬유는 주로 폴리펩티드를 나타냈다. 나노 입자와 나노

섬유는 모두 아라비노갈락탄-단백질 복합체에 대해 생성된 항체에 대해 강한 친화성을 보였고, 항-익스텐신에

대해 훨씬 더 낮은 친화도를 보였다. 나노 입자는 항-호모갈락투로난, 항-자일로글루칸과 반응하지 않았고 나노

섬유는 매우 강한 반응을 보였다. 나노 입자는 포도당, 갈락토오스/갈락투론산, 만노스와 같은 6 탄당이 풍부하
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지만, 나노 섬유는 아라비노스와 같은 5 탄당이 풍부했다. 나노 입자와 나노 섬유의 FT-IR 스펙트럼은 단백질과

펙틴의 스펙트럼과 유사성을 보였다. SDS-PAGE 이후 뚜렷한 밴드로 보이는 38kD 폴리펩티드는 글루칸 엔도-1,3-

베타-글루코시다아제와  서열  유사성을  보인  반면,  20kD  폴리펩티드는  타우마틴-유사  단백질(thaumatin-like

protein)과 유사성을 보였다. 본 실시예는 신 체리 열매로부터 자기 조립된 나노 입자의 구조적 특성을, 또한

신 체리 열매로부터 유래된 나노 섬유와 비교하여, 다른 방식으로 설명한다.

재료 및 방법:[0647]

신  체리:  이  실시예에서  사용된  신  체리  열매는  온타리오  주  바인랜드에  있는  바인랜드  리서치  스테이션[0648]

(Vineland Research Station)에서 왔으며, 여기에서 이들은 생식질(germplasm)로 유지된다. 모든 품종은 폴리

페놀 함량이 300~500 mg/100g 신선 중량 범위인, 고 폴리 페놀 함유 품종이다. 현재 연구에 사용된 주요 품종은

V 70151이었고, V 71261, Hymann Conserva 및 Hymann Rubisn과 같은 다른 것들도 높은 수준의 나노 입자 형성

을 보여주었다. 이 실시예에서 사용된 신 체리는 Prunus cerasus L이다.

화학 물질은 미국 세인트루이스에 있는 Sigma Chemical Co.에서 입수했다; Fisher Chemicals; In Vitrogen; 분[0649]

자 프로브(Molecular Probes); 기타 중에서.

나노 입자의 제조 및 분리, 나노 섬유의 제조 및 분리:[0650]

나노 입자의 경우, 추출 방법은 PTA 10 프로브가 있는 폴리트론 균질기를 사용하여 매질(이 실시예에서 사용된[0651]

물이 바람직하지만, 대안으로는 예를 들어 절대 또는 희석된 메탄올 또는 에탄올을 사용할 수 있음)에서, 1 : 1

w/w 비율(조직 1g 대 물 또는 알코올 1ml)로, 과일 조직이 완전히 균질화될 때까지 중간(4~5) 설정에서 체리 열

매를  균질화하는  것을  포함한다.  균질물을  4  층의  무명천으로  여과하여  파편을  제거했다.  생성된  균질물을

Sorvall RC 6 Plus 원심 분리기에서 20 분 동안 원심 분리(18,000xg)했다. 상청액을 따라 내었다. 5ml의 상청

액을 4℃에서 12 시간 동안 물(1 리터)에 대해 투석(spectra-Por, 6-8kD 컷 오프)하였다. 투석 백 내의 투석 된

추출물은 상청액(조 추출물이라고 함)과 마찬가지로 -20℃에서 냉동 보관되었다. 추출물은 수용액 상태인 경우

나노 입자를 분해할 수 있는 효소를 포함할 수 있기 때문에, 투석된 추출물은 저온 유지되었다. 알코올성 또는

실질적인 알코올성 매질이 사용되는 실시형태에서, 이러한 효소는 변성될 가능성이 높고/높거나 감소된 활성을

가질 수 있지만, 저온이 여전히 일반적으로 바람직하다. 본원에 기술된 바와 같이, 일단 동결 건조되거나 분무

건조되면(예를 들어), 나노 입자는 안정하다.

물에 침출된 폴리 페놀은 상당히 희석되어, 실험 목적으로, sep-pak C18 카트리지를 통과함으로써 소수성 상호[0652]

작용 크로마토그래피로 농축되었고, 메탄올로 용출한다.

동결 건조를 위해,  투석된 균질물을 1  리터 부피(약 250ml)의  플라스크에 넣고 액체 N2에서 냉각시켜 껍질[0653]

(shell)로 만들었다. 플라스크를 동결 건조기(-60℃에서 3-4 Toricelli의 진공 상태에서 작동하고, 이 목적으로

사용됨)에 부착하였다. 동결 건조를 수행하기 전에 알코올 용액을 물에 투석하여 알코올을 제거했다. 나노 입자

의 경우, 물이 나노 입자에 결합되어 있기 때문에, 이 방법으로 물을 완전히 제거하지 못했지만, 이것은 농축된

용액을 제공할 수 있다. 나노 섬유 용액은 이러한 방법을 사용하여 미세한 분말로 투석될 수 있다.

나노 섬유의 경우 씨를 뺀(pitted) 신 체리 열매를 50% 에탄올에 48 시간 동안 3번 용매를 변경하면서 담가 놓[0654]

았으며, 그 결과 폴리 페놀이 제거되어 체리 열매가 회백색을 띠게 되었다(여기서는 표백이라고 함). 신 체리

열의 씨 제거(pitting)는 용매와의 접촉 표면을 생성하고, 특정 실시형태에서 과일은 심지어 폴리 페놀의 제거

를 더욱 증가시키기 위해 더 작은 크기의 조각으로 슬라이스될 수 있다는 것이 고려된다. 표백된 과일/조각을

물에 담그고 에탄올을 제거하기 위해 물에 3회 철저히 세척하였다(총 3 시간). 이들 과일은 위에서 설명한 표백

되지 않은 체리 추출에 사용된 폴리트론을 사용하여 물 또는 메탄올(1:1 w/w)에서 균질화되었다. 15 분 동안 원

심 분리(18000xg)로 파편을 제거한 후, 균질물을 물에 대해 투석하였다. 나노 섬유를 포함하는 투석된 추출물은

폴리 페놀이 실질적으로 없고 푹신한 흰색 분말로 동결 건조될 수 있다.

나노 분무 건조를 위해, 미세 스프레이를 형성하도록, 나노 입자/나노 섬유 용액을 물과의 농도로 희석하였다[0655]

(진한 용액은 사용되는 스프레이의 노즐을 막는 경향이 있음). 나노 분무 건조는 Buchi 미니 분무 건조기(B29

0)를 사용하여 수행되었다(펌프 속도 - 35~50%, 10~15ml 유량 제공, 입구 온도 180℃, 출구 온도 100℃, 공기

흐름 400 리터/시간 유지). 생성된 분말은 -20℃에서 밀봉된 튜브에 저장되었다.

전자 현미경: 처리된 나노 크기의 체리 분말 나노 입자 또는 나노 섬유 분말 약 500 ~ 1000 μg을 양면 접착 탄[0656]

소 전도성 테이프의 일면에 균일하게 뿌렸다. 테이프는 12mm 직경의 알루미늄 스터브(stub)에 장착되었다. 샘플
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표면은 상이한 배율로 관찰되었으며 이미지는 주사 전자 현미경(모델 QUANTA 250, FEI, The Netherlands)을 사

용하여 기록되었다.

나노 입자의 투과 전자 현미경은 앞서 설명한 바와 같이 투석된 추출물 또는 물(ml 당 약 100~200㎍)에 용해된[0657]

분말을 사용하여 수행되었다(Jacob and Paliyath, 2008). 탄소 코팅된 니켈 그리드는 용액의 50μl 방울에 떠있

고 나노 입자는 30 초 동안 그리드에 흡착되도록 두었다. 그리드를 건조하고 1 % 우라닐 아세테이트 한 방울에

30초 동안 부유시켰다. 그리드를 건조하고 Leo 912 B 투과 전자 현미경으로 검사했다.

단백질 분석: 가공 중 단백질 분해를 평가하기 위해 제조사(Invitrogen)에서 제안한 대로 TRIzol®을 사용하여[0658]

각 단계에서 단백질을 추출했다. 간단히 말해, 100 μg 단백질 당량 샘플(Bradford 시약으로 측정)을 TRIzol 시

약(1ml)에서 균질화하거나 잘 혼합하고 실온에서 5 분 동안 배양했다. 균질물은 4℃에서 15 분 동안 12000xg에

서 원심 분리되었다. 상 분리를 위해 200ul의 클로로포름을 첨가하고 볼 텍싱하여 잘 혼합하고 12000xg에서 15

분 동안 4℃에서 원심 분리하였다. 수상 및 유기상을 분리하였다. 수상을 동결 건조에 의해 건조시켰다. 건조된

잔류물을 SDS-PAGE용 샘플 로딩 완충액에서 가열(90℃)하여 재용해시켰다. 유기 분획에서 단백질을 침전시키기

위해 1.5ml의 이소프로판올을 첨가하고 실온에서 10분 동안 배양한 다음 4℃에서 12000xg에서 10 분 동안 원심

분리하였다. 원심 분리 후 얻은 펠렛을 95% 에탄올 중 0.3M 구아니딘 하이드로클로라이드를 사용하여 3회 세척

한 다음 2ml의 100% 에탄올을 사용하여 최종 세척하였다. 샘플 로딩 완충액에서 가열하여 펠렛을 재용해시켰다.

단백질 샘플은 변성 및 환원 조건 하에서 10% 폴리아크릴아미드 겔에서 분리되었다. 겔을 10% 아세트산에 고정

하고 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색했다.

나노 입자에서 폴리 페놀과 펩티드의 연관성(association): 물에서 신 체리를 균질화하는 동안 나노 입자 형성[0659]

은 자발적인 과정이었다. 생성된 균질물은 일반적으로 약 3.0의 pH로 매우 산성이었다. 거의 중성 pH에서의 균

질화가 나노 입자 형성 및 단백질과 폴리 페놀의 연관성에 영향을 미치는지 여부를 시험하기 위해, 신 체리를

pH 6.0의 300mM 구연산 나트륨 완충액에서 균질화했다. TRIzol ™ 단백질 추출 방법에서, 유리 단백질은 유기상

으로 이동하는 반면, 탄수화물과 같은 친수성 분자와 밀접하게 결합된 단백질은 수상으로 분할될 수 있다. 나노

입자에서 폴리 페놀과 단백질의 연관성을 평가하기 위해, TRIzol™ 추출 후 얻은 수상 및 유기상의 단백질을

SDS-PAGE를 사용하여 분석했다. 희석된 수상은 동결 건조에 의해 농축된 반면, 유기상의 단백질은 앞서 설명한

바와 같이 이소프로판올을 사용하여 침전되었다. 침전된 중간상은 단백질 샘플 로딩 완충액에 직접 가용화되었

다. 단백질은 변성 및 환원 조건 하에서 10% 폴리아크릴아미드 겔에서 분리되었다. 전기 영동 후, 겔을 10% 아

세트산에서 5 분 동안 배양하고 착색된 폴리 페놀의 분포를 강조하는 사진을 찍었다. 그 후, 단백질 검출을 위

해 겔을 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색하였다.

이 시험에서 나노 입자 형성은 3 ~ 6 범위의 낮은 pH에서 선호되었다. 폴리 페놀과 펩티드의 연관성은 염색되지[0660]

않은 겔(도 12A)과 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색된 동일한 겔(도 12B)에서 관찰되는 펩티드와 안토시아닌의

공동 이동(co migration)에 의해 이해될 수 있다.

나노 입자에서 펙틴 산의 연관성: 사과 펙틴과 폴리갈락투론산을 0.1N NaOH에 용해시켜 표준 물질로 사용했다.[0661]

이들 펙틴 샘플과 함께 나노 입자 및 유리 폴리 페놀은 변성/환원 조건 하에서 10% 폴리아크릴아미드 겔에서 용

해되었다. 전기 영동 후 겔을 프로피듐 요오드화물(물에 10 ㎍/ml)으로 1 시간 동안 염색하고 사진을 찍었다.

동일한 젤을 쿠마시 브릴리언트 블루로 다시 염색했다.

나노 입자의 구조 성분의 웨스턴 및 스팟 블롯 분석: 나노 입자의 주요 탄수화물 구조 성분의 특성을 확인하기[0662]

위해 호모갈락투로난(LM20), 익스텐신(LM1) 및 아라비노갈락탄 단백질(LM14)에 대해 생성된 3개의 단일 클론 항

체 (www.Plantprobes.net)를 사용하여 스팟 블롯 및 웨스턴 블롯을 수행했다. 미표백 및 표백된 신 체리에서 얻

은 나노 입자의 동결 건조된 분말과 나노 섬유를 각각 샘플 로딩 완충액에서 5분 동안 끓는 물에서 가열하고 환

원 조건 하에서 10% SDS-PAGE를 사용하여 분리했다. 겔로부터 분리된 폴리펩티드를 밤새 니트로셀룰로스 막으로

전기 이동시켰다. 도트 블롯 분석을 위해, 2ul의 끓인 샘플을 니트로셀룰로오스 멤브레인에 직접 적용했다. 이

들 니트로셀룰로스 막은 PBS(phosphate buffered saline) 완충액 중 5% 무지방 우유 분말 용액으로 실온에서 1

시간 동안 차단되었다. PBS-T(0.1% Tween-20이 포함된 PBS)로 3회  세척하고 PBS로 최종 세척한 후, 막을 PBS

중 1 차 항체 용액(20x 희석)에서 실온에서 2 시간 동안 배양했다. 배양 후, 막을 PBS-T로 3회 세척하고 PBS에

서 최종 세척한 후 실온에서 1 시간 동안 항-랫트 -AP 접합된 2 차 항체에서 배양하였다. 2 차 항체에서 배양한

후,  막을  PBS-T에서  3  회  세척하고  PBS에서  최종  세척하였다.  제조사가  권장하는  Bio-Rad  Alkaline

phosphatise conjugate substrate kit를 사용하여 발색이 이루어졌다.

이온 트랩이 장착된 Varian Saturn 2000 시스템에서 분석이 수행되었다. GC는 Sil-CB8(0.25mm x 30m) 컬럼에서[0663]
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1 ml min의 일정한 유속으로 프로그래밍되었다. 주입기 온도는 분할 모드(20:1)에서 250℃로 일정하게 유지되었

다. 주입하는 동안 오븐 온도를 100℃에서 4 분 동안 일정하게 유지한 다음, 8 ℃/분의 속도로 250℃로 상승시

키고 추가 3 분 동안 250℃에서 유지했다. 이온 트랩은 3 분의 초기 지연 세그먼트로 40~650 m/z 사이의 질량을

분석하도록 프로그래밍되었다.

당의 유도체화: 주어진 GC-MS 매개 변수에서 각각의 유지 시간을 측정하기 위해 다양한 5 탄당 및 6 탄당의 트[0664]

리메틸실릴(TMS) 유도체를 제조했다. 다양한 설탕 표준 물질(2mg)을 100μl의 무수 피리딘에 용해시키고 100μl

의 BSTFA:TMCS(N, O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide:trimethylchlorosilane; 99:1)를 유리 바이알의

용액에 첨가했다. 공급사(Sigma)가 설명하는 절차를 사용하여 유도체화를 수행했다. 반응 혼합물을 80℃에서 2

시간 동안 배양하였다. 분석을 위해 1μl의 유도체화된 당을 GC-MS에 주입했다.

나노 입자의 유도체화: 나노 입자는 일반적으로 위에서 설명한대로 10ml 증류수에서 10gm 신 체리 열매를 균질[0665]

화하여 신선하게 제조되었다. 균질물을 15000g에서 20분 동안 원심 분리하였다. 상층액으로부터 정제된 주스를

10ml PD-10 탈염 컬럼에 통과시키고 6~8 kDa 컷-오프 막을 사용하여 증류수에 대해 추가로 투석하였다. 100μl

의 정제된 나노 입자를 200μl의 농축된 TFA와 혼합하여 최종 농도가 8.6M이 되도록 혼합하고 90℃에서 2 시간

동안 배양하였다. 가수 분해된 샘플을 질소 기류 하에서 건조시켰다. 건조된 샘플을 100 μl의 피리딘에 재현탁

하고 100 μl의 BSTFA:TMCS(99:1)를 용액에 첨가했다. 유도체화는 80℃에서 1 시간 동안 배양하여 수행되었다.

GC-MS 분석을 위해 1μl의 샘플이 주입되었다.

나노 섬유의 유도체화: 동결 건조된 나노 섬유 4mg을 물 1ml에 용해시켜 나노 섬유 용액을 제조하였다. 100μl[0666]

의 나노 섬유를 8.6M TFA에서 90℃에서 2 시간 동안 가수 분해했다. 가수 분해된 샘플을 유리 섬유 필터를 통해

여과하고  질소  기류  하에서  건조시켰다.  건조된  샘플을  100μl의  피리딘에  재현탁하고  100μl의

BSTFA:TMCS(99:1)를 용액에 첨가했다. 유도체화는 80℃에서 1 시간 동안 배양하여 수행되었다. GC-MS 분석을 위

해 1μl의 샘플이 주입되었다.

나노 입자의 FT-IR 분석: Bruker Tensor 27 InfraRed 분광기를 사용하여 나노 입자 및 나노 섬유의 FT-IR 분석[0667]

을 수행했다. 동일한 양의 분말(1%)을 KBr과 혼합하고 스펙트럼을 획득하기 위해 스캔한 투명한 디스크로 만들

었다.

나노  입자의  X-선  회절:  Bruker  Nanostar  SAXS  회절계를  사용하여  나노  입자의  작은  각도  X-선  회절을[0668]

수행했다. 표백되지 않은 체리의 투석 추출물에서 나온 나노 입자의 동결 건조된 분말과 투석액을 회절 분석에

사용했다.

통계 분석: 통계 분석은 GraphPad Prism 버전 4를 사용하여 수행되었다. 두 가지 평균을 가진 결과는 Student's[0669]

t  테스트를  사용하여  비교되었다.  다중  평균을  사용한  결과는  유의  수준을  평가하기  위해  단방향  ANOVA와

"Tukey's test"를 사용하여 비교되었다. 상당히 다른 평균(p <0.05)은 상이한 위첨자로 표시된다.

결과 및 논의:[0670]

나노 입자의 특성화: 이 연구에서, 수성 매질에서 과일의 균질화는 세포 거대 분자와 단순 분자의 자연적인 조[0671]

직화를 방해하여, 무작위이지만 구조화된 조립으로 인해 뚜렷한 물리 화학적 및 구조적 특성을 가진 구조가 생

성된다. 폴리 페놀과, 폴리 페놀과 복합된 나노 구조 사이의 크기 차이는 저 분자량 컷오프 막 또는 크기 배제

분리를 가능하게 하는 PD-10 컬럼을 사용하여, 투석을 통해 이러한 구조를 분리하는 데 사용되었다. 신 체리 조

추출물, 나노 입자를 포함하는 투석된 추출물 및 투석물(분자량이 약 6kD 이하인 막에서 제외된 분자 포함)의

폴리 페놀 함량이 표 1에 도시된다. 추출물 중 폴리 페놀의 거의 80%가  투석막 내에서 유지되었고, 이는 폴리

페놀이 복합체화 상태로 존재함을 시사한다. 포도와 블루 베리와 같은 다른 과일에 비해, 복합체화 형성은 신

체리에서 훨씬 더 높았다(포도 및 블루 베리에서도 나노 입자가 형성됨). 폴리 페놀 성분의 HPLC-MS 분리는 덜

풍부하게 페오니딘 3-루티노사이드(peonidin 3-rutinoside)와 함께 주요 안토시아닌으로서 시아디닝-3-루티노사

이드(cyaniding-3  rutinoside)의  존재를  보여  주었다.  클로로겐산  및  파라-쿠마로일  퀸산(para-coumaroyl

quinic acid)과 같은 페놀 산은 훨씬 더 적은 수준으로 존재했다(표 2 참조). 조 추출물, 투석된 추출물(나노

입자; NP) 및 수성 및 메탄올 추출물의 투석액의 항산화 활성은 표 3에 나타낸다. 모든 추출물은 높은 수준의

과산화-, 하이드록실- 및 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타냈다. 조 추출물은 두 추출 조건에서 가장 높은 항산화

능력을 나타냈다. 투석물(dialyzate)는 가장 낮은 항산화 활성을 가졌다. 항산화 능력의 상당 부분이 나노 입자

(즉, 투석된 추출물)와 관련이 있다.

메탄올에서의 추출(약 50 %v/v 최종)도 나노 입자를 형성했다.[0672]
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투석된 추출물은 단백질(10~12%), 폴리 페놀(12~14%), 펙틴(10%~15%) 및 기타 탄수화물(예: 자일로 글루칸과 같[0673]

은 헤미셀룰로스 성분, 아라비노갈락탄과 같은 펙틴 성분)을 포함하는 푹신한 분말로 동결 건조될 수 있다. 일

단 형성되면, 나노 입자의 폴리 페놀은 에탄올(50~100%)로 추출할 수 없다. 복합체는 일반적으로 산에 안정했다

(pH <3). 10% 트리클로로아세트산을 첨가하면 복합체는 붉은 잔류물로 침전되지만 알칼리성 조건(> pH 7)은 폴

리 페놀의 고리 절단을 일으켜 잠재적으로 거대 분자 조직화를 불안정하게 한다. 이에 비해 에탄올 표백 체리의

나노 섬유는 검출 가능한 양의 폴리 페놀을 함유하지 않았지만, 단백질(약 15%), 펙틴(15~20%) 및 기타 탄수화

물(자일로글루칸과 같은 헤미셀룰로스, 아라비녹실란과 같은 펙틴 성분 및 복합체화된 펙틴(60~70%))을 함유하

고 있다. 복합체화 형성은 무작위 이벤트이기 때문에, 구성 성분 유형 간의 엄격한 비례의 원칙을 달성하기 어

려우므로 다양한 구성 성분의 일반적인 비율이 제공된다.

표 1: 신 체리 추출물의 총 폴리 페놀 함량[0674]

표 1

총 폴리페놀 함량 (mg 갈릭산/g 신선 중량 당량)[0675]

시료 물 추출물 메탄올 추출물

조 추출물
0.88 ± 0.1

b,c
- 0.94 ± 0.1

b,c
1.04 ± 0.1

b,c
-1.13 ± 0.1

b,c

투석된 추출물(나노입자)
0.65 ± 0.1

a,c
-0.63 ± 0.1

a,c
0.70 ± 0.1

a,c
-0.80 ± 0.1

a,c

투석물
0.03 ± 0.1

a,b
-0.06 ± 0.1

a,b
0.03 ± 0.1

a,b
-0.05 ± 0.1

a,b

위첨자 "a"는 CE(물 및 메탄올)로부터 p <0.05에서 통계적 유의성을 나타내고; "b"는 DE(물 및 메탄올)로부터 p[0676]

<0.05에서 통계적 유의성을 나타내고; "c"는 각각 DZ(물 및 메탄올)로부터 p <0.05에서 통계적 유의성을 나타낸

다. 각 세트의 값은 세 가지 개별 추정치의 평균 ± 표준 오차이다.

표 2: 신 체리의 투석된 추출물의 폴리 페놀 조성(mg 갈릭산 당량/g 신선 중량)[0677]

표 2

폴리 페놀[0678] 투석된 물 추출물 투석된 메탄올 추출물

시아니딘-3-소포로사이드(Cyanidin
-3- Sophoroside)

0.07 ± 0.1 0.07 ± 0.0

시아니딘-3-
루티노사이드(Cyanidin-3-Rutinosid

e)

0.71 ± 0.1
b

0.55 ± 0.1
a

페오니딘-3-
루티노사이드(Peonidin-3-Rutinosid

e)

0.17 ± 0.1 0.16 ± 0.0

페라고니딘-3-
루티노사이드(Pelargonidin-3-

Rutinoside)

 0.06 ± 0.1
b

0.1 ± 0.1
a

p-쿠마로일 퀴닌산(p-Coumaroyl
quinic Acid

0.02 ± 0.0 0.01 ± 0.0

클로로겐산(Chlorogenic Acid) 0.04 ± 0.1 0.04 ± 0.1

위첨자 "a"  및 "b"는 각 페놀 성분에 대해 각각 투석된 물 추출물 및 투석된 메탄올 추출물의 성분 간의 p[0679]

<0.05에서 통계적 유의성을 나타낸다. ND: 감지되지 않음. 정량화는 HPLC-MS 분석 및 피크 면적 비교에 의해 수

행되었다.

표 3: 신 체리에서 추출한 조 추출물, 투석된 추출물 및 투석액의 항산화능[0680]

표 3

항산화능(% 소강율(Quench rate)/μg 폴리 페놀)[0681]

물 추출물                                     메탄올 추출물
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항산화 분석 조 추출물 투석된 

추출물

(나노입자)

투석물 조 추출물 투석된 

추출물

투석물

과산화물 

소거능
2.6 ± 0.2

b,c
1.8 ± 0 .1

a
1.4 ± 0.1

a
3.6 ± 0.1

b,c
2.5 ± 0.1

a,c
1.6 ± 0.2

a,b

하이드록실 라디
칼 소거능

4.9 ± 0.2
b,c

2.1 ± 0.2
a,c

1.5 ± 0.1
a,b

6.5 ± 0.3
b,c

3.9 ± 0.3
a,c

1.8 ± 0.1
a,b

DPPH 라디칼 소
거능

8.2 ± 0.3
b,c

4.4 ± 0.5
a

4.7 ± 0.1
a

8.8 ± 0.2
b,c

6.2 ± 0.2
a,c

3.3 ± 0.4
a,b

신 체리 추출물의 DPPH, 하이드록실 및 과산화물 라디칼 소거능(RSC). 위첨자 "a"는 조 추출물(CE)(물 및 메탄[0682]

올)의 p <0.05에서 통계적 유의성을 나타내고; "b"는 투석된 추출물(DE)(물 및 메탄올)로부터 p <0.05에서 통계

적 유의성을 나타내고; "c"는 각각 투석물(DL)(물 및 메탄올)로부터 p <0.05에서 통계적 유의성을 나타낸다.

나노 입자의 형태(morphology): 투석된 추출물의 투과 전자 현미경(TEM)에서 직경이 약 25 ~ 약 50nm 범위인 나[0683]

노 입자가 나타났다(도 1A, 화살표). 크기가 상당히 다양하여, 복합체가 구조적 성분의 손실을 통해 잠재적으로

변형될 수 있음을 시사한다. 나노 입자는 중앙 구조를 감싸고 있는 선형 필라멘트 성분을 가지고 있다. 이러한

구조는 복합체의 확대도에서 두 개의 나노 입자 사이에서 늘어나는 것을 볼 수 있다(도 1B, 화살표). 나노 입자

크기의 다양성은 중심 코어 주변을 여러 번 감는 복수의 섬유에서 발생할 수 있다. 섬유는 여러 나노 입자에서

풀린 것처럼 보이며(도 1B, 화살표), 이는 이들이 비공유 결합에 의해 함께 고정될 수 있으며, 외부 환경의 변

화로 인해 나노 입자가 건물 단위로 분리될 수 있음을 시사한다. 나노 입자의 구조 성분의 TEM은 도 2에 도시된

다. 도 2A는 나노 입자의 코어 구조는 구gud 구조로 감긴 필라멘트가 벗겨져 있다(화살표). 섬유 유사 구조는

중앙 구형 구조에서 나오는 배경에서 관찰할 수 있다. 나선형 원섬유 구조를 나타내는 필라멘트의 하부 구조는

도 2B 및 C(화살표 1, 2)에서 볼 수 있다. 도 2D는 원섬유로 구성된 확장된 섬유 구조(화살표)를 보여준다. 따

라서 나노 입자는 고유한 특성을 가진 하부 구조, 중심 코어, 코어를 둘러싼 섬유, 나선형으로 조립된 섬유 구

조-비공유 결합을 통해 함께 고정될 수 있는 원섬유로 확장될 수 있음-를 형성하기 위해 여러 수준의 조직을 갖

는 것으로 나타났다.

나노 입자의 구조 성분: 본 실시예에서는 나노 입자 및 나노 섬유를 제조하기 위한 식물 조직으로 숙성 신 체리[0684]

를 사용하였다. 숙성 과일에 존재하는 거대 분자는 주로 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 펙틴 및 세포벽과 관련된

당 단백질과 같은 탄수화물이다(Negi and Handa, 2008). 숙성 과일에는 가용성 단백질이 거의 없다. 체리와 같

은 과일에서 유기산은 숙성 과정에서 당으로 전환되는 주요 저장 분자이다. 주요 저장 성분인 전분은 고 분자량

구조로 존재하며, 숙성 과일에는 없다. 폴리 페놀 생합성은 열매에 붉은 색을 부여하는 액포에 폴리 페놀이 축

적되면서 숙성 과정에서 증가한다.

따라서 신 체리의 나노 입자는 주요 구조 성분으로서 세포벽 탄수화물(구조 탄수화물)과 단백질로 구성될 수 있[0685]

다. 그렇다면 나노 입자는 펙티놀리틱과 셀룰 로리틱 효소와 프로테아제를 사용하여 효소 소화를 할 수 있다는

가설을 세웠으며, 구조적 조직화에 대해 더 알아보기 위해 구조 검사를 통해 안정성을 평가했다. 나노 입자의

안정성에 대한 펙티나제(폴리갈락투로나제, α-1-4-글리코시다제) 처리의 효과는 도 3A에 표시되고, 확대된 영

역은 3B에 표시된다. 펙티나제 소화(1 unit/ml)를 거친 후 나노 입자는 우라늄 이온이 펙틴에서 음전하를 띤 갈

락투론산 분자에 결합함으로써 잠재적으로 형성된 전자 밀도 매트릭스 내에 산재된 작은 관형/소포 구조로 완전

히 분해되었다(Negi and Handa, 2008). 이러한 소화된 구조가 상업용 콩코드 포도 주스에서 관찰된 나노 소포와

닮았다는 점은 흥미롭다(Jacob and Paliyath, 2008). 과일 균질물은 일반적으로 펙티나제로 처리되어 산업 공정

중에 더 높은 주스 수율을 얻는다. 이 관찰은 나노 입자가 펙틴에서 유래된 높은 수준의 탄수화물 올리고머를

포함하고 있음을 시사한다. 나노 입자는 또한 셀룰라아제(β-1,4-글루카나아제, 1 unit/ml)로 처리되었고 그에

따른 구조적 변형이 연구되었다. 펙티나제 소화와 달리, 셀룰라아제 처리는 훨씬 더 큰 소포와 소포 응집체를

형성했다(도 3C 및 3D, 화살표). 셀룰라아제는 펙틴을 소화할 수 없기 때문에 소화 후 남은 구조는 잠재적으로

나노 입자의 코어인 펙틴으로 만들어 질 수 있다. 따라서, 셀룰로스 모이어티는 나노 입자의 펙틴 코어를 둘러

싸는 필라멘트 구조의 일부를 형성할 수 있다. 나노 입자는 또한 트립신(1 unit/ml)의 존재 하에서 배양되었으

며, 이는 다시 나노 입자의 외부 필라멘트 구조를 분해하여 펙틴으로 만들어진 코어를 남겼다(도 4A). 이러한

구조는 또한 셀룰라아제 처리 후 관찰된 빈 껍질 구조와 유사하여, 나노 입자의 외부 필라멘트 구조가 셀룰로스

모이어티와 폴리펩티드(즉, 단백질성 물질)를 모두 포함함을 나타낸다. 트립신 처리에 의해 외부 섬유 구조를

벗겨낸 후 쉘 구조의 확대보기는 도 4B에 표시된다. 트립신 소화 중에 형성된 중간 구조는 도 4C, 4D 및 4E에
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표시된다. 도 4C는 트립신 처리의 결과로 방출되는 섬유 유사 구조(즉, 펙틴 코어 주변의 섬유 조직)의 동심원

고리로 둘러싸인 나노 입자를 보여준다. 도 4D는 복합체에서 벗겨진 섬유와 함께 나노 입자의 껍질을 보여준다.

도 4E는 로프를 닮은 구조로 섞이고 짜여진 긴 원섬유 구조로 구성된 섬유 재료의 하부 구조를 보여 주며, 섬유

가 큰 직조 전체(entities)를 형성 할 가능성을 보여준다. 이러한 섬유 모양의 구조는 길고, 길이는 마이크로

미터에 이르지만 직경은 약 2 내지 약 3nm이다. 화학적 처리에 대한 나노 입자의 탄력성은 다양한 유형의 거대

분자에 의한 상호 작용을 통해 구조를 안정화시키는 이러한 구조적 복잡성에서 비롯될 수 있다.

건조 나노 입자 분말의 주사 전자 현미경(SEM): 나노 입자를 동결 건조하고 물을 제거하여 무정형 분말을 얻었[0686]

다. SEM에 의한 이 분말의 조사는 나노 입자의 형성을 초래하는 일시적인 단계를 잠재적으로 나타내는 구조적

측면을 밝혀냈다. 나노 입자의 크기 분포는 도 5에 나와 있다. 건조한 형태에서, 이러한 복합체의 직경은 직경

이 200nm 미만에서 1 마이크로 미터 이상이다. 이것은 크기 변화가 약 25nm에서 약 50nm까지인 현탁액의 수화된

나노 입자에서 관찰된 것보다 거의 10 배 더 크다(도 1A). 이는 느린 탈수 과정에서 나노 입자에 결합된 물이

제거되어 복합체가 팽창함을 의미한다. 물에 현탁하여 분말을 재수화하면 작은 나노 입자로 반전되었다(데이터

는 도시되지 않음). 구형 구조 외에도, 동결 건조 분말에서 관형 구조가 관찰되었다(도 5, 화살표). 동결 건조

된 분말의 구조적 변화는 시트(화살표 1), 필라멘트(화살표 2), 튜브(화살표 3) 및 소포의 형태-이들 모두는 혼

합된 상태로 나타남-로, 일시적인 구조의 이질성을 보여주는 도 6에서 더 볼 수 있다. 관형 구조에서 소포의 싹

이 트는 영역은 화살표 4로 표시된다. 따라서, 그 기원의 측면에서, 시트는 관형 구조를 형성하는 경향을 보이

며, 이는 나노 입자 형성 동안 펙틱/셀룰로스 올리고머-폴리펩티드, 폴리 페놀 및 말산과 같은 기타 소분자로

코팅된 소포 구조에서 튀어 나올 수 있다.

표백된 체리의 나노 섬유: 폴리 페놀이 나노 입자에 단단히 결합되어 있고 용매 추출(알코올, DMSO, 산)로 제거[0687]

하기 어려웠기 때문에 나노 입자를 생성하기 전에 에탄올로 과일에서 폴리 페놀을 제거하려고 시도했다. 과일을

3 번의 용매 변경으로 48 시간 동안 50% 에탄올에 담그면 폴리 페놀이 제거되어, 체리 과일이 회백색을 띈다.

일반적으로 나노 입자를 제조하기 위한 동일한 절차가 수행되었다. 폴리 페놀의 제거는 나노 입자에서 관찰된

것에서 전체 구조 변화를 가져 왔다. 동결 건조된 분말을 조사한 결과, 길이가 마이크로미터로 확장된 직경이

나노 미터(2~3 nm)인 필름이 산재해 있는 연장된 가닥 또는 필라멘트 구조(나노섬유)가 나타났다(도 7A). 수성

상태에서 나노 섬유는 길이가 마이크로 미터이고 직경이 약 5 내지 약 10nm인 형태를 유지했다(도 7B, 화살표

1). 이 필라멘트는 또한 나선형 구조(도 7B, 화살표 2)가 있는 영역을 보이고, 이는 이들을 트립신으로 처리한

후 늘어난 섬유로 나타나는(도 4E), 나노 입자를 코팅하는 나선형 섬유 유사 구조에서 비롯된 것일 수 있다. 따

라서 폴리 페놀이 나노 입자의 구조적 구성을 결정하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 보이고, 이러한 상호 작

용은 또한 폴리펩티드와의 결합을 포함할 수 있다.

폴리 페놀은 단백질과 상호 작용하는 것으로 알려져 있다(Dangles and Dufour, 2006). 기능적으로 사과 펙틴은[0688]

폴리 페놀과 상호 작용하고 대장 발효 및 체내 지질 제거에 유익한 효과를 향상시키는 것으로 알려져 있다

(Aprikian et al., 2003). 구조적으로 폴리 페놀은 이온 결합 및 수소 결합을 통해 펙틴 및 셀룰로오스와 상호

작용하는 것으로 알려져 있다(Padayachee et al., 2012). 폴리 페놀은 18%까지 결합하는 2 상 과정에서 셀룰로

오스 및 펙틴 성분과 상호 작용했다. 셀룰로오스 펙틴 복합물은 가장 높은 결합을 나타냈다. 따라서, 폴리펩티

드, 펙틴/셀룰로스 올리고머의 조합은 폴리 페놀 결합에 매우 유리한 환경을 제공할 수 있으며, 심지어 폴리 페

놀을 제거한 후에도 나노 섬유로 조립되는 폴리펩티드-펙틴-셀룰로스 백본을 여전히 유지한다.

세제에 대한 나노 입자의 안정성: 나노 입자의 안정성은 거대 분자 구조를 파괴할 수 있는 Trition X-100 및 나[0689]

트륨 데옥시콜레이트와 같은 세제로 투석된 추출물을 처리하여 추가로 조사했다. 나노 입자를 포함하는 투석된

추출물을 이러한 세제의 농도를 증가시키면서 배양했을 때, 나노 입자와 관련된 폴리 페놀 수준은 520nm에서 측

정했을 때 거의 일정하게 유지되었으며, 이는 안토시아닌의 벤조 피란 부분에 대한 흡수 최대 특성이다(도 8).

나트륨 데옥시콜레이트에서도 유사한 결과가 얻어졌다. 260 nm에서 측정했을 때 증가를 나타내며, 이는 잠재적

으로 내부에 폴리 페놀을 포획하는 Triton X-100의 임계 미셀 농도보다 높은 미셀 형성을 나타낸다. 이러한 결

과는 또한 나노 입자의 구조 성분 중 지질이 없음을 시사한다.

나노 입자의 화학적 조성 및 나노 섬유와의 비교:[0690]

나노 입자의 산성 특성: 나노 입자는 수용액과 건조 분말 모두에서 매우 안정적이었다. 나노 입자의 크기 배제[0691]

크로마토그래피 동안, 나노 입자에 결합된 폴리 페놀은 공극 부피에서 용출되어, 폴리 페놀의 특성인 520nm에서

최대 흡수를 나타내며 pH3을 나타낸다. 용액에 존재하는 유리 폴리 페놀의 용출이 지연되고, 용출액은 청회색으

로 보였고 pH는 7에 가까웠으며, 이때 안토시아닌의 벤조피란 고리 절단은 관련 붉은 색 손실과 함께 발생했다.
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주스 분자에서 유리 유기산을 제거했을 수 있는 신 체리 추출물을 광범위하게 투석한 후에도, 투석된 추출물은

여전히  3에  가까운  pH를  보였으며,  이는  호모갈락투로난(homogalacturonans)(pH  3)의  올리고갈락투로닉

(oligogalcturonic) 모이어티와는 별도로, 구조 성분으로 나노 입자에 결합된 산성 성분(유기산)이 있을 수 있

음을 시사했다. 이러한 성분을 확인하기 위해, 나노 입자 및 나노 섬유를 건조하고 트리메틸실릴 유도체를 제조

하고 유도체를 GC-MS 분석을 실시하였다. 결과는 도 9에 도시한다. (A)의 상단 패널은 표준 유기산의 용출 패턴

을 보여준다. (B)와 (C)는 각각 나노 입자와 나노 섬유에서 화합물의 용출 프로파일을 보여준다. 나노 입자와

나노 섬유는 모두 13.7 분에 용출된 말산(질량 스펙트럼, 트리메틸실릴 유도체)의 명확한 존재를 보여주었다.

말산은 신 체리 열매에 존재하는 주요 유기산이다. 하이드록실산이기 때문에, 말산은 수소 결합을 형성하여 나

노 입자와 나노 섬유의 성분들 간의 분자 결합을 안정화할 수 있다. 20~25분 사이에 용출되는 피크는 유도체화

된 당이나 올리고당에서 나온다. 도 9의 하단 패널은 기준 말산 트리메틸실릴 유도체의 질량 스펙트럼을 보여준

다.

신 체리 폴리펩티드의 SDS-PAGE 분석: 일반적으로 과일의 단백질 양은 상대적으로 적으며 프로테아제의 활성화[0692]

에 의해 숙성 동안 단백질 분해가 발생한다. 나노 입자에 단백질의 존재는 트립신에 대한 감수성으로 확인되었

다. 과일의 단백질과 균질물은 과일의 핵산 및 단백질 추출에 이상적인 범용 시약인 TRIzol ™을 사용하여 분리

되었다(Tiwari and Paliyath, 2011). 프로테아제 활성이 억제되는 이러한 조건 하에서(페놀, 구아니듐 이소티오

시아네이트의 존재에서와 같이) 단백질 분해가 최소화되고 물을 첨가한 후 유기상에 단백질이 존재하여 TRIzol

추출물의 상 분리를 초래했다. 원래 과일의 단백질, 균질물 및 원심 분리된 균질물로부터의 펠렛을 트리졸 추출

을 실시하고, 단백질을 정상적으로 포함하는 유기상(클로로포름:페놀)을 SDS-PAGE로 분석했다. 결과는 도 11에

도시된다. 젤에서 단백질 밴드(도 11, 레인 2, 3, 4 참조)의 명확한 분리를 볼 수 있으며, 이는 과일(레인 2)의

단백질, 총 물 균질물(레인 3)의 단백질, 균질물을 원심 분리한 후 얻은 펠렛(레인 4)을 나타낸다. 그러나 원심

분리 후 얻은 과일 균질물의 상청액을 트리졸로 추출한 후, 유기상에는 단백질이 거의 없고 주로 저 분자량 펩

티드(25kD)가 포함되었다(레인 5). 투석된 추출물의 동결 건조된 분말은 TRIzol 추출없이 직접 분석했을 때 과

일이나 그 균질물에서와 같이 별개의 단백질 밴드를 나타내지 않았지만, SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색 후 시각

화했을 때 폴리펩티드의 번짐(smear)(레인 6)을 보였다. 그러나 투석된 추출물 분말의 TRIzol 추출 후, 유기상

은 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색되지 않았으며, 이는 단백질/펩티드가 탄수화물 및 폴리 페놀과의 결합으로

인해 향상된 친수성 때문에 수상으로 이동했을 수 있음을 시사한다(레인 7).

나노 입자에서 폴리펩티드의 SDS-PAGE 분석: 나노 입자는 다양한 분자량의 폴리펩티드로 구성되었으므로(도 11,[0693]

레인 6), 탄수화물 및 폴리 페놀 성분과 같은 다른 성분과의 연관 특성을 설명하기 위해 추가 분석을 수행했다.

이러한 구조 성분이 나노 입자에서 밀접하게 관련되어 있다면, SDS-PAGE 동안 공동-이동해야 한다는 가설이 세

웠다. 신 체리를 물 또는 완충액(구연산 칼륨, 300mM, pH, 6, 균질화 후 최종 pH는 pH 5였다)에서 추출하고 물

또는 완충액에 대해 투석했다. 투석된 추출물을 동결 건조하고 분말을 로딩 완충액에 재현탁시켰다. 동등한 양

(15 ㎍)의 단백질 (물 중의 15% 글리세롤에 재현탁됨)을 겔에 로딩하고 SDS-PAGE에 적용하였다. 전기 영동 후,

겔을 제거하고 물 중 10 %(v/v) 아세트산에서 배양하였다. 패널 A(도 12)는 펩티드 분리 후 쿠마시 브릴리언트

블루로 염색하기 전의 겔을 보여 주어 폴리 페놀의 존재로 인해 레인에서 분홍색 후행(trailing) 색상을 나타낸

다. 패널 B는 폴리펩티드를 나타내기 위해 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색한 동일한 겔을 보여준다. 레인 2는

투석된 추출물 분말의 염색 패턴을 보여준다. 패널 A와 B의 레인 2를 비교하면 펩티드(레인 2, 패널 B)와 폴리

페놀(레인 2, 패널 A)의 이동이 유사하다는 것을 알 수 있는데, 이는 폴리 페놀이 나노 입자의 폴리펩티드에 단

단히 결합되어 있음을 시사한다. 폴리 페놀은 펩티드에 비해 작고 하전되지 않은 분자이며, 복합체화되지 않은

경우 겔에서 용출된다. 나노 입자를 포함하는 투석된 추출물 분말(물 추출물에서 얻음)은 트리졸 추출 및 상 분

리를 거쳤으며, 수상층 상청액 분획에 해당하는 레인 3(패널 A, B)은 그것들의 단단한 결합을 나타내는 폴리펩

티드와 폴리 페놀 모두의 존재를 보여준다. 이 특성은 또한 펩티드-탄수화물-폴리 페놀 복합체의 친수성 특성을

드러내는데, 왜냐하면 복합체 형성이 없을 경우, 폴리펩티드 자체가 TRIzol 추출물(페놀:클로로포름)의 유기상

에서 분리되었을 것이기 때문이다. 그러나 앞서 살펴본 바와 같이(도 11, 레인 7), 나노 입자의 트리졸 추출물

에서 나온 유기상에는 폴리펩티드가 없었다. 펩티드와 폴리 페놀의 연관성은 투석된 완충액 추출물 분말에서도

분명하다(도 12, 레인 4). 레인 5, 6 및 7은 TRIzol 추출 후 얻은 투석된 완충액 추출물 분말의 수성 상청액,

중간상 및 유기상에 해당한다. 일반적으로 클로로포름:페놀 상에 유지되는 폴리펩티드는 수성 상(레인 5)으로

이동하여 많은 폴리펩티드와 폴리 페놀을 시각화할 수 있다. 중간층은 폴리펩티드의 존재를 보여 주지만 폴리

페놀은 거의 존재하지 않는다(레인 6, 패널 B, A). 유기상에 해당하는 레인 7은 안토시아닌이나 펩티드의 존재

를 보여주지 않는다. 레인 8, 9 및 10은 대부분의 폴리 페놀이 제거된 에탄올 표백 체리 유래 투석된 추출물 분

말을 TRIzol 추출한 후 얻은 상청액, 중간상 및 유기상에 해당한다. 폴리 페놀의 제거로 인해 나노 입자가 구형
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에서 필라멘트 구조 나노 섬유로 구조적으로 전환되지만, 폴리펩티드는 여전히 나노 섬유의 필수 부분이다(레인

8, 패널 B). 표백된 체리 투석 추출물의 중간상 및 유기상은 펩티드에 대해 최소한의 염색을 나타냈다(레인 9,

10; 패널 B).

나노 입자 및 나노 필라멘트의 탄수화물 조성: 탄수화물의 펙틴 특성 및 나노 입자에서 폴리펩티드와의 연관성[0694]

은 SDS-PAGE 후 프로피듐 요오드화물 및 쿠마시 브릴리언트 블루 염색의 유사성에 의해 밝혀졌다. 프로피듐 요

오드화물(Propidium iodide)는 펙틴 산에 대한 얼룩으로 보고되었다(Rounds et al., 2011). 패널 C(도 12)는

프로피듐 요오드화물(물에서 10 마이크로 몰)을 사용한 나노 입자의 염색 패턴을 보여준다. 하단 패널(D)은 쿠

마시 브릴리언트 블루로 염색된 해당 젤을 보여준다. 레인 1은 시판되는 펙틴의 표준 샘플에 해당하며, 프로피

듐 요오드화물로 최소한의 염색을 보여준다. 프로피듐 요오드화물로 펙틴의 염색은 음으로 하전된 유리 카르복

실산 기의 존재 때문이다. 일부 펙틴 샘플에서 자연적으로 발생하는 것처럼 카르복시산 기가 메틸화에 의해 차

단되면, 염색이 감소된다. 레인 2는 15% 글리세롤에 용해된 투석된 추출물의 동결 건조 분말 성분의 이동 패턴

을 보여 주며, 이는 나노 입자(패널 A) 및 폴리펩티드(패널 B)에서 펙틴의 분포를 보여준다. 레인 3은 투석물

분획을 동결 건조한 후 얻은 펙틴/폴리 페놀/펩티드 분획에 해당하며,이 분획은 폴리펩티드에 대해 상대적으로

더 강한 염색을 나타낸다. 레인 4는 폴리갈락투론산의 표준품에 해당하며, 이는 폴리펩티드가 아닌 프로피듐 요

오드화물로 염색된 것을 보여준다. 신 체리 균질물의 젤리와 같은 펠렛은 또한 펙틴과 폴리펩티드의 존재를 보

여준다(레인 5).

나노 입자의 화학적 성질에 대한 추가 분석은 웨스턴 블롯 분석에 의해 수행되었다(도 13). 신 체리 열매는 에[0695]

탄올에서의 표백 전후에(폴리 페놀 제거) 물에서 추출되었고 물에 대한 투석으로 나노 섬유와 나노 섬유를 분리

하였다. 투석된 추출물을 동결 건조하고, 복합체를 글리세롤:물에 용해시키고 SDS-PAGE를 실시하고, 호모갈락투

로난(펙틴의  주요  골격  구조을  형성하는  중간  메틸화  단위를  갖는  α-1,4-갈락투론산펙틴의  20  량체

(twentymer)), 익스텐신(주요 세포벽 당 단백질) 및 아라비노갈락탄 단백질(단백질에 연결된 주요 펙틴)에 대해

생성된 구조 특이적 단일 클론 항체(쥐 IgM)로 면역 국소화를 실시한다. 결합된 항체는 알칼리성 포스파타제 접

합된 염소-항 랫트 IgG로 검출되었다. 패널 A는 쿠마시 브릴리언트 블루에 의해 표백된 체리(레인 2;  나노

섬유) 및 표백되지 않은 체리(레인 3; 나노 입자)의 나노 섬유/나노 입자의 염색을 각각 보여준다. 쿠마시 브릴

리언트 블루 염색은 폴리 페놀의 에탄올 추출 후 상당히 낮아져 폴리 페놀과 함께 폴리펩티드의 잠재적 손실을

시사한다(레인 2). 이것은 또한 표백된 체리의 나노 섬유에 의한 젤 침투 감소 때문일 수 있다. 패널 B는 표백

체리(패널 B, 레인 2) 및 표백되지 않은 체리(레인 3)의 나노 섬유/나노 입자에 대해 호모갈락투로난에 대해 생

성된 항체의 반응성을 보여준다. 흥미롭게도, 호모갈락투로난에 대한 반응성은 표백되지 않은 체리의 나노 입자

에 비해 표백된 체리의 나노 섬유에서 더 강했다(패널 B, 레인 3). 이것은 패널 B 아래에 표시된 도트 블롯의

강도에 다시 반영된다. 이것은 잠재적으로 나노 입자/나노섬유에서 항체에 의한 호모갈락투로난 모이어티의 접

근성 차이를 반영할 수 있다. 표백되지 않은 체리의 나노 입자와 표백된 체리의 나노 섬유 사이의 주요 차이점

은 폴리 페놀의 존재이다. 표백을 통해 폴리 페놀을 제거하면 호모갈락투로난 모이어티가 더 많이 노출되어 항

체에 대한 반응성이 증가할 수 있다. 또한, 이러한 결과는 폴리 페놀이 표백되지 않은 체리의 나노 입자의 필수

부분이며, 그 제거는 구조적 변형으로 이어질 수 있음을 보여준다. 필라멘트 나노 섬유를 체리 폴리 페놀과 배

양해도 필라멘트에서 구 형태로의 변형이 반전되지는 않았지만(데이터는 표시되지 않음) 두 형태 모두 구조적으

로 안정적이다. 나노 입자와 나노 섬유는 모두 과일의 주요 세포벽 단백질에 대해 생성된 항체인 항-익스텐신에

대해 약간의 반응성을 나타냈다(패널 C). 항-익스텐신에 대한 도트 블롯은 또한 최소한의 반응성을 나타냈다.

그러나, 나노 입자/나노 섬유 형태 모두에서 항-아라비노갈락탄 단백질(펙틴-단백질)에 대해 매우 강한 반응이

관찰되어, 이것이 나노 입자/나노 섬유의 기본 구조의 주요 성분일 수 있음을 시사한다(패널 D, 레인 2, 3; 도

트 블롯). 항-자일로글루칸에 대한 웨스턴 블롯은 겔에서 교차 반응성을 나타내지 않았지만, 나노 섬유(하단 패

널, 패널 A)에 대해 강한 반응을 보였고, 필라멘트 응집체를 형성했다. SDS에 의해 용해되는 동안 폴리펩티드가

나노 입자 및 나노 섬유에서 벗겨진 것으로 보이지만, 탄수화물은 응집체로 남아 있어, 큰 크기와 전하 부족때

문에 겔에 효과적으로 들어 가지 못한다.

BSTFA:TMCS(Sigma, 99:1)를 사용하여 트리플루오로아세트산(8.6M) 및 유리 된 당의 트리메틸실릴화로 분해한 후[0696]

나노 입자 및 나노 섬유의 탄수화물 조성에 대한 정성 분석을 수행했다. GC-MS에 의해 분리되고 확인된 당의 정

성적 프로파일은 도 10(상단 패널)에 표준품으로 사용되는 일반 당의 프로파일(하단 패널)과 함께 표시된다. 나

노 입자(파란색, 나노 복합체로 표시됨)와 나노 섬유(빨간색, 나노 필라멘트로 표시됨)의 당 조성에는 유사점과

차이점이 있다. 포도당, 갈락토스/갈락투론산, 만노스는 나노 입자의 주요 성분이었으며 상대적으로 적은 양의

아라비 노스를 함유하고 있다. 나노 섬유의 당은 아라비노스가 풍부하고 갈락토스/갈락투론산 및 글루코스가 더

적다. 나노 입자와 나노 섬유에는 확인되지 않은 다른 당이 존재할 수 있으며 일부 피크는 TFA 소화 중에 변형
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된 당에서 유래할 수도 있다. 결과는 나노 섬유 형성 동안 글루코스, 갈락토스/갈락투론산 및 만노스가 풍부한

여러 올리고머가 제거되어 여전히 펙틴의 아라비노갈락탄에서 파생된 주로 아라비노스 올리고머가 풍부한 나노

섬유를 남길 수 있음을 시사한다.

나노 섬유의 병인 발생 관련 단백질에서 유래된 펩티드 식별(identification): SDS-PAGE 분석 중에 다양한 분자[0697]

량의 펩티드가 나노 입자와 나노 섬유 모두에서 검출될 수 있으며, 이는 체리의 균질화 과정에서 천연 프로테아

제 활성의 작용에 기인한다(도 14, 패널 A; 레인 2, 3; 젤 A, B). 이들 중 적어도 2개의 밴드는 40kD 및 20kD의

상대 분자량을 갖는 나노 섬유(레인 3; B)에서 구별되었다(라벨 1, 3, 도 14; 패널 A). 강도가 약간 더 강하고

분자량이 약 40kD인 폴리펩티드 밴드(라벨 2, 겔 B)도 관찰되었다. 염색되지 않은 겔에서 이 3개의 폴리 펩티드

는 폴리 페놀(보라색)과 관련이 있는 것으로 밝혀졌다(겔 A, 레인 2). 이들 밴드를 해부하고 트립신 분해 및

LC-MS/MS 후 펩티드 지문 채취를 수행했다. 확인된 주요 펩티드의 서열은 도 14(패널 B 및 C)에 나와 있다. 레

인 3(Nanofibre)에서 약 40kD 분자 질량을 갖는 밴드 1은 체리(패널 B)의 PR 단백질 글루칸엔도-1,3-베타-글루

코시다아제(수탁 번호 P50694)와 서열 유사성을 나타냈다. 서열은 LC-MS-MS에 의해 확인되었다(강조 표시된 단

편으로 표시되고 genbank에서 추론된 서열은 단백질의 246 개 아미노산 길이의 펩티드에 해당한다). 레인 3에서

약 20kD의 두 번째 밴드(나노 섬유)는 다른 PR 단백질과 서열 유사성을 나타냈다(폴리펩티드에 총 161개 아미노

산이 포함된 주요 체리 알레르겐 Pru a1(수탁 번호 O24248)(패널 B). 나노 섬유의 밴드 1에 해당하는 나노 입자

의 40kD 밴드는 잠재적으로 결합된 폴리 페놀로부터의 간섭으로 인해 가수 분해 생성물을 산출하지 못했다. 이

러한 동정된 펩티드 단편은 겔에서 분리된 모든 폴리펩티드의 소 분획물이다. 이것은 잠재적으로 나노 입자와

나노 섬유의 필수 성분을 형성할 수 있는 펩티드 생성을 초래하는 프로테아제의 높은 활성을 암시한다.

나노 입자의 FT-IR 분석: 표백되지 않은 체리 열매 및 표백된 체리 열매에서 나온 나노 입자/나노 섬유 분말의[0698]

FT-IR 스펙트럼은 서로 높은 수준의 유사성 및 단백질 및 세포 벽 다당류와 같은 거대 분자 구조와 유사한 복잡

한 스펙트럼을 나타냈다(도 15; 나노 복합체 = 나노 입자, 나노 필라멘트 = 나노 섬유). 이 도면은 또한 폴리갈

락투론산(PGA)(호모갈락투로난, 펙틴) 및 알부민(BSA)의 스펙트럼을 보여준다. 나노 입자의 주요 흡수 대역은

3000nm에서 3600nm 사이, 2600nm에서 3000nm 사이의 넓은 대역과 1750nm에서 800nm 사이의 지문 영역에서 여러

피크로 관찰되었다. 나노 입자의 거대 분자 특성으로 인해 개별 작용기 또는 구조적 특징에 특징적인 흡수 피크

가 병합된다. 폴리펩티드, 펙틴 및 폴리 페놀의 스펙트럼 특성과 비교하여 나노 입자의 여러 구조적 특성을 설

명할 수 있다. 단백질(> 10 %), 탄수화물(약 70%) 및 나노 입자에서의 폴리 페놀(약 10~15%)의 존재과 같은 성

분의 비율도 피크와 피크 모양에 영향을 미쳐, 탄수화물의 특징 피크의 전반적인 우위를 나타낼 수 있다. 세포

벽 탄수화물 성분의 FT-IR 분석은 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스 및 펙틴의 특징을 보여준다(Kacurakova et al,

2000; Urias-Orona, 2010). 과일 숙성에서, 셀룰로오스 분해 효소 및 펙틴 분해 효소의 활성이 증가하면 세포벽

성분의 이화 작용이 발생하여 특징적인 결합을 가진 저 분자량 올리고머를 산출한다. 이들 중 펙틴은 람노갈 락

투로난, 갈락탄, 아라비난 및 아라비노갈락탄으로 구성된 간헐적인 털이(hairy) 영역(즉, 강모 모양)을 갖는 α

-1,4-  연결된 갈락투론산을 갖는 복합 분자이다(Negi and  Handa,  2008).  자일로글루칸(Xyloglucans), 자일란

(xylans), 글루코만난(glucomannans) 및 갈락토만난(galactomannans)은 세포벽의 반세포 성분이다. 따라서 과

일을 균질화하는 동안, 이들 성분 중 하나가 나노 입자에 통합될 수 있다. 웨스턴 블롯 연구는 나노 입자에서

호모갈락투로난과 아라비노갈락탄의 존재를 보여 주었는데, 이는 펙틴이 그 형성에 우세하게 관여한다는 것을

암시힌다. 체리 유래 두 가지 유형의 나노 입자/나노 섬유의 FT-IR 스펙트럼은 900cm
-1
 및 1200cm

-1
에 이르는 탄

수화물 영역에서 강력한 흡수를 보여준다. 표백된 체리 유래 나노 섬유는 약 1017 cm
-1
에서 날카로운 피크를 보

이며,  이는 높은 비율의 호모갈락투로난을 가진 펙틴의 특징이다(Kacurakova  et  al.,  2000).  1045  cm
-1
에서

1074 cm
-1
 사이의 어깨는 β-연결 아라비노갈락탄에서 유래할 수 있다. 람노갈락투로난과 헤미셀룰로오스에서의

흡수는 이 넓은 영역에서 발생한다.

탄수화물 영역의 흡수는 주로 글리코시드 연결(C-O-C)에서 비롯되지만, 아노 머 영역(anomeric region)은 당 모[0699]

이어티 간의 연결 유형에 대한 정보를 제공힌다. α-연결은 834 cm
-1
에서 흡수 밴드를, β-연결은 898 cm

-1
에서

밴드를 특징으로 한다. 두 가지 유형의 나노 입자 모두 약 834nm에서 넓은 흡수 최대 값을 보여, 복합체의 탄수

화물이 펙틴에서 흔히 볼 수 있는 α 유형 연결을 우세하게 보유하고 있음을 시사하며, 이는 다시 나노 입자의

탄수화물이 주로 펙틴 기원임을 시사한다(도 15).

약 1550 cm
-1
에서 약 1800 cm

-1
 사이에서 관찰된 넓은 밴드는 다른 식물 조직에서 관찰된 것처럼 펙틴의 특징이[0700]

다(McCann et al., 1994). 일반적으로 지문 영역을 포함하여 900 cm
-1
에서 1800 cm

-1
 사이의 담배 세포에서 분리
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된 펙틴의 FT-IR 스펙트럼 패턴은 나노 입자에서 관찰된 것과 거의 동일하다. 펙틴의 두 가지 주요 구조 요소는

에스테르 결합(1740 cm
-1
)과 카르복실산 그룹(1600 및 1414 cm

-1
)이다. 1740 cm

-1
에서 넓은 피크는 두 유형의 나

노 입자에서 뚜렷이 구분되어 에스테르화된 펙틴의 존재를 나타내며 표백된 체리의 나노 입자에서 약간 더 낮은

강도를 나타낸다(도 15).

나노 입자에서 단백질의 흡수 밴드는 아마도 펙틴에서 발생하는 것들에 의해 대부분 가려질 것이다(Gorinstein[0701]

et al., 2009). 그러나 이러한 스펙트럼에서 2 차 구조의 특정 특징을 관찰할 수 있다. 단백질의 FT-IR 스펙트

럼은 아미드 A, B 밴드 및 아미드 I ~ VII라고 하는 특정 아미드 흡수를 특징으로 한다. -NH 스트레칭에서 발생

하는 아미드 A(약 3500 cm
-1
) 및 아미드 B 밴드(약 3100 cm

-1
)는 잠재적으로 탄수화물 하이드록실의 -OH 스트레

칭(3400 cm
-1
)과 겹치며 나노 입자 스펙트럼에서 3600 cm

-1
과 3000 cm

-1 
사이의 넓은 피크를 형성한다. 아미드 I

및 II 흡수는 펙틴의 에스테르 흡수와 겹치는 -C = O 및 -C-N 그룹의 스트레칭 진동(1600~1700 cm
-1
)과  NH 스

트레칭(1510 ~ 1580 cm
-1
) 에서 각각 발생한다. 아미드 I 흡수는 백본 구조, 주로 약 1629 cm

-1
에서 흡수하는 베

타 시트의 특징이다. 익스텐션과 같은 세포벽 당 단백질은 β 시트의 더 큰 성분을 가지고 있지만, 익스텐신 항

체를 사용한 웨스턴 분석은 나노 입자에서 익스텐신의 우세(prevalence)를 나타내지 않았다(도 13). 그러나 아

라비노갈락탄 단백질에 대해 발생한 항체에 대해 매우 긍정적인 반응이 나노 입자와 나노 섬유 모두에서 관찰되

었다. 이것은 자연적으로 양친매성인 아라비노갈락탄 결합 단백질(Seifert and Roberts, 2007)이 나노 입자에

탄수화물-폴리펩티드 성분을 제공할 수 있음을 시사한다(도 15).

폴리 페놀은 나노 입자의 필수적인 부분이다. 폴리 페놀의 상대적인 양은 나노 입자에서 12~15% 범위이다. 폴리[0702]

페놀을 포함하는 나노 입자와 폴리 페놀이 없는 표백 체리에서 분리된 나노 섬유의 FT-IR 스펙트럼은 큰 차이를

보이지 않았다. 폴리 페놀은 탄수화물 영역에서 주요 흡수인, -C = H 스트레칭 (약 2850~3000 cm
-1
), 폴리 페놀

하이드록실 및 당(sugar) 하이드록실 그룹(자유 3200~3600 cm
-1
) (David et al., 2009)를 갖는 순수 형태의 특

징 스펙트럼을 나타낸다. 폴리 페놀의 상대적인 양이 적기 때문에, 폴리 페놀 작용기의 흡수는 탄수화물과 단백

질의 흡수에서 해독하기 어렵다(도 15).

나노 입자의 X-선 회절: 과일에서 펙틴의 우세(prevalence)는 이 실시예에 나타난 바와 같이 구조적 전이를 통[0703]

해 잠재적으로 나노 입자를 생성할 수 있다. 나노 입자는 펙티나제 처리에 매우 민감하고 완전한 조직 용해를

거치기 때문에, 펙틴이 나노 입자의 주성분인 것으로 보인다. 펙틴은 메톡시화 정도와 당의 존재와 낮은 pH, 칼

슘과 같은 2가 이온의 존재에 따라 겔을 형성할 수 있다(Fu and Rao, 2001; Strom et al., 2007). 셀룰로오스

와 같은 베타-1,4-글루칸은 결정체로 발생하지만, 무정형 상태로 존재할 수도 있다. 셀룰로오스 처리에 대한 나

노 입자의 민감성은 β-1,4-글리코시드 결합을 갖는 성분도 나노 입자 구조의 일부이며 이들은 셀룰로오스 마이

크로피브릴을 연결하는 무정형 셀룰로오스 및/또는 헤미 셀룰로스 성분(자일로 글루칸)을 포함할 수 있음을 시

사한다. 타마린드 종자 자일로글루칸에 대한 이전 연구는 자일로글루칸이 펙틴에 의해 가려질 수 있고(mask) 펙

틴의 용해가 자일로글루칸을 노출한다는 것을 보여주었다(Marcus et al., 2008). 따라서 나노 입자에 펙틴과 셀

룰로오스가 동시에 존재하는 것이 가능성이 높다. 결정질 셀룰로오스의 X-ray 회절은 22.5°에서 회절 각(2θ)

을 중심으로 한 날카로운 피크를 보여 주며, 비정질 셀룰로오스의 경우 20.7°에서 특징적인 넓은 피크를 보여

준다 (Park et al., 2010). 나노 입자 분말의 X- 선 회절(도 16)은 나노 입자에 무정형 셀룰로오스가 존재함을

시사하는 약 20° 중심의 피크를 보여준다. 투석액 분말의 회절도는 여러 유형의 탄수화물 성분을 포함할 수 있

기 때문에 20°를 중심으로 한 훨씬 더 넓은 피크를 보여준다. 나노 입자와 투석액의 X-선 회절 패턴은 젤라틴-

펙틴 복합체와 유사하다(Sharma et al, 2011). 과일이 익으면 셀룰라아제와 펙티나제 활성이 증가하여 세포벽

성분이 용해되고, 나노 입자에 통합될 수 있는 여러 유형의 세포벽 중합체를 방출할 수 있다. 따라서 나노 입자

는 유리 및 에스테르화된 카르복시 그룹, 아라비노갈락탄, 자일로글루칸, 무정형 셀룰로오스 등을 모두 포함하

는 폴리갈락투론산과 같은 펙틴 성분에서 유래한 것으로 보인다. 추출 과정에서 펩티드 및 폴리 페놀과의 추가

조립은 나노 입자를 형성하기 위해 이들 성분의 자가 조립을 초래할 수 있다. 

구형 나노 입자의 구조적 구성을 위한 제안된 모델: 나노 입자를 형성하기 위한 거대 분자와 폴리 페놀의 조직[0704]

은 여러 결과에서 설명될 수 있다. 표백되지 않은 체리의 투석된 분획에서 나온 단일 나노 입자의 전자 현미경

사진은 도 17A에 도시된다. 대부분의 나노 입자는 직경이 약 25 ~ 약 50nm의 크기 범위에 있고 매우 안정적인

구형 구조이며, 때로는 큰 복합체는 직경이 100nm를 초과하여 형성된다. 더 큰 크기는 더 작은 나노 입자에 비

해 구조적으로 덜 안정한 이러한 복합체를 만들 수 있다. 정상 조건에서 구형으로 보이는 큰 나노 입자는 때때

로 붕괴되어 구조적 세부 사항을 드러낸다. 현미경 사진에서 붕괴된 영역은 중앙에 표시된다(화살표 1, 패널 A,
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도 17). 이 관찰은, 나노 입자가 외부 구조를 제거하여 구형의 유연한 펙틴 코어를 나타내는, 효소(트립신, 셀

룰라아제) 처리 후 얻은 결과와 일치한다. 나노 입자가 호모갈락투로난에 대해 생성된 항체에 대한 교차 반응성

을 나타내지 않기 때문에, 코어는 호모갈락투로난 모이어티에 의해 형성되고 노출되지 않은 것 같다. 붕괴된 구

조는 코어 내부가 비어있을 수 있음을 나타낸다. 코어는 펙티나제 및 트립신에 대한 민감성에 의해 추론된 바와

같이 호모갈락투로난 및 단백질로 구성된 나선형 조직(도 17, 패널 A, 화살표 2)에서 조립된 필라멘트로 둘러싸

여 있다. 폴리 페놀을 에탄올로 제거하면 완전히 다른 조직이 되어 나선형 구조가 긴 필라멘트로 풀리므로, 폴

리 페놀은 필라멘트의 나선형 조직을 안정화하는 데 중요한 역할을 할 수 있다. 이들 필라멘트는 폴리 페놀이

제거될 때 호모갈락투로난 항체에 대한 강한 반응성을 보이며, 이는 폴리 페놀이 나선형 구조를 가릴 수 있음을

시사한다. 펙틴 코어를 덮고 있는 나선형 필라멘트의 외부에,는 내부 피브릴 층과 다른 것처럼 보이는 또 다른

별개의 피브릴 층이 있는 것으로 보인다(도 17, 패널 A, 화살표 3). 이층은 주로 폴리펩티드와 결합된 아라비노

갈 락탄으로 구성될 수 있고, 표백되지 않은 체리의 나노 입자가 아라비노갈락탄-단백질 항체에 대해 강한 반응

성을 보여주기 때문에 - 이는 그것의 외부 외치 및 항체로의 향상된 접근성을 나타냄-, 이 층의 구성은 내부 층

의 구성과 다를 가능성이 있다(화살표 2). 아라비노갈락탄-단백질은 표백된 체리에서 분리된 필라멘트 구조의

일부이기도 하다. 따라서 표백되지 않은 체리에서 분리된 나노 입자와 표백된 체리에서 분리된 나노 섬유는 유

사한 성분을 가질 수 있지만, 물리적으로 구별되는 구조로 구성된다. 나노 입자의 확대도(도 17, 패널 B)는 나

노 입자의 내부 층에 있는 나선형 구조(화살표)를 보여준다.

여전히 완전하게 평가되지 않은, 산화철 나노 입자, 덴드리머, 금- 및 은 나노 입자, 탄소 나노 튜브 등과 같은[0705]

가공된 나노 물질의 사용으로 인해 잠재적인 세포 독성 효과가 나타나기 때문에, 천연물을 기반으로 한 나노 물

질의 개발이 점점 더 연구되고 있다(Maynard, 2006). 가공된 나노 물질의 문제는 인체가 시스템에서 이를 제거

할 수 있는 메커니즘이 없을 수 있다는 것이다. 세포 배양 연구에서, 구조의 수산화가 증가함에 따라 풀러렌 유

형 나노 물질의 독성이 감소하는 것으로 관찰되었다(Lewinski et al., 2008). 가공된 나노 물질의 주요 응용 분

야는 진단 및 생물 의학에 있다(Kunzmann et al, 2011). 70nm의 실리카 나노 입자는 태반 장벽을 뚫고 태아로

들어갈 수 있었지만, 300nm와 900nm 크기는 태아 조직에 축적되지 않았다(Yamashita et al., 2011). 유사하게,

직경 30nm의 약물 로딩된 고분자 미셀은 50nm, 70nm 또는 100nm 미셀보다 낮은 투과성으로 종양에 침투하는 데

더 효율적이었다(Cabral et al., 2011). 가공된 나노 물질의 흡수, 분포 및 제거 메커니즘을 이해하는 것도 생

물학적 기원의 나노 물질에서 이러한 메커니즘을 이해하는 데 도움이 될 수 있다.

약물 전달 및 유지에 이점을 제공하기 위해 다양한 모양과 크기의 생물학적 나노 물질이 제안되었다. 나노리포[0706]

좀(Nanoliposomes), 나노킬레이트(nanocochleates), 미셀(micelles), 필라좀(filasomes) 등은 생물 의학에 잠

재적 인 응용이 가능한 생물학적 나노 구조의 잠재적인 형태 변형들(morpho variants)이다(Nishiyama, 2007).

이들 중, 직경 22~60nm, 길이 2~8μm의 필로미셀(filomicelles)로 불리는 필라멘트형 고분자 미셀이 구형 나노

미셀보다 혈액에 오래 남아있는 것으로 관찰되었다(Discher and Eisenberg, 2002). 피브리노겐과 같은 단백질은

폴리아크릴산으로 코팅된 금 나노 입자를 둘러싸고 있으며, 이는 염증 유발의 일부인 구조적 변화를 나타낸다

(Deng et al., 2011). 다이드제인(Daidzein) 로드 고체 지질 나노 입자는 생체 이용률을 향상시키고 순환 시간

을 증가시켜 동물 모델의 심뇌혈관 보호에서 다이드제인 단독보다 더 효율적이었다(Gao et al., 2008).

나노 입자는 세포 내 이입 메커니즘에 의해 흡수되기 쉬우므로 세포 표면에 결합, 내재화, 수송 및 세포에서 방[0707]

출되는 동안 여러 유형의 변형을 겪을 수 있다. 엔도사이토시스 동안, 나노 입자는 세포 표면에 결합하고 엔도

좀, 포식좀(phagosomes) 및 마크로피노좀(macropinosomes)을 통과하여 원형질막의 소포화에 의해 내재화될 수

있다. 이러한 프로세스에는 여러 유형의 메커니즘이 포함될 수 있다. 원형질막 기원의 소포 구조(Vesicular

structures)는 복수 소포체(multivesicular bodies)가 되어 리소좀과 융합될 수 있다. 리소좀 pH는 산성이며

내용물을 방출하는 프로테아제 및 가수 분해 효소에 의한 나노 입자 분해에 이상적인 조건을 제공한다. 세포에

의한 나노 입자의 흡수는 세포의 표면 특성에 따라 달라진다(Iverson et al., 2011). 직경이 20~50nm인 나노 입

자는 더 크거나 작은 나노 입자보다 훨씬 더 많이 흡수되는 것으로 보인다. 흡수는 또한 수용 세포의 표면 전하

에 따라 달라질 수 있으며, 일반적으로 양전하를 띤 나노 입자가 더 효율적으로 흡수된다. 신 체리 유래 나노

구조는 두 가지 특성들인, 구형 나노 입자 형태일 때 폴리갈락투론산의 주변에 있는 펩티드 아미노기와 숨겨진

카르복실산의 잠재적인 노출로 인해 양전하를 띠는 특성과, 다른 한편으로는 그것들이 현탁되는 중성에 가까운

수성 매질에 노출된 폴리갈락투론산(산성 그룹)이 더 풍부한 나노 섬유로서 음전하를 띠는 특성을 모두 나타낼

수 있다. 숨겨진 폴리갈락투로네이트 모이어티를 가진 나노 입자는 항-호모갈락투로난 항체와 잘 반응하지 않는

다. 이에 비해, 고도로 노출된 폴리갈락투로네이트 모이어티를 가진 나노 섬유는 도 13에서 볼 수 있듯이 항-호

모갈락투로난 항체에 대해 매우 강하게 반응한다.
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식물에서 편재하는 생물학적 거대 분자로서, 특히 과일과 채소에 풍부한 펙틴의 물리 화학적 특성이 잘 연구되[0708]

어 왔으며, 약물 캡슐화, 표적 전달, 피부 보호제로서의 적용을 위한 하이드로 겔 개발을 위한 의학에서의 잠재

적 유용성을 단독으로, 또는 단백질 또는 폴리비닐피롤리돈, 폴리락트산 등과 같은 합성 분자와 결합하여 점점

더 연구되고 있다(Mishra et al., 2012). 펙틴계 물질의 장점은 진화 과정 전반에 걸쳐 인간에 의해 소비되어

왔으며 캡슐화된 물질을 콜론 - 여기서 프로바이오틱 박테리아에 의해 다당류가 소화되어 내용물을 방출함 - 으

로 운반하기위한 식품 매트릭스로서 생물학적 특성을 확인했다. 펙틴은 또한 위장 시스템에서 콜레스테롤을 결

합하고 제거하는 데 도움을 줄 수 있다. 펙틴계 전달 시스템은 여러 뿌리를 통한 약물 전달을 위해 탐색되었다

(Yadav, 2009; Sriamornsak, 2011). 펙틴 매트릭스의 3 차원 구조는 유리 카르복실산기(호모갈락투로난 및 람노

갈락투로난)에 의해 영향을 받을 수 있고, 내재된 용액의 pH에 근거하여, 펙틴 사슬은 다양한 형태를 채택하는

칼슘과 같은 2가 이온에 의해 안정화될 수있는 음이온 사슬로 존재할 수 있다. 다시 말하지만, 메틸화된 카르복

실기 대 유리 카르복실기의 비율은 3D 구조를 형성하는 펙틴의 능력에 영향을 미칠 수 있다. 따라서 필름, 하이

드로겔, 나노 구조 등과 같은 펙틴 제형은 여러 의료 응용 분야에서 탐색되었다. 그러나 독점적으로 펙틴계 매

트릭스는 낮은 기계적 강도, 낮은 전단 안정성, 낮은 약물 적재능, 및 조기 약물 방출과 같은 몇 가지 단점을

가질 수 있다. 이러한 이유로, 키토산, 폴리락트산, 전분, 젤라틴, 대두 단백질, β-락토글로불린, 인간 혈청

알부민 등과 같은 생분해성 고분자와 혼합 또는 공중합하여 펙틴을 화학적 및 물리적으로 변경하면 더 높은 전

하 밀도를 제공할 수 있다(양성 1 차 아민 및 음성 카르복실기). 직경이 70~200 nm 사이인 크기 범위의 ZnO-펙

틴 나노 입자의 생산은 Zn-결핍 집단 세그먼트에서 Zn 흡수를 향상시킬 가능성을 탐구하기 위해 달성되었다(Shi

and Gunasekaran, 2008). 이러한 분자는 조직 깊숙이 침투하여 더 나은 약물 전달을 제공할 수 있는 것으로 관

찰되었다. 펙틴의 티올화(Thiolated) 나노 입자는 더 나은 안구 약물 전달을 위해 제조되었다. SPION(수퍼파라

마그네틱 철계 나노 입자)과 옥살리플라틴을 Pectin-Ca2+에 캡슐화하여 자기 기능(magnetic function)을 가진

직경  100~200  nm의  펙틴계  구형  나노  구조를  형성했다.  항암  약물  파클리탁셀은  펙틴  나노  구조와

결합되었으며, 이 과정은 펙틴(-OH 및 -COOH 그룹)의 친수성뿐만 아니라 양전하를 띤 아스파라긴의 아미드기의

영향을 받는 것으로 제안되었다(Verma et al., 2011). 또한 용해도가 낮은 티아졸, 항암 약물, 신경 및 기분 활

성 약물, 펙틴계 나노 구조를 통해 인슐린과 같은 여러 종류의 약물을 전달하려는 시도가 있었다(Sharma et

al., 2012).

펙틴계 나노 입자를 생산하는 합성 방법과 달리, 본 실시예는 고유한 특성을 갖는 나노 입자 및 나노 섬유를 제[0709]

조하기 위해 생체 내 과일계 시스템을 사용할 가능성을 나타낸다. 과일은 나노 입자와 나노 섬유를 형성하기 위

한 자급 자족 공장 역할을 한다. 과일이 익으면 이화 작용 과정이 활성화되어 과일이 연화되고, 세포벽 당 단백

질에서 유래된 셀룰로오스, 펙틴 및 폴리 펩티드를 포함하여 양성, 음성 및 양친매성 특성을 가지고 균질화 중

에 방출되는 칼슘 이온 및 낮은 pH를 갖는 저 분자량의 세포벽 성분가 생성된다. 조직이 균질화되고 다양한 구

성 요소가 방출되면, 다양한 성분들의 자가 조립이 발생하는 것으로 관찰된다. 외부 영향 없이, 이 실시예에서

형성된 나노 입자는 크기, 모양 및 물리 화학적 특성이 실질적으로 균일하다는 점에 유의해야 한다. 신 체리,

블루 베리 및 포도와 같은 상이한 특성을 가진 과일은 모두 기본 세포 성분의 자가 조립에 대해 잠재력을 나타

내어 실질적으로 동일한 유형의 나노 입자를 형성한다.

이 실시예에서 명백해진 흥미로운 특징은 나노 입자를 형성하기 위한 성분의 자가 조립을 결정하는데 있어서 아[0710]

마도 안토시아닌 및 말산의 역할이다. 안토시아닌이 있는 상태에서, 나노 입자는 갈락투로난-자일로글루칸-아라

비노갈락탄-폴리펩티드 필라멘트로 엮인 중앙 펙틴 코어가 있는 구형이다. 이들 필라멘트는 안토시아닌의 존재

하에서 본질적으로 나선형이며 원섬유 구조로 구성된다. 안토시아닌은 양친매성 분자이며 다양한 성분들 사이의

가교 구조 역할을 할 수 있다. 그러나 일단 안토시아닌이 제거되면, 나노 입자는 대신에 필름형(펙틴의 평면 구

조, 도 7)과 나노 섬유라고하는 섬유 유사 구조(필로미셀 형)를 형성한다. 모양에 관계없이, 구형 나노 입자와

나노 섬유는 모두 매우 안정적이었으며 다양한 약물(팍클리탁셀, 빈크리스틴) 및/또는 고효율 및 흡수 능력을

가진 미네랄과 결합할 수 있다. 기능 측면에서, 구형 나노 입자는 또한 안토시아닌을 결장(colon)으로 표적전달

하기 위한 안토시아닌의 운반체 역할을 할 수 있고, 예를 들어, 안토시아닌은 유리 안토시아닌에 비해 구형 복

합 구조 내에서 훨씬 더 보호되어, 위와 장 사이의 전환 동안 pH 변화로부터 이들을 보호 할 수 있기 때문이다.

본 실시예에서는 과일로부터 나노 입자와 나노 섬유를 제조하였으며, 나노 입자와 나노 섬유의 물리 화학적 특[0711]

성 및 기능을 조사하고 기술하였다. 이들 나노 입자와 나노 섬유는, 폴리 페놀의 유무에 관계없이, 펙틴, 셀룰

로오스 및 단백질로부터 3 차 구조 형성을 통해 생성되는 엄청난 표면적 측면에서 독특하다. 생물학적 기원의

이들 나노 입자 및 나노 섬유는 여러 응용 분야에서 가공된 나노 물질에 대한 대안을 제공할 수 있다. 구조 성

분(building components)이 음식(주스, 스무디)을 통해 소비되고 부작용이 관찰되지 않기 때문에, 모든 음식 거
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대 분자와 마찬가지로, 구조 성분의 생물학적 제거가 발생할 수 있음을 시사할 수 있다. 나노 입자 및 나노 섬

유는 포유 동물 세포에 의해 내재화 되어, 예를 들어, 소분자, 영양소, 약물, 미네랄 또는 기타 이러한 제제/적

재물의 전달 시스템으로 사용될 가능성을 나타낸다. 유사한 물질에서 파생되었음에도 불구하고, 나노 입자와 나

노 섬유는 본원에서 자세히 설명된 바와 같이 상당한 차이가 있다.

실시예 2 - 나노 입자의 기능 및 응용[0712]

나노 입자 처리가 야생형(Wild-T ype) 및 ETKO 마우스의 체중에 미치는 영향[0713]

방법 및 재료:[0714]

생체 내 분석 - 동물 및 유전형 - Pcyt2+/- 마우스(본원에서 ETKO 마우스라고도 함)를 생성하고 상기 설명한 대[0715]

로 유전자형을 분석했다(Fullerton MD, et al. 2007). Pcyt2는 세포막과 세포 기관의 중요한 성분인 인지질, 포

스파티딜에탄올아민(PE)의 생산을 조절하는 유전자이다. Pcyt2 유전자(null 동물)를 완전히 녹아웃 시키면 초기

배아 치사 사망(강아지는 출생 전에 사망)이 발생하는 반면, 이형 접합 동물(유전자 카피(copy)가 하나만 있

음)은 출생시와 이후에 정상이다. 그러나 이형 접합 마우스는 인지질 대사의 변화로 인해 만성적인 체중 증가를

겪는다. 인지질을 구성하는 성분의 방향이 바뀌고 세포 기계가 PE를 만드는 것에서 트리글리 세라이드(지방)로

바뀐다. 즉, 마우스의 체중이 증가하고, 간과 혈장에 지방이 많으며 궁극적으로 인슐린에 대한 민감도가 감소한

다(인슐린 저항성).

Pcyt2+/-  마우스는 교배되었고, 이형 접합 콜로니는 대학 동물 관리위원회(University Animal Care Committe[0716]

e)가 승인한 절차에 따라 겔프(Guelph) 대학에서 유지되었다. 마우스는 12 시간의 빛/12 시간의 어둠 주기로 수

용되었고, 물에 자유롭게 접근할 수 있었고, 표준화된 사료(카탈로그 번호 S-2335; Harlan Teklad)를 먹였다.

마우스를  4  개의  실험 그룹(n=3~6/그룹)으로 나누었다:  (i)  야생형 (C57BL/6)-미처리 (WT-U),  (ii)  야생형

(C57BL/6)-처리됨 (WT- T), (iii) Pcyt2 녹아웃-미처리 (KO-U) 및 (iv) Pcyt2 녹아웃-처리 (KO-T). 생화학적

분석을 위해 채취한 샘플(혈청 및 조직(간))을 액체 질소에서 급속 냉동하고 나중에 사용하기 위해 -80℃에 보

관했다.

혈액 분석. 임상 사망 후 심장에서 말기 혈액을 채취했다. 혈청은 즉시 분리되어 알부민, 글로불린, A:G, 총 단[0717]

백질, ALT, AST, 콜레스테롤, CK, 포도당, 인, 트리글리세라이드 및 요소와 같은 생화학적 분석을 위해 동물 보

건 연구소(Animal Health Laboratory, 겔프 대학, 분석을 위한 공인 시설)로 보내졌다. 

화학 물질 및 시약. L-형 트리글리세라이드 M 키트는 Wako Diagnostics(일본 오사카 및 독일 Neuss)에서 구입했[0718]

다. p65 NF-kB 및 Β-Tubulin에 대한 항체는 각각 Santa Cruz Biotechnology 및 Cell Signaling Technology에

서 제공했다. RNA 분리를 위한 RNeasy Plus 키트는 Qiagen(Valencia, CA, USA)에서 구입했다. cDNA 제조를 위

한 고용량 cDNA 역전사 키트는 Applied Biosystems(Foster city, CA, USA)에서 제공했다. 사용된 프라이머는

다음과 같다.

표 4: 나노 입자로 처리한 후 특정 유전자의 발현 수준을 측정하기 위해 PCT에 사용되는 프라이머 시퀀스. F =[0719]

Forward, R = Revserse.

표 4

프라이머[0720] 서열 서열번호 TM (℃) Amplicon Size (bp)

STAT4 F- 5' AGGTTAAGCTGGCTGTCCTG 3'

R- 5'AGATCTCTTGTCTTCTGGTTTGTTG3'

1

2

62

150

TNF- α F- 5' CCGATGGGTTGTACCTTGTC 3'R- 5'
GGGCTGGGTAGAGAATGGAT 3'

3

4

60

300

IL-6 F- 5' CAAGGGTGTTACACTGG 3'

R- 5' CTGGTCTCATCCGAACCCTG 3'

5

6

62

200

FAS F-5' CTTCGAGATGTGCTCCCAGCTGC 3'

R-5' CTTAGTGATAAGGTCCACGGAGGC 3'

11

12

59

268

ATGL F-5' CAACGCCACTCACATCTACGG 3'R-5'
GGACACCTCAATAATGTTGGCAC 3'

13

14

57

106

HSL F-5' ACGCTACACAAAGGCTGCTT 3'R-5'
TCGTTGCGTTTGTAGTGCTC 3'

15

16

59

125

LPL F-5' GCTCGCACGAGCGCTCCATT 3'R-5'
CCTCGGGCAGGGTGAAGGGAA 3'

17

18

59

350
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PGC1- α F- 5' TTGACTGGCGTCATTCGGG 3'R- 5'
GAAGGACTGGCCTCGTTGTC 3'

19

20

59.5

396

PPAR- α F-5' CGCATGTGAAGGCTGTAAGGGC 3'R-5'
GTCATCCAGTTCTAAGGCATTG 3'

21

22

57

289

PPAR-Υ F-5' CAGAAGTGCCTTGCTGTGGGG 3'R-5'
CTTGGCTTTGGTCAGCGGG 3'

23

24

57

157

CTL1 F-5' GAACGCTCTGCGAGTGGCTGC 3'R-5'
TTCTTATGTTCTTGACTGCC 3'

25

26

49

376

PCYT1 F-5' ATGCACAGAGAGTTCAGCTAAAG 3'R-5'
GGGCTTACTAAAGTCAACTTCAA 3'

27

28

50

170

PSS2 F-5' GAGTGGCTGTCCCTGAAGAC 3'R-5'
TCGTAGATCTCACGCATGGC 3'

31

32

59

305

나노 입자 처리. 실험은 24~30 주령 Pcyt2 녹아웃 마우스 및 한배 대조군으로 수행되었다. KO와 대조군 마우스[0721]

의 미처리군(각각 n = 3~6)에 100uL 물을 주당 3회(위관 관에 의해) 제공하였다. KO와 대조군 마우스의 처리 군

(각각 n = 3~6; 약 40g 평균 체중)은 100uL 물에 100mg/kg/4주 폴리 페놀 당량의 나노 입자 용액을 주 3 회(투

여 당 133 μg 폴리 페놀 당량) 투여하였다. 모든 그룹에 대한 구강 위관 영양은 4 주 동안 지속되었다. 실험은

두 번 반복되었고 실험이 끝날 때 마우스를 희생하여 혈액 및 조직 분석에 사용했다.

면역블롯팅(Immunoblotting). NF-kB는 10% SDS-PAGE를 사용한 면역블롯팅, 웨스턴 블롯팅 및 화학 발광에 의한[0722]

밴드 검출에 의해 측정되었다.  막을 1X  PBST에서 5%  우유로 차단하고 항-NF-kB(Santa  Cruz  Biotechnology,

Santa Cruz, California, USA) 항체와 함께 4℃에서 밤새 배양했다. 그런 다음, 막을 항-토끼 IgG와 함께 배양

하고 화학 발광(Sigma-Aldrich)으로 시각화했다. 로딩 정확도를 확인하기 위해 β-Tubulin을 사용한 막 재혼성

화를 수행했다. 특정 밴드의 밀도는 이미징 농도계(이미지 J)로 정량화되었다.

간 트리글리세라이드 측정. 간의 TG 함량은 키트(Wako) 절차에 따라 L-Type TG M 시약을 사용하여 측정되었다.[0723]

총 RNA 분리 및 유전자 발현. 총 RNA는 RNeasy Plus 키트(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 사용하여 분리되었고[0724]

cDNA는 High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)를 사용하

여 준비되었다. 관심 유전자는 최적의 cDNA 양과 반응 사이클 수를 사용하여, PCR 증폭의 지수 단계에서 분석되

었다. 각 유전자 수준은 내부 GAPDH  대조군과 관련하여 발현된다. 테스트된 유전자에는 전(pro)-염증 유전자

(STAT4, TNF-α 및 IL-6)와 지방분 해 유전자(FAS, ATGL, HSL, LPL, PGC1-α, PPAR-α, PPAR-γ, CTL1, PCYT1

및 PSS2)가 포함된다. 실험은 Pcyt2+/- 및 Pcyt2+/+, 수컷 및 암컷 마우스에서 수집 한 간 샘플을 사용하여 수

행되었다. 반응 생성물을 전기 영동하고 에티듐 브로마이드 염색으로 가시화된 밴드를 적용하였다. ImageJ 1.46

소프트웨어는 밴드 밀도를 정량화하는 데 사용되었으며 유전자 수준은 대조군에 비해 배수(fold) 변화로 표현된

다. 사용된 프라이머는 상기 표에 나열되어 있다.

NF-kB는 SDS-PAGE에 의한 면역블롯팅, 웨스턴 블롯팅 및 화학 발광에 의한 밴드 검출에 의해 결정되었다. 막을[0725]

1X PBST에서 5% 우유로 차단하고 항-NF-kB (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) 항체와

함께 4℃에서 밤새 배양했다. 그런 다음 막을 항-토끼 IgG와 함께 배양하고 화학 발광(Sigma-Aldrich)으로 시각

화했다. 로딩 정확도를 확인하기 위해 β-Tubulin을 사용한 막 재혼성화를 수행했다. 특정 밴드의 밀도는 이미

징 농도계(이미지 J)로 정량화되었다.

통계 분석. Prism GraphPad를 사용하여 통계 분석을 완료했다. 데이터는 평균 ± S.E로 표현된다. 통계적 유의[0726]

성은 Student's t 검정(P 값 <0.05는 유의한 것으로 간주됨) 또는 다요인 ANOVA를 사용하여 계산되었다. 유의한

효과가 발견되면 Tukey의 정직한 유의차 테스트(Tukey's honestly significant difference test)를 사용하여

사후 비교를 수행했다. 차이는 P <0.05에서 중요한 것으로 간주되었다.

결과 및 논의: 야생형 마우스와 ETKO 마우스에서 나노 입자 처리가 체중에 미치는 영향을 연구하기 위한 실험이[0727]

수행되었다. 도 18은 나노 입자 용액(NP)을 마우스에 공급한 야생형 및 ETKO 마우스의 체중 변화에 대한 효과를

보여준다. 마우스(6~7 개월령)는 각각 5~6 마리씩 4개의 그룹(야생형 미처리(WT U), 야생형 처리(WT T), 녹아웃

미처리(KO U) 및 녹아웃 처리(KO T))으로 나누었다. 나노 입자 처리된 마우스는 133μg 당량의 용량을 투여받았

다. NP 용액/40g 체중/일(100mg 추출물/kg 체중) 주 5 회 위관 영양으로 투여됨. 미처리 마우스는 물을 투여받

았다. 실험은 4 주 동안 지속되었다. NP 처리 첫 주는 실험군에서 마우스 체중에 영향이 없었지만, 2 주, 3 주

및 4 주 후, NP 처리를 계속하면 ETKO 마우스의 체중 증가가 방지되었다. 미처리 WT와 이러한 특정 용량/조건에
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서 처리된 WT 사이에 체중 감소에 유의한 변화가 없었지만, 미처리 KO와 처리된 KO 사이의 체중 증가의 감소는

통계적으로 유의했다(P <0.05). 이러한 결과는 비만 및/또는 체중 감소의 치료 및/또는 관리에 나노 입자의 사

용을 지지한다.

나노 입자 처리가 간의 트리글리세라이드 수준, 간 조직 병리학, 혈청 생화학적 매개 변수 및 유전자 발현에 미[0728]

치는 영향

재료 및 방법:[0729]

조직학적 분석. 간 조직학을 조사하기 위해, 조직을 10% 중성 완충 포르말린 + 인산염 완충 식염수에 고정하고[0730]

파라핀에 포매했다. 10 μm 간 절편을 헤마톡실린 및 에오신(H & E)으로 염색하고 광학 현미경으로 시각화했다.

조직 지질은 이전에 설명한 대로 이미징 밀도계(이미지 J)로 분석되었다(Fullerton et al. 2007).

간 트리글리세라이드 측정. 간의 TG 함량은 키트 Wako) 절차에 따라 L-Type TG M 시약을 사용하여 측정되었다.[0731]

혈액 분석. 임상 사망 후 심장에서 말기 혈액을 채취했다. 혈청은 즉시 분리되어 알부민, 글로불린, A:G, 총 단[0732]

백질, ALT, AST, 콜레스테롤, CK, 포도당, 인, 트리글리세라이드 및 요소와 같은 생화학적 분석을 위해 보내졌

다. 

결과 및 논의:[0733]

야생형 간 및 ETKO 마우스의 트리글리세라아드 수준에 대한 나노 입자 처리의 효과를 조사하기 위한 연구가 수[0734]

행되었다. 정상적인 생리적 조건에서, 간은 지방 저장에 관여하지 않기 때문에 간 트리글리세라이드 수치가 상

대적으로 낮다. 비 알코올성 지방간의 트리글리세라이드는 혈장에서 세포로의 지방산 흡수율과 간세포 용량에

따라 달라진다(Bradbury MW. 2006, Kawano Y 2013). 비만 마우스 간 조직에서 트리글리세라이드의 축적으로 인

해, 나노 입자(NP) 처리 유무에 관계없이 WT 및 ETKO 마우스에서 트리글리세라이드의 수준을 조사했다. 도 19는

마우스 간에서 트리글리세라이드 수준의 변화에 대한 나노 입자(NP) 처리의 효과를 보여준다. 간 조직의 트리글

리세라이드 수준은 Wako L- 타입 TG M 분석 키트(Wako Life Sciences, CA, USA)를 사용하여 기술된 절차에 의

해 평가되었다. NP 처리를 받은 ETKO 마우스에서 트리글리세라이드 수치가 현저하게 감소했다. 상단 패널은 수

컷 및 암컷 마우스 모두에서 얻은 데이터를 보여준다. 하단 패널은 수컷 마우스에서 얻은 데이터를 보여준다.

NP 치료에 의한 간에서의 트리글리세라이드 감소는 비만 마우스 간 또는 필요로 하는 다른 동물 또는 대상의 간

에서 트리글리세라이드 수준을 감소시키기 위한 NP의 사용을 지지한다.

나노 입자 처리가 간 조직 병리학에 미치는 영향을 조사하기 위한 연구도 수행되었다. 지질 액적은 간세포 지질[0735]

저장 소기관으로 간주된다(Mashek DG, 2015). 간에서 비정상적인 지질 축적으로 인해 특정 대사 증후군 질환이

발생하는 것으로 여겨진다(Gluchewaski 2017). 따라서, 나노 입자 처리가 간 조직 병리학 및 야생형 및 녹아웃

(ETKO) 마우스의 간 지질 병리학에 미치는 영향을 조사하기 위한 연구가 수행되었다. 도 20은 나노 입자 처리된

마우스(WT 및 KO)의 간 절편의 조직 병리를 보여준다. 냉동 절편을 Oil-red-O 염색(Sigma-Aldrich)으로 염색하

여 트리글리세라이드를 포함하는 지질 액적이 적색 액적으로 보이도록 만들었다. 상단 2 개 패널/행은 야생형

(미처리-상단; 나노 입자 처리됨, 하단) 마우스에서 염색된 간 절편의 이미지를 나타낸다. 적색으로 염색된 영

역의 정량화는 대조군 및 처리된 마우스 세트에서 거의 변화를 보이지 않는다. 각 패널/행은 3 개의 독립적인

마우스의 절편을 나타낸다. 아래 2개 패널/행은 ETKO 미처리(위) 및 NP 처리(아래) 마우스의 간 절편의 모양을

보여준다. 일반적으로 ETKO 마우스의 간 절편은 여러 빈 영역을 보여준다. 이러한 영역은 처리된 ETKO 마우스에

서 감소된다. 또한 간 구조는 WT와 유사한 경향이 있다(대조군보다 상대적으로 더 많은 보라색 영역). 오일 레

드 염색 영역의 면적은 처리 후 현저하게 감소한다(도면의 하단 패널). 처리 후, WT-T/WT-U 그룹에서는 유의한

변화가 관찰되지 않았지만, KO-U(처리되지 않은) 마우스와 비교하여 KO-T(처리된) 마우스에서 지질 액적의 양이

현저하게  감소했다.  이러한  데이터는  NP  처리가  비만  마우스  간에서  지질  액적의  비율을  감소시켰음을

보여준다.

나노 입자 처리 후 비만 마우스의 간 트리글리세라이드 감소와 간 조직 병리학적 검사 결과를 고려할 때, 나노[0736]

입자 처리는 간에서 지질 침착을 조절하는 효과적인 수단이 될 수 있는 것으로 보인다. 비 알코올성 지방증(즉,

NASH)에서 관찰되는 이러한 상태는 비만 마우스에서 관찰되는 것과 유사하다. 따라서, 본원에 기술된 나노 입자

와 같은 항염증 식물 제품의 섭취는 예를 들어 동물, 포유류 또는 인간 대상에서 NASH를 조절 및/또는 관리하는

방법일 수 있다.

마우스의 혈청 생화학적 매개 변수(야생형, WT 및 녹아웃, KO)에 대한 나노 입자 처리의 효과를 조사하기 위한[0737]

연구도 수행되었다. 혈청 매개 변수는 개인의 영양 상태를 나타내는 중요한 지표이다. 순환하는 지방산의 수준
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이 증가하면 알부민과의 결합이 형태 변화를 일으킬 수 있다(Yamato M 2007). 글로불린 수치는 비만과 간 질환

으로 인해 변경될 수 있다. 총 단백질 양의 변동은 간 및 신장 장애, 심부전 및 영양 실조를 나타낼 수 있다.

상승된 간 효소, 알라닌 아미노전이효소 (ALT) 및 아스파테이트 아미노전이효소(AST)는 비 알코올성 지방간 질

환 및 비만의 경우에 관찰되는 비정상적인 간 기능의 핵심 지표이다(Marchesini G 2008). 높은 혈중 콜레스테롤

수치와 트리글리세라이드 수치는 지질 대사 장애, 고지혈증 또는 고 콜레스테롤 혈증의 결과이다. 혈청 내 크레

아틴 키나제(CK)의 증가는 근육 손상, 심장병, 만성 신장 질환 및 급성 신부전(신장)의 지표이다. 혈청의 인 수

치는 일반적으로 영양 실조, 흡수 장애 및 신장 기능 장애(인)와 관련이 있다. 높은 포도당 수치는 일반적으로

당뇨병을 나타내지만, 다른 많은 질병과 관련이 있을 수 있다.

4 개의 실험군(야생형 나노 입자 처리 WT-T 및 미처리 WT-U 및 녹아웃 나노 입자 처리 KO-T 및 미처리 KO-U)에[0738]

서 NP 처리가 알부민, 글로불린, A:G, 총 단백질, ALT, AST, 콜레스테롤, CK, 포도당, 인 및 트리글리세라이드

의 혈청 농도에 미치는 영향을 조사하기 위해, 마우스를 4 주 동안 체중 kg 당 NP 용액 100mg으로 처리 하였다.

도 21은 나노 입자(NP) 처리된 마우스와 미처리 마우스의 혈청 매개 변수를 보여준다. 알부민, 글로불린 및 그

비율에는 큰 변화가 없었다. 혈청의 총 단백질 수준이 약간 감소한 것으로 보인다. 값은 3 개의 독립적인 처리

에서 얻은 평균 ± SEM이다. 도 22는 대조군 및 NP 처리 마우스의 혈청 생리 기능 마커(ALT, AST, 콜레스테롤

및 CK) 수준의 변화를 보여준다. 분석은 겔프(Guelph) 대학 실험실 서비스 부서의 병리학 실험실에서 테스트 키

트를 사용하여 표준 절차에 따라 수행되었다. 알라닌 아미노트랜스퍼라제(Alanine aminotransferase) 및 아스파

테이트 아미노트랜스퍼라제(aspartate aminotransferase)는 간의 기능 상태를 나타내는 효소이다. 간 기능이 좋

지 않거나 간에 염증이 생기면, 이들 효소가 더 많이 혈액으로 분비된다. 비만 마우스에서 NP 처리에 대한 반응

으로 ALT와 AST의 수준이 유의하고 실질적으로 감소했다. 이들 효소 수준이 낮은 야생형 마우스에서도 NP 처리

는 감소를 산출했다. NP 처리는 비만 마우스의 간 기능을 정상화시키는 것으로 보인다. 혈청 내 콜레스테롤 수

치는 야생형 마우스와 비만 마우스 모두에서 NP 처리에 반응하여 감소했다. 높은 크레아틴 키나아제 수치는 근

육 손상의 지표이며, NP 처리된 비만 마우스에서 큰 감소를 보였다. 이러한 결과는 NP의 항 염증 기능을 지지한

다. 도 23은 처리되지 않은 마우스와 나노 입자 처리된 마우스의 혈액에서 포도당과 인의 수준을 보여준다. 미

처리 야생형과 ETKO 마우스의 혈청에서 인의 수준에는 큰 변화가 없었다. 포도당 수준은 야생형에서 유사했으며

NP 용액 처리 후 비만 마우스에서 감소하는 경향을 보였다.

나노 입자 처리가 유전자 발현에 미치는 영향[0739]

결과 및 논의:[0740]

다양한 관련 생물학적 경로 및/또는 조건에 관련된 다양한 주요 유전자의 발현 수준에 대한 나노 입자 처리의[0741]

효과를 조사하기 위한 연구가 수행되었다. 마우스(야생형, WT 및 ETKO 녹아웃, KO)를 나노 입자로 처리하고 유

전자 발현 수준의 변화를 분석했다.

STAT4(Signal Transducer and Activator of transcription 4)는 단백질의 STAT 계열의 전사 인자이다. STAT4는[0742]

야누스 키나아제에 의해 인산화되어 이합체 화가 가능하게 되고 사이토카인 신호를 보내는 동안 핵으로 전이되

고, 유전자 발현을 증가시킨다. Stat 4 관련 유전자 발현의 증가는 활성화된 염증 경로의 표시이다. 도 24는 나

노 입자 용액 처리에 대한 STAT4 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물을 아가로스 겔 상에서 분리하

고 밴드를 시각화하기 위해 브롬화 에티디움 염색을 하여 정량화하였다. 미처리 야생형 마우스와 처리된 야생형

마우스 사이에 STAT4 수준의 유의미한 변화는 없다. NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서 STAT4 발현이 감소하는 경

향이 있다. 이 실험에서 값은 미처리 ETKO 마우스의 수준과 크게 다르지 않았지만 감소 추세가 관찰되었다. 값

은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균±SEM이다. 이는 나노 입자 용액이 신체의 염증 상태를 감소시키는 잠재

력을 보여줄 수 있음을 시사한다.

핵 인자-kB(NF-kB)는 인터루킨 및 종양 괴사 인자 -α와 같은 사이토카인을 통한 염증 신호 전달 개시에 관여하[0743]

는 핵심 단백질이다. 경로는 복잡하며 조건에 따라 전-염증 및 항-염증 역할을 모두 가질 수 있다. NF-kB 신호

전달의 감소는 염증과 관련된 만성 질환의 하향 조절에 유리한 것으로 간주된다. 도 25는 나노 입자 용액 처리

에 대한 NF-kB 유전자 발현의 변화 평가를 보여준다. NF-kB 밴드 강도는 웨스턴 블롯 및 화학 발광 검출에 의해

정량화되었다. 처리되지 않은 야생형 마우스와 처리된 야생형 마우스 사이에 NF-kB 수준의 유의한 변화는 없었

다. 비만 마우스의 경우에도 유사한 관찰이 이루어졌다. 그러나 야생형 마우스와 비교할 때 비만 마우스에서

NF-kB 발현 수준이 증가했다. 이러한 결과는 야생형과 비교하여 비만 마우스의 염증 상태가 증가했음을 시사한

다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

TNF α는 자가 면역 활성화뿐만 아니라 감염으로 인한 염증과 관련된 신호 전달 경로에 관여하는 핵심 단백질이[0744]
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다. TNFα의 하향 조절은 관절염과 같은 만성자가 면역 질환을 제어하는 데 이상적인 것으로 간주된다. TNFα의

감소는 신체의 염증 상태와 관련이 있는 비만 감소에 바람직하다. 도 26은 나노 입자 용액으로 마우스를 처리했

을 때 TNF α 유전자의 발현 변화를 평가한 것이다. 정량화는 RT-PCR 및 아가로스겔 전기 영동 및 브롬화 에티

듐 염색에 의한 생성물 분리에 의해 이루어졌다. 처리되지 않은 야생형 마우스와 처리된 야생형 마우스 사이의

TNF α 유전자 발현 수준에는 유의한 변화가 없다. NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서 TNF α 발현의 현저한 감소

가 있다. 값은 각 그룹의 4~5 마우스에서 평균 ± SEM이다.

IL6는 전-염증 및 항-염증 경로를 매개하는 사이토카인이다. IL6의 활성화는 여러 가지 장애를 일으키는 만성[0745]

염증 상태의 발달로 이어지는 것으로 알려져 있다. IL6에는 여러 역할이 있다. IL6-수용체(Tocilizumab)에 대한

단일 클론 항체는 염증성 질환인 류마티스 관절염을 표적으로 한다. IL6의 하향 조절은 비만과 같은 만성 질환

을 줄이는 데 도움이 될 수 있다. 도 27은 나노 입자 용액으로 마우스를 처리했을 때 IL6 유전자의 발현 변화를

평가한 것이다. 처리되지 않은 야생형 마우스와 처리된 야생형 마우스 사이에 IL6 수준의 유의한 변화는 없다.

NP 용액을 먹인 ETKO 마우스에서 IL6 발현의 현저한 감소가 있다. 값은 각 그룹의 4~5 마우스에서 평균 ± SEM

이다.

FAS(Fatty  Acid  Synthase)는 지방산의 생합성에 관여하는 효소이다. 지방산은 트리글리세라이드드로 전환되며[0746]

지방산 수치가 증가하면 지방 축적이 일어나 비만으로 이어질 수 있다. 따라서, 이 효소 수준의 감소는 감소된

트리글리 세라이드 생합성 및 침착에 유리할 수 있다. 도 28은 나노 입자 용액 처리에 대한 FASN 유전자 발현의

변화 평가를 보여준다. PCR 산물을 아가로스겔에서 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티듐 브로마이드 염색

을 통해 정량화했다. NP-처리된 야생형 마우스에서 FAS 수준의 현저한 감소가 있었다. NP 용액을 먹인 ETKO 마

우스에서 FAS 발현이 감소하는 경향이 있었다. 값은 이 테스트에서 처리되지 않은 ETKO 마우스의 수준과 크게

다르지 않았다. 값은 각 그룹의 4~5 마우스에서 평균 ± SEM이다.

ATGL(Adipose Triglyceride Lipase)은 지방산으로의 트리글리세라이드 이화 작용을 시작하는 데 관여하는 효소[0747]

이다. ATGL 기능은 잠재적으로 대사 증후군의 발생에 관여한다. 도 29는 나노 입자 용액 처리에 대한 ATGL 유전

자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 산물을 아가로스 겔에서 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에 티듐 브로

마이드 염색을 통해 정량화했다. 대조군과 NP 처리 야생형 마우스 사이의 ATGL 수준에는 유의한 차이가 없었다.

유사하게 ATGL 발현 수준은 미처리 마우스와 NP 처리 ETKO 마우스에서 동일했다. 값은 각 그룹의 4-5 마우스에

서 평균 ± SEM이다.

HSL(호르몬 민감성 리파제)은 지방 조직에서 트리글리세라이드의 가수 분해에 관여하는 주요 효소이며 에너지[0748]

생성에 관여하는 주요 효소이다. HSL은 ATGL과 함께 작용하여 트리글리세라이드에서 유리 지방산을 방출한다.

이 효소는 단식 중에 에너지가 필요할 때 카테콜아민에 반응하여 활성화되어, 저장된 지질을 동원하는 기능을

한다. 또한 스테로이드 생합성에서 콜레스테롤 에스테르에서 지방산을 방출한다. HSL은 거품 세포(foam cell)에

서 콜레스테롤 에스테르를 분해하여 죽상 경화증을 감소시키는 기능을 가질 수 있다. 도 30은 나노 입자 용액

처리에 대한 반응으로 HSL 유전자 발현의 변화를 평가한 것이다. PCR 생성물을 아가로스 겔에서 분리하고, 밴드

를 시각화하기 위해 에티디움 브로마이드 염색을 통해 정량화했다. 대조군과 NP-처리 야생형 마우스 사이에 HSL

전사체 수준이 유의하게 증가했다. HSL 발현 수준은 미처리 마우스와 NP 처리 ETKO 마우스에서 동일했다. 값은

각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

LPL(지질단백질 리파아제)은 지질단백질에 결합된 트리글리세라이드를 가수 분해하여, 유리 지방산과 모노아실[0749]

글리세롤을 방출하는 효소이다. LPL은 췌장 및 간 리파아제와 같은 다른 리파아제와 유사하다. LPL은 심장, 근

육 및 지방 조직과 같은 여러 조직에 존재하며, 모세 혈관의 내강에 가까운 세포층에 존재한다. LPL은 모세 혈

관의 지질단백질 대사에 영향을 미칠 수 있다. LPL 활성은 인슐린과 아드레날린과 같은 호르몬에 의해 차별적으

로 조절된다. LPL 수준은 고지방 식이(diet)나 고 탄수화물 식이 후에 증가하는 것으로 알려져 있으며 비만의

발달에 기능이 있을 수 있다. 도 31은 나노 입자 용액 처리에 대한 반응으로 LPL 유전자 발현의 변화를 평가한

것이다. 정량화는 아가로스 겔 상에 PCR 생성물을 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티디윰 브로마이드 염색

하여 이루어졌다. 야생형 마우스에서 NP 처리에 대한 LPL 전사체 수준에는 변화가 없었다. 대조적으로, NP-처리

ETKO 마우스에서 LPL 발현 수준이 현저히 감소하였다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

PGC1-α(Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator)는 탄수화물 및 지질과 관련된 에너[0750]

지 대사 조절에 관여하는 전사 보조활성제(co-activator) 계열에 속한다. PGC1-A는 스트레스 조건에서 활성화된

다. 이 단백질은 또한 염증 경로를 향상시키는 데 관여하는 NF-kB를 활성화시키는 것으로 알려져 있다. 따라서

PGC1-A 수준의 감소는 염증을 감소시킬 수 있다. 도 32는 나노 입자 용액 처리에 대한 반응으로 PGC1-α 유전자
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발현의 변화를 평가한 것이다. 정량화는 아가로스 겔 상에서 PCR 생성물을 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해

에티디움 브로마이드 염색을 하여 이루어졌다. 야생형 마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PGC1- 알파 전사체

의 수준에는 변화가 없다. 대조적으로, NP 처리 ETKO 마우스에서 PGC1- 알파 발현 수준이 현저하게 감소하였다.

값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

PPAR-α(Peroxisome Proliferator Activated Receptor-Alpha)는 핵 국소 전사 인자 그룹에 속한다. PPAR-알파[0751]

는 지방산 흡수, 수송 및 이화 작용에 관여하는 유전자의 자극을 포함하여, 간의 지질 대사에 중요한 조절 기능

을 가지고 있다. PPR-알파 녹아웃 마우스는 비정상적인 지질 대사를 가지고 있어 지방간 질환을 유발한다. 도

33은 나노 입자 용액 처리에 따른 PPAR-α 유전자 발현의 변화를 평가 한 것이다. 정량화는 아가로스 겔 상에서

PCR 생성물을 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티디움 브로마이드 염색을 하여 이루어졌다. 야생형 마우스

및 ETKO 비만 마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PPAR-α 전 사체의 수준에는 변화가 없었다. 값은 각 그룹의

4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

PPAR- 감마(Peroxisome Proliferator Activated Receptor-gamma)는 핵에 위치한 또 다른 전사 인자이다. 이 단[0752]

백질은 지방 세포의 증식에 관여하여 비만 생성을 촉진한다. PPAR 감마는 지방 조직과 근육에서 더 낮은 수준으

로 발현된다. PPAR 감마는 비만 및 제2 형 당뇨병 발병에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 도 34는 나노 입

자 용액 처리에 대한 PPAR-γ 유전자 발현의 변화 평가를 보여준다. 정량화는 아가로스 겔 상에서 PCR 생성물을

분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티디움 브로마이드 염색을 하여 이루어졌다. NP 처리 야생형 마우스에서

PPAR- 감마 전사체의 상당한 감소가 있다. NP 처리 후 비만 마우스에서 PPAR 감마 수준에 큰 변화가 없었다. 값

은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

CTL-1(Choline Transporter Like Protein 1)은 막 결합 효소이며 뇌 세포의 원형질막과 미토콘드리아에서 발견[0753]

된다. 그것은 포스파티딜콜린 생합성 및 막 생합성에 사용되는 미토콘드리아에서 콜린의 수송에 관여한다. 염증

에 의한 대식세포의 증가된 생산은 CTL-1의 과발현을 초래했으며 염증 증가와 관련이 있는 것으로 보인다. 높은

수준의 막 생물 발생의 감소는 세포의 확대 및 비만 관련 변화를 줄이는 데 도움이 될 수 있다. 도 35는 나노

입자 용액 처리에 대한 CTL1 유전자 발현의 변화 평가를 보여준다. 정량화는 아가로스 겔 상에서 PCR 생성물을

분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티디움 브로마이드 염색을 하여 이루어졌다. 야생형 마우스에서 NP 처리에

대한 CTL-1 전사체 수준의 변화는 없다. 대조적으로, NP 처리 ETKO 마우스에서 CTL1 발현 수준이 현저하게 감소

했다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

PSS 2(CDP-diacylglycerol--serine O-phosphatidyltransferase 2; phosphatidylserine synthase 2)는 포스파[0754]

티딜세린 생합성에 관여하는 효소이다. 이 단백질은 미토콘드리아에 위치한다. PSS 2 녹아웃 마우스는 정상 수

명을 나타 냈다. 도 36은 나노 입자 용액 처리에 대한 PSS 2 유전자 발현의 변화를 평가 한 것이다. 정량화는

아가로스 겔 상에서 PCR 생성물을 분리하고, 밴드를 시각화하기 위해 에티디움 브로마이드 염색을 하여 이루어

졌다. 야생형 마우스에서 NP 처리에 대한 반응으로 PSS 2 전사체의 수준에는 변화가 없었다. 그러나 ETKO 마우

스에서는 낮지만 상당한 감소가 관찰되었다. 값은 각 그룹의 4~5 마리 마우스에서 평균 ± SEM이다.

과일, 과일 주스 및 과일 분말의 기능성(항산화, 항염증) 및 질병 예방 특성은 이들 과일에 존재하는 안토시아[0755]

닌, 페놀 성분, 비타민 C 등과 같은 다양한 성분의 존재에 기인한다. 그러나 그 성질 상 안토시아닌은 체내에

효율적으로 흡수되지 않는다. 또한, 안토시아닌은 위장 계를 통과하는 동안 구조적 재배열을 거친다. 장의 알칼

리성 상태는 안토시아닌의 고리 파손을 유발한다. 나노 입자와 복합된 안토시아닌은 장 표피를 통해 더 쉽게 운

반될 수 있으며 잠재적으로 체내에서 안토시아닌을 방출할 수 있다. 내재화된 안토시아닌은 항산화제로서의 염

증 감소(ROS 소거를 통해)에 유리한 유전자 발현을 변화시킬 수 있을 뿐만 아니라, 단백질(TNF 알파, STAT, 인

터루킨 및 그 수용체)뿐만 아니라 대사 경로를 조절하고 이에 참여하는 효과기 효소와 관련된 염증 경로를 하향

조절함으로써 유전자 발현을 변경시킬 수 있다

이러한 결과는 나노 입자 처리의 직접적인 효과와 비만 감소를 보여준다. 지지하는 효과에는 간 트리글리세라이[0756]

드 감소, 간 병리 감소(지질 액적 감소), ALT 및 AST와 같은 간 기능 마커 효소 감소, 체질량의 현저한 감소(4

주 이내에 > 10%), 염증 촉진 유전자 발현의 하향 조절 등을 포함한다. 만성 퇴행성 질환의 감소는 과일과 채소

의 소비 증가와 관련이 있다. 기능성 성분의 가용성은 과일, 채소, 견과류, 향신료 등을 포함한 다양한 제품의

소비에 달려 있기 때문에, 이러한 연구는 적어도 부분적으로는 단일 농축된 고효능 용량을 통해 이러한 성분 조

합을 제공하는 것을 목표로 하고, 염증 마커 감소 및 체중 증가 예방 측면에서의 효과는 약 2.5 mg/kg 체중(마

우스 시험)의 일일 용량에서 관찰되었다. 예를 들어, 이 데이터를 사람에게 적용하면, 체중이 70kg인 사람의 일

일 용량은 약 175mg이다.
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실시예 3 - 나노 섬유의 기능과 응용[0757]

전달 매개체로서의 나노 섬유(및 나노 입자) 및 대장 암 세포에 대한 신 체리 (Prunus cerasus L.) 과일의 나노[0758]

입자 및 나노 섬유의 세포 독성

재료 및 방법 :[0759]

신  체리:  이  실시예에서  사용된  신  체리  열매는  온타리오  주  바인랜드에  있는  바인랜드  리서치  스테이션[0760]

(Vineland Research Station)에서 왔으며, 여기에서 이들은 생식질(germplasm)로 유지된다. 모든 품종은 폴리

페놀 함량이 300~500 mg/100g 신선 중량 범위인, 고 폴리 페놀 함유 품종이다. 본 연구에 사용된 주요 품종은 V

70151이었고, V 71261, Hymann Conserva 및 Hymann Rubisn과 같은 다른 것들도 높은 수준의 나노 입자 형성을

보여주었다. 

나노 입자 및 나노 섬유의 분리: 추출 방법은 PTA 10 프로브가 있는 폴리트론 균질기를 사용하여 매질(바람직하[0761]

게는 물이, 절대 또는 희석된 메탄올 또는 에탄올이 사용될 수 있음)에서, 1 : 1 w/w 비율(조직 1g 대 물 또는

알코올 1ml)로, 과일 조직이 완전히 균질화될 때까지 중간(4~5) 설정에서 열매를 균질화하는 것을 포함한다. 균

질물을 4 층의 무명천으로 여과하여 파편을 제거했다. 생성된 균질물을 Sorvall RC 6 Plus 원심 분리기에서 20

분 동안 원심 분리(18,000xg)했다. 상청액을 따라 내었다. 5ml의 상청액을 4℃에서 12 시간 동안 물(1 리터)에

대해 투석(spectra-Por, 6-8kD 컷 오프)하였다. 투석 백 내의 투석된 추출물은 상청액(조 추출물이라고 함)과

마찬가지로 -20℃에서 냉동 보관되었다. 물에 침출되는 폴리 페놀은 상당히 희석되므로, 실험 목적으로, 이것은

sep-pak C18 카트리지를 통과하고 메탄올로 용출하는 소수성 상호 작용 크로마토 그래피로 농축되었다.

폴리 페놀 평가 및 분석: 폴리 페놀은 우리 실험실에서 일상적으로 수행되는 Folin-Ciocalteau 방법으로 평가되[0762]

었다(Jacob and Paliyath, 2008). 추출물의 적절한 분취량을 물 중 50 %(v/v) 에탄올로 최종 부피 100μl로 희

석했다. 혼합 용액에 증류수(0.5ml)와 50μl의 Folin Ciocalteau 시약(2N)을 첨가하였다. 탄산나트륨 (100μl

의 5 %(w/v))을 각 샘플에 첨가하고, 볼텍싱으로 혼합한 다음, 암실에서 1 시간 동안 배양했다. 샘플을 완전히

혼합한 후 Beckman Coulter DU 800 분광광도계(Beckman Coulter Inc, USA)를 사용하여 λmax = 725nm에서 흡광

도를 측정했다. 0에서 200 μg/ml 범위의 농도로 갈산을 사용하여 표준 곡선을 생성했다. 폴리 페놀 농도는 신

선한 과일 중량 그램 당 갈산 당량으로 표시된다.

Sep-Pak C18 크로마토그래피를 사용하여 필요할 때 폴리 페놀을 정제하고 농축했다. 일반적으로 1~2 mg의 폴리[0763]

페놀  당량의  추출물을  1  ml  카트리지에  로드하고  1~2  ml의  물로  세척하고,  폴리  페놀을  100%  메탄올로

용출했다. 메탄올은 45℃의 질소 흐름에서 제거되었다. 생성된 건조 폴리 페놀을 메탄올(HPLC-MS의 경우) 분석

또는 항산화 분석 및 세포 배양 연구를 위해 물에 용해시킨 후 메탄올을 제거하고 물에 재용해했다.

조 추출물, 투석된 추출물 및 투석물 분획물에서 분리된 안토시아닌의 HPLC-MS  분석은 Agilent  1100  시리즈[0764]

HPLC-MS를 사용하여 수행되었다. X-Terra® MS C-18 컬럼(5μm, 150 x 3.0 mm, Waters Corporation, MA, USA)

을 사용하여 분리를 수행했다. 안토시아닌은 0.8 ml/분의 유속에서 메탄올(용매 A) 및 2.0 %(v/v) 포름산(용매

B)의 구배로 용출되었다. 사용된 구배는 다음과 같다 : 0-2 분, 93% B; 2-30 분, 80% B; 30-45 분, 70% B; 45-

50 분; 65% B, 50-60 분, 50% B; 60-65 분, 20% B; 65-70 분, 93% B. 검출은 안토시아닌의 경우 520 nm에서,

페놀 산의 경우 260 nm에서 수행되었다. API-ES 질량 분석기로 ESI(Electrospray ionization)를 수행했다. 질

소는 350℃에서 12 l/min의 유속으로 분무 및 건조 가스로 사용되었다; 4000V의 이온 스프레이 전압 및 80V의

프래그먼트 전압. 생성된 이온은 m/z 150에서 700까지 스캔된다. 스펙트럼은 양이온 및 음이온 모드에서 수집되

었다. 20μl(20μg)의 시료 주입량은 모든 시료에 사용되었다. 화합물의 구조 식별은 LC-ESI-MS에서 얻은 분자

이온(m/z)을 문헌 데이터(www.metabolomics.jp)와 일치시켜 달성되었다. 3 개의 독립적인 샘플을 분석하고 성분

의 양을 조직 당량의 신선 무게 g 당 평균 ± SEM으로 표시했다. 

항산화 능력 평가:[0765]

항산화 특성(활성 산소 종 또는 활성 라디칼 소거 능력)은 시험관 내 분석 조건에서 수퍼옥사이드 음이온 라디[0766]

칼, 하이드록실 음이온 라디칼 및 DPPH 라디칼 소거능을 평가하여 수행되었다(Jacob 및 Paliyath, 2008). 이러

한 라디칼 소거능은 특정 소강(quenching) 속도로 표시된다.

세포 배양: 대장(colon)에서 유래된 3 개의 세포주, CRL 1790, 정상 세포주, HT 29, 대장 암 세포주 및 CRL[0767]

2158 다중 약물 내성 대장 암 세포주(ATCC)를 사용하여 나노 복합체의 세포 독성을 평가했다. 세포들은 각 세포

주에 대해 특별히 권장되는 배지에서 배양되었다. HT 29의 경우 사용된 배지는 DMEM(Dulbecco의 수정된 Eagle's
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배지, Sigma), CRL 2158의 경우 사용된 배지는 RPMI, CRL 1790의 경우 사용된 배지는 EMEM(Eagle의 최소 필수

배지; Cedarlane Labs, Burlington, ON, 캐나다)이다. 모든 배지에는 FBS, 페니실린/스트렙토마이신 및 L-글루

타민이 보충되었다. 포화밀도점(약 80%)에서 세포를 1X PBS로 두 번 세척했다. 세포를 트립신-EDTA로 5분 동안

인큐베이션 한 다음, 트립판 블루(세포 50 ul 및 트리 판 블루 450 ul)로 염색하기 전에 10% FBS가 보충된 각

배지에서 희석하고, 생존 세포를 계수하여 세포 독성을 평가했다. 세포 독성은 살아있는 세포에 의한 트립판 블

루 배제 및 죽은 세포의 블루 염색에 의해 결정되었다. 단위 면적의 죽은 세포의 수를 세고 면적의 총 세포의

백분율로 표시했다.

공초점 연구: 2 X 10
5
 세포를 세포 배양 접시(35mm X 10mm)에 플레이팅하고 플레이트가 포화밀도(confluency)에[0768]

도달할 때까지 2 일마다 배지를 교체했다. 적절한 시약으로 염색한 후 공초점 현미경으로 세포를 검사하였다.

Dylight 650(여기 650 nm. 방출 700 nm, Thermo Scientific Pierce Biology Products)은 흡수 확장 중에 우수

한 성능과 안정성을 제공하는 것으로 밝혀졌다. 나노 복합체(4mg)를 포함하는 투석된 추출물의 동결 건조된 분

말을 디메틸포름아미드에 용해된 Dylight 650 에스테르의 10μM 용액과 혼합하고 접합을 위해 25℃에서 1 시간

동안 배양했다. 반응 후, 혼합물은 유리 시약이 완전히 제거될 때까지 6-8 kD 투석 멤브레인을 사용하여 물(3

x)에  대해  투석되었다.  Dylight와  나노  복합체의  결합은  투석된  나노  복합체의  형광을  모니터링하여

평가되었다.

HT 29, CRL 1790 세포로의 칼세인 흡수: 포유류 세포로의 칼세인 로딩 나노 입자 흡수. 칼세인 자체는 막을 통[0769]

해 불투과성(impermeable)이며, 세포 내 이입에 의해 낮은 수준으로 흡수될 수 있다. 에탄올 표백 체리는 1mg/g

의 칼세인의 신선 당량을 포함하는 물에서 균질화되었고, 상청액은 물에 대해 투석되었다. 나노 필라멘트에 복

합된 칼세인은 투석 백 내에 유지되며, 공초점 현미경으로 흡수 측정에 사용된다. 칼세인 로딩 나노 입자는 HT

29 및 CRL 1790 세포 모두에서 분리된 구획으로 흡수된다.

나노 복합체 및 나노 필라멘트와 Dylight의 접합 및 HT 29, CRL 1790 및 CRL 2158 세포로의 흡수: 표백되지 않[0770]

은 신 체리 및 에탄올 표백된 신 체리에서 분리된 나노 필라멘트에서 분리된 나노 복합체가 포유류 세포(HT-29,

CRL 2158, CRL1790)로의 흡수 증명. 나노 복합체와 나노 필라멘트를 Dylight 650과 결합하고 물에 대해 광범위

하게(3x) 투석하여 결합되지 않은 염료를 제거했다. 세포를 심고 48 시간 동안 성장시켰다. 접합된 나노 복합체

및 필라멘트(3ml 배양 배지에서 약 5μM Dylight 당량)를 배지에 첨가하고 세포를 추가로 24 시간 동안 배양하

였다. 세포를 페트리 플레이트(직경 3.5cm)에 유지하고, 공초점 현미경(Leica)으로 633 nm에서 여기하고 680 nm

에서 방출을 모니터링하여 관찰했다. 패널 A 및 B는 각각 HT 29 세포에 의한 Dylight 접합 나노 복합체 및 나노

필라멘트의 흡수를 보여주고; 패널 C 및 D는 각각 CRL 2158 세포에 의한 Dylight 접합 나노 복합체 및 나노 필

라멘트의 흡수를 보여주고; 그리고 패널 E 및 F는 각각 CRL 1790 세포에 의한 접합된 나노 복합체의 흡수를 각

각 보여준다. 패널의 삽입물은 세포의 확대된 합성 이미지이다. (크기 막대)

생-사(Live-Dead) 세포 분석: 세포가 이전에 설명한 대로 24 시간 동안 포화밀도(confluent) 및 하위포화밀도[0771]

(subconfluent) 단일 층으로 성장했다(Hakimuddin et al., 2004). 세포를 12 시간 동안 파클리탁셀, 또는 나노

섬유와 함께 파클리탁셀로 처리하였다(적절한 양의 파클리탁셀 및 나노 섬유를 물에서 5% DMSO에 혼합하고 세포

에 첨가하였다). 세포를 인산염 완충액으로 세척하고, 제조사에 의해 기술 된 바와 같이 생/사멸 세포 생존 키

트(Invitrogen, Mississauga, Ontario)를 사용하여 CRL 1790, CRL 2158 및 HT 29 세포에서 세포 생존력 테스트

를 수행했다. 생-사 세포는 공초점 현미경으로 시각화되었다. 분석 키트에는 두 가지 형광 염료, 칼세인 AM 에

스테르(Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있는데, 이는 특히 생세포에 들어가서 탈에스테르화되고 생세포를 녹

색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포는 막이 손상되어(누출된 원형질막) 에티디움 동종이량체(Ex 517

nm/ Em 617)의 진입을 허용하여 핵을 적색으로 염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)

에서 관찰되었고, 죽은 세포를 시각화할 수 있는 617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 합성 이미지는 세포 생존

능력의 상실로 전환되는 세포를 보여준다.

이 실시예에서, 나노 섬유는 바이알에서 적절한 양의 나노 섬유와 파클리탁셀의 10x 용액(50% DMSO)을 혼합함으[0772]

로써 파클리탁셀과 결합되었다. 멸균 조건 하에서 배양 플레이트에 적절한 양을 분배했다.

자발적인 조립에 의해 형성된 구형 또는 섬유질 특성을 가진 나노 입자 또는 나노 섬유는 신 체리 열매에서 분[0773]

리되었다. 주로 탄수화물, 단백질 및 폴리 페놀 (나노 입자)로 구성된 이러한 나노 입자/나노 섬유의 기능적 특

성을 평가하고 차이점을 조사했다. 신 체리 추출물의 나노 입자가 풍부한 분획물은 강력한 항산화 활성을 보였

을 뿐만 아니라 HT 29 대장 암 세포에 대한 세포 독성을 증가시켰으며, 폴리 페놀이 없는 에탄올 표백 체리의

나노 섬유는 테스트 조건에서 이와 관련하여 비활성이었다. 나노 입자와 나노 섬유는 모두 정상 인간 결장 세포
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와 암 세포에 의해 내재화되었다. 세포 독성 분석은, 나노 섬유의 존재 또는 부재 하에, 파클리탁셀로 처리된

HT-29 세포가 높은 수준의 세포 독성을 초래한다는 것을 밝혀냈다. 다 약제 내성 대장암 세포는 파클리탁셀 치

료에 내성이 있는 반면, 나노 섬유의 존재 하에서, 치료는 거의 완전한 세포 독성을 초래했다. 유사한 치료 조

건 하에서, 정상 결장 세포는 나노 섬유와 혼합된 파클리탁셀 또는 파클리탁셀의 존재 하에서 매우 적은 세포

독성을 나타냈다. 이러한 결과는 나노 섬유가 약물의 내재화를 위한 효율적인 도구가 될 수 있으며, 예를 들어

암세포 및 다약제 내성 암세포에서 세포 독성을 유도할 수 있음을 시사한다.

Dylight 650과 접합된 나노 입자 및 나노 섬유는 포유류 세포가 이러한 접합된 입자로 처리될 때 분리되지만 유[0774]

사한 세포 기관에 국한되어 나노 입자 또는 나노 섬유에 접합된 구성 요소가 유사한 방식으로 흡수 및 축적될

수 있음을 시사한다. Dylight를 사용한 이러한 결과는 나노 입자 또는 나노 섬유가 다른 약제, 기능성 식품 또

는 기타 생물학적 활성제(Dylight가 아닌)와 접합될 때 적용으로 추론될 수 있다고 생각된다.

항산화력 평가: 항산화 특성(활성 산소 또는 활성 라디칼 소거능)은 시험관 내 분석 조건에서 수퍼 옥사이드 음[0775]

이온 라디칼, 하이드 록실 음이온 라디칼 및 DPPH 라디칼 소거능을 평가하여 수행되었다(Jacob 및 Paliyath,

2008). 이러한 라디칼 소거 효율은 특정 소강(quenching) 속도로 표시된다.

결과 및 논의:[0776]

나노 입자 및 나노 섬유의 형태: 원형의(original) 신 체리 과일과 에탄올 표백 신 체리 과일에서 분리된 나노[0777]

입자 및 나노 섬유는 뚜렷한 특성을 나타냈다(실시예 1 및 3, 도 1 및 17(나노 입자) 및 도 37(나노 섬유)의 논

의 참조). 형태가 구형인 원래의 체리 추출물 유래 나노 입자. 상세한 분석은 구형 복합체가 특정 실시형태에서

펙틴 성분, 헤미셀룰로스 유래 분자, 세포벽 단백질로부터 유래된 펩티드, 안토시아닌 및 말산을 포함하는 섬유

유사 구조로 둘러싸인 펙틴 코어에 의해 형성될 수 있음을 보여준다. 이 복합체는 용액에서 직경이 50~250 nm였

다. 안토시아닌 및 기타 작은 분자(즉, 특정 실시형태에서 말산)가 제거될 때 신 체리 열매의 에탄올 표백 후,

최종 과일은 균질화 동안 길이가 수 마이크로 미터이고 직경이 5~10 nm인 섬유 유사 구조를 형성했다(도 37 참

조). 나노 입자와 나노 섬유는 모두 기능적 특성을 평가하는 데 사용되었다.

나노 입자의 폴리 페놀 함량: 체리 균질물은 높은 수준의 폴리 페놀을 함유하는 신 체리의 엘리트 라인에서 얻[0778]

었다. 상이한 체리 품종을 사용하여 추출하는 동안, 균질물은 수성 추출물에 0.88~0.94 mg/g의 신선 중량의 폴

리 페놀을 함유한 반면, 메탄올 추출물에서 폴리 페놀 함량은 1.04~1.13 mg/g의 신선한 중량 범위였다(실시예

1, 표 1 참조). 물 또는 알코올(메탄올, 약 50 %v/v 최종)에서 제조된 신 체리 균질물을 물에 대한 투석에 적용

하면, 복합 상태로 투석 백 내에 거의 80%의 폴리 페놀이 유지된다(실시예 1, 표 1 참조). 메탄올로 과일을 추

출하면 조 추출물의 폴리 페놀 함량이 거의 20% 증가했지만, 투석된 추출물에 남아있는 양은 물 추출물을 투석

한 후 얻은 양과 비슷했다. 투석 백(Mr 컷오프 6000-8000)에서 투석액으로 이동하는 유리 폴리 페놀의 양은 매

우 적었다(3% 미만). 일반적으로 다중 추출에서, 투석된 추출물의 폴리 페놀 함량은 수성 추출물에서 0.63~0.65

mg/g 신선 중량 범위였고, 메탄올 추출물의 투석된 추출물에서는 0.70~0.80 mg/g 신선 중량 범위였다. 투석액의

폴리 페놀 함량은 수성 및 메탄올 추출물에서 각각 0.03~0.06 mg/g 신선 중량으로 매우 낮았다.

투석된 추출물과 투석물의 폴리 페놀 조성을 HPLC-MS(실시예 1, 표 2 참조) 및 성분으로 분석하였다. 폴리 페놀[0779]

은 페놀 성분의 주요 비율(> 90 %)을 구성했으며 페놀 산은 적은 비율(<10 %)로 구성되었다. 시아니딘-3-루티노

사이드가 주요 안토시아닌(약 70%)이었고 그 다음이 페오니딘-3-루티노사이드였다. 페랄고니딘-3-루티노사이드

(Plelargonidin-3-rutinoside)  및  시나이딘-3-소포로사이드(cyanidin-3-sophoroside)는  약  10~12  %로

존재했다. 클로로겐산과 p-쿠마로일퀸 산이 주요 페놀 산이었다. 투석물의 정성적 조성은 투석된 추출물과 매우

유사했다. 정량적(quantity) 측면에서, 투석된 추출물은 시아니딘-3-루티노사이드 함량이 높고(약 25-30% 더 높

음) 나노 입자를 형성하여 특정 농축을 나타냈다.

유리 및 복합 폴리 페놀의 항산화력: 조 추출물, 투석 추출물 및 투석물의 항산화 활성을 물과 메탄올 추출물[0780]

모두에서 측정했다. 슈퍼옥사이드, 하이드록실 라디칼 및 DPPH 라디칼의 특정 소강(quenching)이 실시예 1, 표

3에 제시되어 있다. 미정제 수성 또는 메탄올성 체리 추출물은 매우 강한 슈퍼옥사이드, 하이드록실 라디칼 및

DPPH 소거 능력을 나타냈다. 나노 입자의 일부임에도 불구하고, 폴리 페놀은 투석물의 유리 폴리 페놀보다 훨씬

높은 높은 항산화 활성을 보여, 복합체 형성이 폴리 페놀의 항산화 활성을 방해하지 않았음을 시사한다. 따라서

폴리 페놀을 포함하는 나노 입자가 GIT 막을 가로질러 신체 조직으로 들어가는 것은 이러한 결과를 바탕으로 항

산화 기능을 저하시키지 않을 것이다.

이 실시예에서는 나노 섬유(및 나노 입자)의 세포 흡수를 연구하고 다양한 적재물의 운송 수단으로 나노 섬유[0781]
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(및 나노 입자)의 응용을 연구하기 위한 실험이 수행되었다. 도 37은 이러한 실험에 사용된 대표적인 나노 섬유

의 예를 보여준다. 도 37은 2개의 독립적인 나노 섬유 제조에서 얻은 나노 섬유의 투과 전자 현미경 사진(TEM)

을 도시한다. 왼쪽 패널은 동결 건조(냉동 건조)를 사용하여 에탄올 표백 신 체리에서 분리된 나노 섬유를 보여

준다. 오른쪽 패널은 나노-분무 건조로 분리된 나노 섬유를 보여준다. 이러한 나노 섬유는 아래에서 자세히 설

명하는 바와 같이 세포 흡수 및 전달 수단으로서의 응용을 연구하는 데 사용되었다.

철과 같은 광물 적재물을 운반하기 위한 나노 섬유의 응용을 조사하기 위한 연구가 수행되었다. 도 38은 철과[0782]

나노 섬유 복합체를 보여준다. 나노 섬유 제조물(2mg)을 물 2ml에 용해시키고 1mM 염화철과 혼합하였다. 상기

용액을 2 시간 동안 배양하고 물(2X)에 대해 밤새 투석하여 결합되지 않은 철을 제거하였다. 투석된 용액은 우

라닐 아세테이트로 염색하지 않고 전자 현미경으로 검사되었다. 나노 섬유 복합체는 (우라닐 아세테이트 대신)

철로 염색되어, 나노 섬유가 철의 운반체로 사용될 가능성을 보여주었다.

연구는 또한, 적재물이 나노 섬유와 비공유적으로 복합된, 관심 적재물의 운송 수단으로 나노 섬유의 사용을 조[0783]

사하기 위해 수행되었다. 이 연구에서 나노 섬유는 칼세인의 세포 전달에 사용되었다. 도 39는 칼세인-적재 나

노 섬유(calcein-loaded nanofibres)가 포유류 세포 로 흡수되는 것을 보여준다(칼세인-나노 섬유 부가물). 칼

세인(Ex 494 nm/Em 517 nm) 자체는 막에 대해 불투과성이며, 세포내 이입(endocytosis)에 의해 낮은 수준으로

흡수될 수 있다(도 39, A, C). 에탄올 표백 체리는 1mg/g 신선(fresh) 당량의 칼세인을 포함하는 물에서 균질화

되었고, 상청액은 물에 대해 투석되었다. 나노 섬유와 복합된 칼세인은 투석 백 내에 유지되며 공-초점 현미경

을 이용한 흡수 측정에 사용된다. 칼세인 단독 흡수는 HT 29 세포(패널 A)와 정상 장 세포(패널 B)에서 비교적

매우 낮았다. 칼세인-적재 나노 섬유는 대장 암 세포주 HT 29(B) 및 정상 인간 장 CRL 1790 세포(D) 모두에서

분리된 구획으로 들어간다. (크기 막대-10 μm). 

암세포에 대한 나노 입자 및 나노 섬유의 세포 독성: 이 연구는 정상 인간 대장 상피 세포(CRL 1790), 인간 대[0784]

장암 세포(HT 29) 및 다약제 내성 인간 대장 직장 암세포 CRL 2158)를 사용하여 신 체리에서 분리된 정제된 나

노 입자 및 나노 섬유의 세포 독성 효과를 파클리탁셀의 존재 또는 부재 하에 평가한다. 나노 입자는 폴리 페놀

등가 분취량으로 첨가되었고, 나노 섬유는 중량 기준으로 첨가되었다. 세포를 48 시간 동안 증식시키고 페트리

플레이트 당 파클리탁셀(32nM) 및 4 μg/ml의 나노 섬유로 처리하고, 트립판 블루 배제에 의해 세포 독성을 평

가하였다. 처리의 효과는 다음 표에 다양한 기간 동안 처리 후 생존 세포%로 제공된다.

표 5: 나노 입자 및 나노 섬유의 세포 독성. 값은 3 회 반복의 평균이다. 일반적으로 복제 대(to) 복제 변이는[0785]

1~2% 사이였다. 처리 B의 데이터는 칼세인AM/에피디윰 동종이량체(Ethidium homodimer)로 염색한 후, 4~6개의

무작위 프레임에서 살아있는/죽은 세포를 계수하여 얻었다.

표 5

A-처리[0786] 생존 세포%

정상 세포주

CRL 1790

생존 세포%

대장암 세포주

HT 29

생존 세포%

대장 MDR 세포주 CRL 2158

나노입자(μg/ml)

0 

5 

 20

 80

100

87.58

81.50

72.54

100

75.64

66.02

58.33

100

89.65

83.44

74.48

나노섬유

4 μg/ml 99-100 98-100 100

파클리탁셀 (nM)

0

2

8

32

100

86.66

74.28

66.79

100

70.93

59.11

48.27

100

90.86

86.17

83.76

B-생/사(live/dead) 세포 분
석

-파클리탁셀-섬유 100 100 100

파클리탁셀32 nM, 24 h 97.6 10.78 46.00
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파클리탁셀+ 나노섬유 

(4μg/ml)

117.3 10.57 4.2

나노 입자 자체는 세포에 가벼운 독성을 보였다(상기 표). HT 29는 나노 입자에 가장 민감한 반면, 정상 CRL[0787]

1790 세포는 가장 적은 영향을 받았다. 다중 약물 내성 세포주 CRL 2158은 80 μg/ml의 폴리 페놀 농도에서 생

존 세포에서 거의 25% 감소를 나타냈다. 비슷한 정도의 감수성이 정상 세포에서도 관찰되었다. 80 μg/ml 폴리

페놀로 처리된 HT 29 세포는 생존 세포에서 거의 42% 감소를 나타냈다. 나노 섬유는 사용된 농도(4 μg/ml)에서

어떤 세포주에도 세포 독성이 없었다. 나노 입자와 나노 섬유를 혼합했을 때, 80 μg/ml 폴리 페놀 농도에서 HT

29 및 MDR 세포주에서 세포 독성이 약간 증가했다. 파클리탁셀 자체는 HT 29 세포에 대해 세포 독성이 있는 반

면(32 nM에서 50% 생존), 정상 세포와 MDR 세포는 낮은 수준의 세포 독성을 나타냈다(상기 표). 나노 입자가 파

클리탁셀과 함께 포함되었을 때, 세포 독성은 테스트된 조건에서 크게 변하지 않았다. 파클리탁셀과 나노 섬유

가 함께 첨가되었을 때, MDR 세포의 세포 독성은 32 nM 파클리탁셀에서 거의 50%까지 증가했다. HT 29 세포는

파클리탁셀 단독에 대해 높은 수준의 세포 독성을 보였지만, 파클리탁셀과 나노 섬유의 조합은 시험된 조건 하

에서 세포의 생존율을 변화시키지 않았다.

나노 섬유에 의한 복합 분자의 흡수: 나노 섬유는 매우 길며(길이는 마이크로미터, 직경은 약 5nm, 예를 들어[0788]

도 37 참조), 원형질막을 가로 지르는 능력을 조사했다. 이 실험에서 나노 섬유가 막 불 투과성 형광 염료인 칼

세인과 천연 복합체를 형성하는 능력을 조사했다. 본원에서 위에 설명된 절차에 의해 에탄올 표백 체리로부터

제조된 나노 섬유. 균질화하면서 1 mg/g의 칼세인의 신선 당량을 체리와 혼합했다. 균질화 및 파편 제거 후, 투

석액이 형광을 나타내지 않을 때까지 균질물을 물에 대해 투석(3x)했다. 동시에 투석 백 안의 추출물은 높은 수

준의 형광을 보였다. HT-29 및 CRL-1790 세포는 칼세인 단독 및 칼세인 복합 나노 섬유(동일한 형광 강도)의 존

재 하에 배양되었다. 나노 섬유와 복합된 칼세인 및 칼세인의 흡수는 공초점 현미경으로 모니터링되었다. 결과

는 도 39에 나타난다. 패널 A 및 B는 각각 비복합 칼세인 및 나노 섬유 복합 칼세인이 HT 29 세포로 흡수되는

것을 보여준다. 도면에서 볼 수 있듯이, 나노 섬유와 복합된 칼세인은 우선적으로 세포 (패널 B)에 흡수되어 소

포 구조에 국한된 것으로 보인다. 칼세인은 상대적으로 막 불투과성 분자이기 때문에, 칼세인의 흡수가 훨씬 감

소하는 것이 관찰되었다. 대부분의 형광은 HT 29 세포의 원형질막에 가까운 영역에 국한되었지만, 흡수는 칼세

인-나노 섬유 복합체(패널 D)와 함께 배양된 CRL 1790 세포에서 더 강렬했다. 또한, 칼세인 형광의 분포는 세포

의 내부 영역에서 관찰되었다. 칼세인 단독 흡수는 CRL 1790 세포에 의해 매우 낮았다. 유사한 실험이 나노 입

자에 대해서도 수행되었지만, 폴리 페놀에 의한 형광 소강(quenching)으로 인해 이미지를 성공적으로 획득하지

못했다. 본원에 기술된 나노 입자는 아래에서 추가로 조사되는 바와 같이 칼세인(또는 약물/보충 성질의 임의의

다른 분자)을 흡수하는 데 효율적일 수 있다고 생각된다.

세포에 의한 나노 섬유 및 나노 입자에 의한 접합 Dylight 650의 흡수: 적재물이 나노 섬유(또는 나노 입자)와[0789]

공유 복합체를 형성하는 경우, 관심 적재물의 운송 비히클로서 나노 섬유(및 나노 입자)의 사용을 조사하기 위

해 추가 연구가 수행되었다. 이 연구에서 나노 섬유(및 나노 입자)는 Dylight 650의 세포 전달에 사용되었다.

나노 입자와 나노 섬유가 세포에 들어가는 능력을 추가로 평가하기 위해, 이들은 각각 표백되지 않은 체리와 에

탄올 표백 체리에서 분리되고 형광 염료 Dylight 650(여기 650nm, 방출 670nm)와 화학적으로 접합되었다. HT

29, CRL 2158 및 CRL 1790 세포를 성장시키고 염료 용액과 함께 배양하고 공초점 현미경으로 검사했다(도 40).

염료와 접합된 나노 입자와 나노 섬유 모두는 배양 중에 세포에 흡수되었으며, 세포질과 핵을 둘러싼 소포 구조[0790]

에서 명확하게 구획화되었다. 도 40, 패널 A 및 B는 각각 HT 29 세포에 의한 나노 입자 및 나노 섬유의 흡수를

보여준다. 두 접합체는 삽입도(세포 확대보기)에 표시된 대로 세포에 의해 흡수된다. 접합된 나노 입자(C) 및

나노 섬유(D)와 함께 배양된 다중 약물 내성 CRL 2158 세포는 HT-29 세포에 의해 나타난 것과 동일하게 유사한

흡수를 보였으며, 상대적 강도는 나노 입자와 함께 배양된 세포(패널 C)에서 더 높을 수 있다. 삽입도는 세포의

복합 이미지를 확대하여 보여 주며, 핵을 둘러싼 세포 기관에 나노 입자가 축적된 것을 다시 보여준다. CRL

1790 세포는 시각적 강도로 판단했을 때 나노 섬유(F)보다 나노 입자(E)의 흡수율이 훨씬 높았다. 이러한 결과

는 표백되지 않은 체리와 표백된 체리에서 분리된 나노 입자와 나노 섬유가 세포막을 가로 질러 특정 세포 기관

에 축적 될 수 있음을 나타낸다.

도 40은 표백되지 않은 신 체리에서 분리된 나노 입자(A, C, E)와 에탄올 표백된 신 체리에서 분리된 나노 섬유[0791]

(B,  D,  F)가  인간  세포(HT-29,  CRL  2158,  CRL1790)로  흡수되는  것을  보여준다.  나노  입자와  나노  섬유를

Dylight 650과 화학적으로 접합시키고(conjugate), 물에 대해 강하게 투석하여(3x) 접합되지 않은 염료를 제거

했다.  세포를 심고 48  시간 동안 성장시켰다. 접합된 나노 입자 및 나노 섬유(3ml  배양 배지에서 약 5μM
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Dylight  당량)를  배지에  첨가하고  세포를  추가로  24  시간  동안  배양하였다.  세포를  페트리  플레이트(직경

3.5cm)에 유지하고 공초점 현미경(Leica)으로 633 nm에서의 여기와 680 nm에서 모니터링된 방출을 관찰했다. 패

널 A 및 B는 각각 HT 29 세포(결장 직장암 세포주)에 의한 Dylight 접합 나노 입자 및 나노 섬유의 흡수를 보여

주고; 패널 C 및 D는 각각 CRL 2158 세포(MDR 결장 직장 세포주)에 의한 Dylight 접합 나노 입자 및 나노 섬유

의 흡수를 보여주고; 그리고 패널 E 및 F는 각각 CRL 1790 세포(정상 인간 장 세포)에 의한 접합된 나노 입자의

흡수를 각각 보여준다. 패널의 삽입도는 세포의 확대된 합성 이미지이다. (크기 막대-10 μm).

생-사 세포 분석에 의한 세포 독성 분화: 나노 섬유를 사용하여 다양한 세포주로의 파클리탁셀의 전달을 조사하[0792]

기 위해 추가 연구가 수행되었다. 파클리탁셀의 세포 독성 향상에 있어 나노 섬유의 효율성을 더 평가하기 위해

생-사 세포 분석을 수행했다. 정상 세포(CRL 1790), 암 세포(HT-29) 및 MDR 세포(CRL 2158)를 배양하여 파클리

탁셀 단독 및 나노 섬유와 함께 파클리탁셀에 노출시켰다. 세포는 24 시간 동안 배양되었고, 그 시점에서 파클

리탁셀 및 나노 섬유가 배양에 첨가되었다. 생-사 세포 분석은 약물에 노출된 후 24 시간 동안 수행되었다. 결

과는  도  41  내지  도  43에  나타낸다.  도  41은  인간  대장  암  세포(HT  29)에  대한  나노  섬유-파클리탁셀

(Nanofibre-Paclitaxel)의 세포 독성을 보여준다. 공초점 현미경으로 시각화된 HT 29 결장 직장암 세포의 생-사

(Live-Dead) 세포 분석이 도시된다. 분석 키트(Invitrogen)에는 두 가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르(Ex

494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있으며, 이 염료는 살아있는 세포에 특이적으로 들어가, 탈-에스테르화되고 살

아있는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포는 막이 손상되어(누출된 원형질막) 에티디움 동

종이량체(Ex 517 nm / Em 617)의 진입을 허용하여, 핵을 적색으로 염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨

517  nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포를 시각화할 수 있는 617  nm에서 관찰되었다. 두 파장의 복합

(composite) 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로 전환되는 세포를 보여준다. 패널 B, C는 각각

617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시각화된 대조군 세포를 나타낸다. 패널 A는 처

리되지 않은 세포의 복합 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장 617 및 517 nm에서 기록된 파클리탁셀(32 nM)

로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 복합 이미지이다. 패널 H와 I는 파클리탁셀 + 나노 섬유(32 nM

+ 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간색과 녹색 이미지의 합성물이다. 이러한 결과

는 나노 섬유를 사용하여 파클리탁셀(접합되지 않은, 나노 섬유와 복합됨)을 세포에 전달하고, 이는 예를 들어,

MDR 세포에서 특히 세포 독성을 초래했다. 파클리탁셀 단독으로 효과를 얻었지만, MDR이 아닌, HT29 암 세포주

에서만 효과를 얻었다. 나노 섬유는 MDR에서 더 나은 효과를 제공했다. 나노 입자는, 칼세인 및 dylight를 사용

하는 이전의 실시예에서 지지되는 바와 같이, 하나 이상의 약물(또는 약물/보충 성질의 임의의 다른 분자)을 섭

취하는 데 유사하게 효율적일 수 있다고 생각된다.

도 42는 인간 대장 MDR 암 세포(CRL 2158)에 대한 나노 섬유-파클리탁셀의 세포 독성을 보여준다. 공초점 현미[0793]

경으로 시각화한 CRL 2158 다중 약물 내성 결장암 세포의 생-사 세포 분석이 표시된다. 분석 키트(Invitrogen)

에는 두 가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르 (Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있고, 이 염료는 살아있는

세포에 특이적으로 들어가 탈-에스테르화되고 살아있는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포

는 막이 손상되어(누출된 원형질막) 에티디움 동종이량체(Ex 517 nm / Em 617)의 진입을 허용하여 핵을 적색으

로 염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포를 시각화할 수있

는 617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 복합 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로 전환되는 세포를

보여준다. 패널 B, C는 각각 617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시각화된 대조군 세

포를 나타낸다. 패널 A는 처리되지 않은 세포의 복합 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장 617 및 517 nm에서

기록된 파클리탁셀(32 nM)로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 복합 이미지이다. 패널 H와 I는 파클

리탁셀 + 나노 섬유(32 nM + 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간색과 녹색 이미지의

합성물이다.

도 43은 정상 인간 장 세포(CRL 1790)에 대한 나노 섬유-파클리탁셀의 세포 독성을 보여준다. 공초점 현미경으[0794]

로 시각화된 CRL 1790 인간 결장 정상 상피 세포의 생-사 세포 분석이 표시된다. 분석 키트(Invitrogen)에는 두

가지 형광 염료인, 칼세인 AM 에스테르(Ex 494 nm, Em 517 nm)가 포함되어 있고, 이 염료는 살아있는 세포에 특

이적으로 들어가 탈 에스테르화되고 살아있는 세포를 녹색으로 염색한다. 죽어가는 세포와 죽은 세포는 막이 손

상되어(누출된  원형질막)  에티디움  동종이량체(Ex  517  nm  /  Em  617)의  진입을  허용하여  핵을  적색으로

염색한다. 세포는 살아있는 세포를 분화시킨 517 nm(녹색 채널)에서 관찰되었고 죽은 세포를 시각화할 수 있는

617 nm에서 관찰되었다. 두 파장의 복합 이미지는 세포 생존력(A, D, G; 노란색)의 상실로 전환되는 세포를 보

여준다. 패널 B, C는 각각 617 nm(적색, 죽은 세포) 및 517 nm(녹색, 살아있는 세포)에서 시각화된 대조군 세포

를 나타낸다. 패널 A는 처리되지 않은 세포의 복합 이미지이다. 패널 E, F는 각각 두 파장 617 및 517 nm에서

기록된 파클리탁셀(32 nM)로 처리된 세포의 이미지를 나타낸다. 패널 D는 복합 이미지이다. 패널 H와 I는 파클
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리탁셀 + 나노 섬유(32 nM + 4 μg/ml 나노 섬유)로 처리된 세포를 보여준다. 패널 G는 빨간색과 녹색 이미지의

합성물이다.

이러한  결과는  약품을  세포로  전달하기  위한  나노  섬유(및  잠재적인  나노  입자)의  용도에  대한  정보를[0795]

제공한다. 본 실시예에서는 대장암 세포주인 암세포 모델 HT 29와 다중 약물 내성 대장암 세포주 CRL 2158을 사

용하여 나노 섬유 복합 파클리탁셀의 효능을 연구하였다. 파클리탁셀 단독, 및 나노 섬유와 복합된 파클리탁셀

의 세포 독성 효과는 HT 29 세포에서 거의 동일했다. 이 세포주는 비 다중 약물 내성이며, 파클리탁셀 단독으로

세포 독성에 민감하다. 이 세포들은 또한 나노 섬유 복합 파클리탁셀에 반응하며, 이는 약물이 세포 내부에서

복합체에서 방출되고 나노 섬유에 의해 유지되지 않음을 시사한다. 다중 약물 내성 발달은 세포가 약물을 적극

적으로 펌핑하여 세포 독성을 제거하는 암 화학 요법의 주요 문제이다. CRL 2158의 경우, 파클리탁셀 치료에 대

한 내성에 의해 다중 약물 내성 능력이 드러났다. 그러나 MDR 세포의 거의 100%가 세포 독성을 보이는, 나노 섬

유와의 복합체를 통해 다중 약물 내성을 극복했다. 따라서 나노 섬유와의 복합체는 다중 약물 내성 세포와 싸우

는 길을 제공할 수 있다. 흥미롭게도, 정상 결장 세포(CRL 1790)는 사용된 파클리탁셀 농도에서 파클리탁셀 단

독 또는 파클리탁셀-나노 섬유 복합체에 대해 세포 독성을 나타내지 않았으며, 이는 세포에 대한 이러한 치료의

안전성을 나타낸다.

흥미롭게도, 나노 섬유로 처리하더라도, 파클리탁셀의 부재 또는 존재 하에서, 정상 결장 세포(CRL 1790)에서[0796]

세포 독성을 발견하기가 어려웠다(도 43, 패널 A-I). 이들 세포는 파클리탁셀(패널 D, E, F) 또는 파클리탁셀

및 나노 섬유(패널 G, H, I)의 존재 하에서 형태를 유지했으며 막 무결성 손실이 관찰되지 않았다.

파클리탁셀, 및 파클리탁셀과 나노 섬유의 존재 또는 부재 하에 세포 배양 동안, CRL 1790, HT 29 및 CRL 2158[0797]

에서 살아있는 세포의 정량적 평가가 본 실시예의 상기 표에 제공된다. 정상 세포주는 단독으로 또는 나노 섬유

의 존재 하에 제공된 32 nM 파클리탁셀에 대해 어떠한 세포 독성도 나타내지 않았다. HT 29 세포는 함께 공급되

는 파클리탁셀, 및 파클리탁셀과 나노 섬유에 대해 높은 수준의 세포 독성을 나타냈다. CRL 2158 세포는 단독

공급시 파클리탁셀에 어느 정도 내성을 보인 반면(약 50% 생존), 나노 섬유의 존재 하에서는, 생존 정도가 4%로

감소했다. 세포의 생-사 분석은 다양한 성분으로 처리하는 동안 세포의 생존을 결정하는 더 정확한 방법이다.

위에서 언급한 결과는 약품을 세포로 전달하기 위한 나노 섬유(및 잠재적으로 확장에 의한 나노 입자)의 사용에[0798]

대한 통찰력을 제공한다. 본 실시예에서는 나노 섬유 복합 파클리탁셀의 효능을 연구하기 위해, 대장암 세포주

인 암세포 모델 HT 29와 다중 약물 내성 대장 암 세포주 CRL 2158을 사용하였다. 파클리탁셀 단독 및 나노 섬유

와 복합된 파클리탁셀의 세포 독성 효과는 HT 29 세포에서 거의 동일했다. 이 세포주는 비 다중 약물 내성이며,

파클리탁셀 단독으로 세포 독성에 민감하다. 이 세포들은 또한 나노 섬유 복합된 파클리탁셀에 반응하며, 이는

약물이 세포 내부에서 복합체로부터 방출되고 나노 섬유에 의해 유지되지 않음을 시사한다. 다중 약물 내성 발

달은 세포가 약물을 적극적으로 펌핑하여 세포 독성을 제거하는 암 화학 요법의 주요 문제이다. CRL 2158의 경

우, 파클리탁셀 치료에 대한 내성에 의해 다중 약물 내성 능력이 드러났다. 그러나 MDR 세포의 거의 100%가 세

포 독성을 보이는 나노 섬유와의 복합체를 통해 다중 약물 내성을 극복했다. 따라서, 나노 섬유와의 복합체화는

다중 약물 내성 세포와 싸우는 길을 제공한다. 흥미롭게도, 정상 결장 세포(CRL 1790)는 사용된 파클리탁셀 농

도에서 파클리탁셀 단독 또는 파클리탁셀-나노 섬유 복합체에 대한 세포 독성을 나타내지 않았으며, 이는 세포

에 대한 이러한 치료의 안전성을 나타낸다.

논의:[0799]

세포벽(셀룰로오스, 펙틴, 단백질) 및 안토시아닌 및 말산과 같은 액포 성분에서 유래된 것들을 포함한 세포 성[0800]

분의 자가 조립을 통해 신 체리 과일의 균질화 과정에서 형성된 나노 입자 및 나노 섬유의 구성 및 구조적 특징

을 평가한다. 나노 입자는 나선형 섬유 모양의 구조에 의해 감겨진 펙틴 코어를 포함하는 직경이 약 50 내지 약

250  nm인 구형 복합체였다. 대조적으로, 에탄올 표백 체리 열매로 형성된 나노 섬유는 섬유질(폭이 약 5  ~

10nm)이고 길이는 마이크로미터였다. 이 연구에서 나노 섬유 형성을 촉진하기 위해 과일에서 안토시아닌과 말산

을 제거했다. 따라서 안토시아닌이 적은 과일은 본원에서 설명된 방법에 따라 나노 섬유를 형성하는 우선적인

경향을 가질 수 있다. 나노 입자에 안토시아닌이 존재하기 때문에, 이들은 높은 항산화 활성을 나타내므로, 영

양적으로 관련된 구조적 복합체가 될 수 있다. 세포 독성 테스트에서, 나노 섬유는 항암 약물과 복합되었을 때

훨씬 더 높은 활성을 나타냈다. 본 실시예는 포유 동물 세포에서 나노 입자 및 나노 섬유의 잠재적인 기능적 효

과를 설명한다.

식품에서의 폴리 페놀 및 약품/약물과의 상호 작용: 영양 및 식이 중재는 최근 다양한 염증성 질환을 하향 조절[0801]

하기 위한 잠재적인 보완 전략이 되었다(Willcox et al., 2004). 폴리 페놀이 풍부한 과일의 식이 섭취는 동물
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모델과 인간의 여러 염증 표지자의 하향 조절을 초래했다(Gonzalez-Galego et al., 2010). 과일 주스와 포도 및

석류 유래 제품을 중간 수준으로 섭취하면 항산화 기능이 증가하고 혈장 내 지질 과산화가 감소했다(Garcia-

Alonso et al., 2006; Jensen et al, 2008). 여러 연구의 결과는 과일과 채소 섭취와 CRP(C- 반응성 단백질)

및 IL6(인터루킨 6)과 같은 혈액 내 염증 마커 및 CRP, IL-6 및 TNF α와 같은 여러 다른 염증 마커 사이의 역

상관 관계를 보여준다(Holt et al., 2009). 40~74세 사이의 120명의 남녀 그룹에서, 폴리 페놀이 풍부한 블루베

리 추출물(3 주 동안 300 mg/일)을 섭취하면 전-염증성 사이토카인과 NF-κB 경로의 케모카인(IL-4,IL-13, IL-8

및 IFN-α))의 혈장 수치가 현저히 감소했다(Karlsen et al., 2007). 유사하게, 달콤한 빙(bing) 체리의 증가

된 소비(280 g/일)는 CRP 및 NO 수준을 낮추었다(Kelley et al., 2006). 신 체리 폴리 페놀은 염증 경로에 관

여하는 핵심 효소인 사이클로옥시게나제(cyclooxygenase)  효소의 강력한 억제제이다(Chandra  et  al.,  2002).

70세 노인을 대상으로 한 연구에서, 항산화 물질이 풍부한 음식 섭취량을 늘리면 사이클로옥시게나제, 사이토카

인 매개 염증 및 산화 스트레스가 감소했다(Helmersson et al., 2009). 따라서 폴리 페놀 함유 식품은 염증 경

로를 하향 조절하여, 암, 심혈관 질환 및 신경 퇴행성 질환과 같은 만성 퇴행성 질환을 예방하는 특성을 가지고

있다.

폴리 페놀의 생물학적 효과와 관련하여 제기된 주요 문제는 이들이 위장 시스템을 통해 거의 흡수되지 않는 것[0802]

으로(0.5%~1.5%) 믿어진다는 것이다. 또한, 췌장 및 담즙과 혼합하여 위에서 장으로 이동하는 동안 음식이 알칼

리화되면 안토시아닌 구조가 불안정해져 고리가 열리고 부분적으로 분해된다.

본 실시예에서, 인간 세포에 의한 나노 입자(및 나노 섬유)의 효과적인 내재화가 입증되었다. 안토시아닌은 나[0803]

노 입자에서 안정화되고, pH 변화에 저항할 수 있기 때문에, 나노 입자의 내재화는 GIT에서 폴리 페놀 전달의

대체 형태가 될 수 있다. 따라서, 폴리 페놀을 포함하는 나노 입자의 형성은 폴리 페놀의 생체 이용률을 향상시

킬  수  있고,  이는  그것들이  공장(jejunem)에서  전형적인  담체  매개  흡수를  우회하여  장의  전  부위(pre-

intestinal sites)에서 흡수를 가능하게 할 수 있기 때문이다. 복합체 형성은 또한 유익한 효과를 발휘할 수 있

는 소장 및 결장의 원위 부분과 같은 장의 하류 영역으로 폴리페놀을 운반하는 데 도움이 될 수 있다. 특정 실

시형태에서, 이들은 결장 미생물 군에 의해 생성된 활성 산소 종으로부터 장 조직을 보호하고, 세포 증식을 조

절하고, 및/또는 추가 건강상의 이점을 제공할 수 있는 대사 산물의 형성을 가능하게 하는 항산화 기능을 포함

할 수 있는 것으로 고려된다.

약물 전달, 바이오 나노 입자의 중요성: 자연적으로 존재하는 생체 분자에서 제조된 나노 물질과 가공된 나노[0804]

물질을 모두 활용하여, 의학 및 건강 분야에서 나노 기술 기반 전략을 개발하는 데 엄청난 발전이 있었다. 나노

구조 및 나노 구조 접합체의 생체 내 표적화에 의한 암 부위의 검출은 큰 관심 분야이지만, 흡수 및 생체 분포

메커니즘에 대한 더 많은 정보가 필요하다. 나노 구조와 그 접합체는 세포 내 이입(endocytosis), 비특이적 진

입,  수포(vesiculation)  등을  포함한  여러  메커니즘을  통해  축적되는  것으로  여겨진다(Iversina  et  al.,

2011). 그러나, 최근 연구는 또한 특정 흡수 메커니즘에 대한 증거를 제공한다. SWNT는 면역 세포 그룹 인 Ly6c

단핵구로 특이적으로 격리된 것으로 밝혀졌다(Smith et al., 2014). 표적 펩티드 RGD와 SWNT의 접합은 나노 구

조물의 단핵구로의 진입을 더욱 향상시켰다. 따라서 단핵구는 트로이 목마 메커니즘을 통해 SWNT를 종양 부위로

전달하여 표적 부위에 거의 25%의 SWNT를 축적할 수 있게 한다. 따라서, 면역 세포를 이용하여 종양 세포를 표

적으로 하는 것은 암 약물 전달을 위한 효과적인 전략을 제공할 수 있다.

미토콘드리아는 암세포의 생존 또는 세포 사멸을 결정하는 데 관여하는 중요한 세포 기관이다. 미토콘드리아 에[0805]

너지 생성을 방해하는 것은 암세포를 세포 사멸 경로(apoptotic pathways)로 유도하는 핵심 단계이다. 미토콘드

리아에 펩티드를 유도하는 세포 사멸을 표적으로 하는 것은 암 세포를 죽이는 데 큰 관심이 있지만, 한계는 전

달의 비특이성과 용해도의 부족을 포함한다. 자기(magnetic) 코어-쉘 나노 입자와 접합함으로써 악성 뇌 및 전

이성 암 세포에 양친매성 꼬리 고정 펩티드 (amphipathic tail-anchoring peptides, ATAP)를 표적으로 하는 미

토콘드리아를 유도하는 세포 사멸의 전달을 증가시키는 것이, 화학 요법 효능을 향상시키는 효율적인 방법인 것

으로 밝혀졌다(Shah et al., 2014). 암 세포에서 상향 조절되는 여러 유전자의 동시 침묵을 위한 siRNA를 전달

하는 것은 마우스 모델의 혈관 내피 세포에서 저 분자량 폴리아민 및 지질(Dahlman et al., 2014)에서 합성된

고분자 나노 구조를 통해 달성될 수 있다(Dahlman et al. , 2014).

조성, 크기, 표면 전하 분포 등과 같은 물리 화학적 특성은 나노 구조의 세포 흡수에 영향을 미칠 수 있다. 최[0806]

근 연구(Agarwala et al., 2013)에서 이러한 특성과는 별도로, 나노 구조의 형태가 흡수에 영향을 미칠 수 있다

고 보고했다. 이 연구에서, 포유류 상피 세포, 내피 세포 및 면역 세포는 음으로 하전된 친수성 디스크 모양의

나노 구조를 우선적으로 내재화하는 것으로 관찰되었다. 종횡비가 높은 나노 디스크가 종횡비가 낮은 나노 디스

크 및 막대 모양의 나노 구조보다 선호되었다. 구형 나노 구조체는 크기가 작아도 효율이 낮아 내재화된다. 문
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헌[Cabral 등 (2011)]은 또한 종양에서 나노 구조의 축적이 크기에 따라 달라진다고 보고했다. 나노 구조 내재

화 과정은 나노 구조와 막 사이의 상호 작용, 세포 접착 및 막 변형을 위한 에너지, 세포막 표면의 나노 구조

농도를 포함하여 복합될 수 있다.

체리로부터 분리된 본원에 기술된 나노 입자 및 나노 섬유는 구조적으로 복잡하다. 나노 입자의 동결 건조된 분[0807]

말은 산(4M HCl), 알칼리(1M NaOH) 및 동결에 대한 내성이 있었다. 나노 입자와 나노 섬유는 모두 해리되지 않

는 작은 분자(염료, 약물)와 복합체를 형성했다. 파클리탁셀과 같은 약물도 이러한 구조와 결합될 수 있다. 파

클리탁셀은 암 치료에 효과적인 약물이다. 이러한 연구는 나노 섬유와 함께 포유류 세포에 제공될 때 파클리탁

셀의 효과가 향상될 수 있음을 나타낸다. 더욱이, 다중 약물 내성 암세포(CRL 2158)는 파클리탁셀에 대한 내성

을 보였다. 나노 섬유와 함께 제공되었을 때, 파클리탁셀은 정상 HT 29 암세포와 마찬가지로 MDR 세포와 유사한

세포 독성을 나타냈다. 따라서 나노 섬유와 함께 약물을 사용하면 파클리탁셀 배제를 우회하여 효능을 높일 수

있다. 흥미로운 측면은 효율성의 증가가 나노 섬유와 파클리탁셀 사이의 순수한 연관성에 기인할 수 있다는 것

이다. 유기 분자와의 복합체 형성 외에도, 나노 섬유 및 나노 입자는 철, 아연, Mg, Se 및/또는 기타와 같은 금

속에 결합할 수 있다. 특정 실시형태에서, 나노 입자 및 나노 섬유의 더 높은 내재화 효율로, 금속 이온 섭취

효율이 향상되어 투여량이 감소될 수 있다는 것이 고려된다.

본 실시예 결과는 나노 입자 및 나노 섬유 구조가 기능적 응용을 가지고 있음을 시사한다. 나노 입자는 그 자체[0808]

로 고효율 항산화제일 수 있으며, 국소적인 항산화 기능이 바람직한 치료 용도에 적합할 수 있다. 나노 섬유는

접합 또는 복합 약물의 내재화에 매우 강력했다. 파클리탁셀-나노 섬유 복합체의 내재화는 다중 약물 내성 암의

약물 제거 능력을 우회하여, 단순한 약물에 의해 죽는 암세포처럼 암 약물에 취약하게 만들 수 있다. 따라서,

결과는 나노 입자와 나노 섬유가 모두 암 치료의 효율성을 향상시킬 수있는 주목할 만한 잠재력을 가지고 있음

을 나타낸다.

본원에서 상세히 기술된 결과는 특정 나노 입자, 나노 섬유 및 식품 분말의 제조가 (예를 들어) 균질화를 포함[0809]

하는 익은 과일의 가공에 의해 달성될 수 있음을 나타내며, 그 동안 부분적으로 분해된 상태에 있는, 셀룰로오

스, 펙틴 및 단백질와 같은 세포벽 매트릭스는, 예를 들어 폴리 페놀(항산화제, 세포 대사 및 유전자 발현 조절

제), 말산과 같은 유기산, 및 단백질 분해로 인한 펩티드를 포함하는 잘 구조화된 나노 입자로 자발적으로 조립

될 수 있다. 유사한 구조를 가진 나노 입자는 다른 과일의 유사한 가공 과정 동안 형성된다. 예를 들어 블루 베

리에서, 형성된 나노 입자는 신 체리에서 형성된 것과 구조적으로 유사하다. 본 실시예에서는 신 체리 유래 나

노 입자 및 나노 섬유의 영양 및 증식 억제 활성을 조사하였다.

나노 기술은 의학 분야에서 특히 표적 약물 전달 분야에서 큰 진전을 이루었다. 독성 및 나노 물질을 효율적으[0810]

로 제거할 수 있는 시스템의 무능 때문에, 가공된 나노 물질의 사용이 복잡했지만(Maynard, 2006; Lewinski et

al., 2008; Kunzman et al., 2011; Yamashita et al., 2011), 생물학적 시스템에서 쉽게 분해 될 수 있는 생물

학적 물질에서 유래된 나노 입자는 표적 약물 전달의 새로운 길을 제공할 수 있다.

본 실시예에서, 신 체리 열매에서 분리된 나노 입자(및 나노 섬유)가 정상 세포와 암 세포로 내재화되는 능력과[0811]

안토시아닌 또는 항암 약물 파클리탁셀을 함유할 때 세포 독성을 유발하는 능력에 대해 설명한다. 나노 섬유는

안토시아닌이 없는 신 체리 과일에서 유래되었다. 나노 섬유의 구조 성분은 식품에서 유래된 성분이기 때문에,

식품 성분의 제약학적 적용은 예를 들어 합성 성분과 접합된 약물을 섭취할 때 정상 세포에 대한 손상이 보다

적은 것으로 간주될 수 있다. 또한 이론에 얽매이지 않고 세포에 의한 이러한 구조의 내재화는 성분들(펙틴, 펩

티드, 안토시아닌, 유기산 등)이 GIT로부터 다른 형태의 진입을 가질 수 있음을 시사한다. 이러한 나노 입자는

단순한 분자로서 매우 잘 흡수되지 않는 안토시아닌의 흡수 촉진제 역할을 할 수 있지만 시험관 내 조건에서 큰

항산화 활성과 세포 독성 잠재력을 보여줄 수 있다.

실시예 4 - 식품 분말 제조, 구조 및 응용 연구[0812]

식품 분말 제조 및 구조 조사[0813]

이 실시예에서, 브로콜리, 신 체리, 아몬드, 대두 및/또는 강황의 추출물 또는 이들의 임의의 조합(특히, 이들[0814]

성분 모두)으로부터 고 전단 블렌딩 및 나노 분무 건조를 통해 제조된 기능성 식품 분말이 설명된다. 분말의 각

입자는 원료(설포라판, 인돌-3-카비놀, 폴리 페놀, 피토스테롤, 이소플라본, 커큐민 등)에서 유래 한 기능성 식

품의 실질적인 균일한 혼합물을 포함한다; 각 원료 성분에서 유래된 개별 건조 분말의 혼합물과 비교된다.

높은 항산화 활성을 나타내는 형태의 식품 분말은, 재료의 높은 생체 이용률을 제공했으며, 일반적으로 광범위[0815]

한 항염 활성을 나타냈다. 따라서 식품 분말의 섭취는, 특히 적절한 건강한 생활 방식과 함께 사용될 때, 만성
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질환 발병을 예방할 수 있다.

건강한 생활 방식과 함께 권장 수준의 과일과 채소를 섭취하는 것은, 비만, 제2 형 당뇨병, 암, 관절 염증 등과[0816]

같은 만성 질환의 발병을 줄이는 것으로 잘 알려져 있다. 그러나 일반 대중은 적절한 양의 과일과 채소의 섭취

가 부족하다. 현재의 생활 방식으로 인해, 비만, 특히 소아 비만 발생률이 증가했다. 과일과 채소에서 흔히 볼

수 있는 활성 성분의 식이 섭취를 늘리기 위해, 현재의 식품 분말이 생체 이용 가능한 형태의 성분으로 개발되

었다. 기능성 식품 성분의 생체 이용률은 일반적으로 여러 가지 이유로 과일과 채소에서 낮다. 본원에서 기술된

식품 분말을 사용하면 생체 이용률을 증가시킬 수 있으며, 이에 따라 이러한 성분의 효능을 향상시킬 수 있다.

이 실시예에서 사용된 주요 식품 성분(및 일부 영양제)은 다음을 포함한다:[0817]

브로콜리-설포라판 및 인돌-3-카비놀의 전구체와 같은 기능성 식품 성분(즉, 영양제)을 포함한다. 두 성분 모두[0818]

천연 항산화 시스템(KEAP-1/NRF2/ARE 경로)과 이종 생물학 제거에 관여하는 2 상 효소를 향상시킨다.

신 체리-신 체리는 주요 폴리 페놀로 시아니딘-3 글루코사이드/루티노사이드가 포함되어 있다. 신 체리 추출물[0819]

은 관절 염증에 대해 강력한 항 염증을 일으키는 것으로 나타났다.

아몬드-아몬드는 필수 불포화 지방산과 식물 스테롤을 함유하고 있으며 콜레스테롤 생합성을 감소시킬 수 있다.[0820]

또한 비타민 E의 높은 공급원이다.

두유-대두는 이소 플라본과 단백질의 공급원이다.[0821]

강황-강황은 향신료이며 항염 작용으로 인정받았다. 강황에는 강력한 시클로 옥시게나제 억제제인 커큐민이 포[0822]

함되어 있다. 최근 연구는 또한 실험적인 생체 내 모델에서 비만을 줄이는 능력을 확인했다.

재료 및 방법: 식품 분말은 신 체리 추출물(제조의 주성분)과 함께 여러 성분을 혼합하여 제조되었다. 신 체리[0823]

와 브로콜리 꽃의 추출물은 레이체(Reicht) 고속 블렌더를 사용하여 4000rpm에서 5분 동안 물(1g 대 2ml 비율)

에 혼합하여 독립적으로 제조했다. 균질물을 4 층의 무명천을 통해 여과하고 파편을 제거했다. 균질물은 사용할

때까지 차갑게 보관했다.

100ml의 신 체리 추출물, 100ml의 브로콜리 추출물, 100ml의 아몬드 우유(약 8 %w/v; SilkTM Brand; 미국 콜로[0824]

라도 주 Whitewave Foods에서 공급됨); 50ml 두유 (약 10 %) 및 5g 강황 분말을 5 분 동안 5000rpm으로 레이체

고속 블렌더에서 함께 블렌딩했다. 혼합물을 2 시간 동안 냉장 보관하고 따라 내었다. 용액을 물과 희석된 농도

로 조정하고 유사한 설정을 사용하여 실시예 1에서 앞서 기술한 바와 같이 나노 분무 건조시켰다. 건조된 분말

을 모아 갈색 병에 -20℃의 질소 분위기에서 차갑게 보관했다.

결과 및 논의: 식품 분말을 제조하고 구조적으로 특성화하기 위해 실험을 수행했다.[0825]

본원에 기재된 바와 같이, 본원에 기재된 식품 분말은 본원에 기재된 나노 입자 및/또는 나노 섬유를 제조하는[0826]

데 사용될 수 있는 일반적으로 임의의 적합한 식물 조직으로 제조될 수있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말은

본원에 기재된 탄수화물 기반 나노 입자 또는 나노 섬유를 형성할 수 있는 과일, 채소 또는 다른 식물 조직 또

는 제품 형태로 제조될 수 있다. 식품 분말은 수성, 유기성 또는 이들의 조합을 포함하는 임의의 적합한 매질에

서 제조될 수 있다. 식품 분말은 특정 실시형태에서 식품 분말 제품에 포함되기에 바람직한 영양소 함유 물질

(또는 영양소)을 추가로 포함할 수 있으며(일반적으로 식품 분말의 의도된 용도에 맞게 조정될 것임), 신선, 가

공 또는 농축된 분말을 단독으로 또는 중량 또는 부피로 원하는 조합으로 포함한다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 식품 분말 출발 물질의 균질화에 의해 제조될 수 있다. 예를 들어, 균질화는[0827]

바람직하게는 높은 rpm에서 작동하고 고 전단력을 생성할 수 있는 블렌더 또는 초음파기와 같은 고성능 혼합이

가능한 다른 적합한 기계를 사용하여 달성될 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 여과되어 파편을 제거할 수 있고, 또는 파편은 그렇지 않으면 균질화된 혼합물[0828]

로부터 제거될 수 있다. 예를 들어, 파편(즉, 균질물에 들어 가지 않고 중력에 의해 침전되는 입자상 물질)을

여과할 수 있는 원심 분리 장치 또는 여과 장치(예: 막 여과 장치 또는 접선 유동 여과 장치)를 사용하여 파편

을 제거할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 탈수, 동결 건조, 분무 건조, 나노 분무 건조 또는 달리 탈수 또는 건조될 수[0829]

있다. 예를 들어, 물(또는 사용되는 다른 용매)을 제거할 수 있는 장비를 사용할 수 있으며, 여기에는 나노 분

무 건조기 또는 수성 시료용 동결 건조기, 또는 예를 들어 더 바람직하게는 대규모 분무 건조가 가능한 고효율

분무 건조기가 포함될 수 있다. 특정 실시형태에서, 건조기는 감압 하에서 작동할 수 있다.
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특정 실시형태에서, 본원에 기재된 식품 분말은 영양소 함유 물질과 함께 본원에 이미 상세히 기재된 나노 입자[0830]

및/또는 나노 섬유를 제조하기에 적합한 식물 조직으로부터 제조될 수 있다. 이해되는 바와 같이, 영양소 함유

물질은 일반적으로 식품 분말의 의도된 용도에 맞게 조정될 것이며, 신선하거나 가공된 또는 농축 된 분말을 단

독으로 또는 임의의 원하는 조합의 중량 또는 부피로 포함할 수 있다. 특정 실시형태에서, 식품 분말은 영양소

함유 성분 또는 특정 생리학적 상태(예: 만성 질환)를 해결하기 위한 성분으로 개발될 수 있으며, 이러한 영양

소 함유 물질은 예를 들어, 예방 및/또는 치료 특성을 가질 수 있다. 이해되는 바와 같이, 본원에 사용된 영양

소(nutrient)라는 용어는 특정 적응증에 적합한 임의의 적합한 활성제 또는 화합물(또는 상기 활성제 또는 화합

물을 포함하는 물질)을 포함할 수 있으며, 식품에서 발견된 것과 같은 영양소로 일반적으로 고려되는 전체로는

제한되지  않는다.  예로서,  특정  실시형태에서,  영양소는  건강상의  이점을  갖는  임의의  적합한  천연(또는

비천연) 성분을 포함할 수 있다.

특정 실시형태에서, 식품 분말은 다음을 포함할 수 있다:[0831]

1. 신 체리(또는 신 체리 추출물), 또는 본원에 기술된 바와 같이 탄수화물 기반 나노 입자 또는 나노 섬유를[0832]

형성할 수 있는 또 다른 과일 또는 채소(또는 이의 추출물);

2. 첨가된 물질로부터 소수성 분자를 포함할 수 있는 소수성 성분(예: 아몬드 우유)(예를 들어, 코코넛 우유 또[0833]

는 식용 견과류에서 추출한 우유); 및

3. 예를 들어, 식품 분말의 원하는 용도를 위해 맞춤화된 하나 이상의 생리 활성 성분/성분들을 함유하는 영양[0834]

소 함유 물질(예를 들어, 기능성 식품 추출물).

영양소 함유 물질의 일부 비제한적인 예는 다음 활성 화합물 및/또는 식물 군 중 하나 이상을 포함할 수 있다:[0835]

카로티노이드(즉, 베타 카로틴, 리코펜, 루테인 및/또는 기타 크산토필, 아스타잔틴 등);[0836]

안노나신(Annonacins)(즉, 항암 특성을 가진 안노나(Annona) 과일에서 유래된 폴리케타이드);[0837]

보스웰리아(추가된 항염증 기능을 제공하는 커큐민과 함께 작용할 수 있음);[0838]

아슈와간다(Ashwagandha)(항 스트레스 및 암 예방 특성이 있는 아놀라이드(anoliides)를 포함하는 허브 성분,[0839]

주로 스테로이드 구조를 가짐);

예를 들어, 식용 생강(Zingiber officinalis), 망고 생강(Curcuma amada) 및 진저롤 및 쇼가올을 포함한 여러[0840]

생리 활성 성분 중 임의의 것을 포함하는 생강과; 커큐마 롱가(Curcuma longa)(강황, 커큐민 함유);

칸나비노디올(Cannabinodiols)(환각 활성이 없는 칸나비스 중(Cannabis sp.)의 약용 활성 성분임);[0841]

프리바이오틱 함량을 높이기 위한 프럭토 올리고당 및 갈락토 올리고당 및 예루살렘 아티초크의 이눌린 ;[0842]

파이퍼 니그룸(Piper  nigrum)과  같은 후추(Piperaceae  member)  및  피페린 및 여러 파생물을 포함하는 야생[0843]

친척; 및/또는

위에 나열되지 않은 임의의 기타 적합한 성분(들)(예, 제한되지 않지만 식물 에서 유래된 것);[0844]

및/또는 추출물, 유도체, 그로부터 분리된 제품, 또는 그러한 성분을 포함하는 재료 또는 식물 조직.[0845]

이 실시예에서, 식품 분말은 다음과 같은 출발 물질에서 제조되었다:[0846]

1. 신 체리의 수성 추출물;[0847]

2. 아몬드 우유로 시판되는 아몬드의 균질물;[0848]

3. 두유로 시판되는 대두의 균질물;[0849]

4. 브로콜리의 수성 추출물;및[0850]

5. 강황 가루.[0851]

이들 출발 물질은 4500rpm의 고속 블렌더(Recht, ATS science, Burlington)에서 블렌딩되었다; 권장 설정 하에[0852]

서 Buchi Nanospray 건조기에서 나노 분무되었다. 사용된 부피/무게는 다음과 같다:

100 ml의 신 체리 추출물(1~2 mg/ml 폴리 페놀 당량이 사용되었으나, 약 0.1 mg/ml에서 물 또는 다른 용매에 완[0853]

전히 포화된 폴리 페놀 용액에 이르는 농도 범위가 사용될 수 있음)
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약 8~10 %, w/v에서 아몬드 우유 100ml;[0854]

약 8-10 %w/v에서 두유 50ml;[0855]

브로콜리 추출물 100ml; 및[0856]

강황 가루 5g.[0857]

이해되는 바와 같이, 신 체리 추출물의 부피는 이 실시예에서 100 ml로 유지되었지만, 다른 실시형태에서 신 체[0858]

리 및/또는 다른 성분의 부피/중량은 원하는 대로 변할 수 있고, 추가 성분은 임의의 적절한 비율로 포함될 수

있다. 

도 44는 신 체리, 브로콜리 및 기타 식품 성분으로 제조된 식품 분말의 주사 전자 현미경 사진을 보여준다. 식[0859]

품 분말은 개별 성분의 균질화된 용액의 혼합물을 혼합하고, 혼합된 혼합물의 나노 분무 건조를 통해 제조되었

다. 식품 분말은 바로 위에서 설명한 특정 혼합물을 사용하여 준비되었다.

도 45는 초 구조 특성을 나타내는 식품 분말 수용액의 투과 전자 현미경 사진을 보여준다. 도 45는 위에서 설명[0860]

한 도 44에 도신된 것과 동일한 식품 분말을 도시한다. 50 마이크로리터 분취량의 식품 분말 현탁액을 유리 슬

라이드 위에 놓고, 탄소 코팅된 그리드를 코팅된 면이 아래로 향하게 하여 30초 동안 용액 위에 부유시켰다. 그

리드를 가장자리에서 건조하고 0.1% 우라닐 아세테이트 용액으로 염색했다. 식품 분말은 단단하게 감긴 섬유 구

조의 구형 덩어리에 직사각형을 나타낸다(화살표 A로 표시). 구조는 나노 입자와 비슷하지만, 신 체리 나노 입

자에서 관찰되는 구조적 조직이 없다(도 17 참조). 실제로, 구조는 나노 구(nanosphere)로 간주될 수 있으며,

나노 구 유사 구조를 형성하기 위해 스스로를 감고있는 섬유질 구조에 의해 정의된다(공 유사 구조로 얽힌 하나

이상의 섬유를 갖는, 끈의 얽힌 공과 다르지 않음). 자기 주변을 감고 있는 나노 섬유의 구상 구조(화살표 B)는

섬유 구조에서 발산하는 형태로 관찰될 수 있다. 이 구조는 섬유들이 함께 감겨 있고 여러 유형의 기능성 성분

을 흡착할 수 있는 나노 구의 구조와 유사하다. 나선형으로 조직된 구조(화살표 C)는 나노 입자에서 관찰되는

나선형 섬유와 유사하다. 이 식품 분말의 예에서, 식품 분말에는 브로콜리 추출물과 강황 분말 성분이 제공하는

영양 성분이 포함되어 있다. 이들 영양제는 상기한 섬유질 구조와 복합되어 식품 분말 형성 및/또는 최종 구조

에 기여할 수 있다.

생체 내 비만 마우스 모델을 사용한 식품 분말 응용[0861]

재료 및 방법:[0862]

발현 분석-화학 물질 및 시약. L-형 트리글리세라이드 M 키트는 와코 디아그노틱스(Wako Diagnostics, 일본 오[0863]

사카 및 독일 Neuss)에서 구입했다. RNA 분리를위한 RNeasy Plus 키트는 퀴아젠(Qiagen, Valencia, CA, USA)에

서  구입했다.  cDNA  제조를  위한  고용량  cDNA  역전사  키트는  어플라이드 바이오시스템(Applied  Biosystems,

Foster city, CA, USA)에서 제공했다. RT² Profiler ™ PCR 어레이 마우스 염증성 사이토 카인 및 수용체 키

트는 퀴아젠(Qiagen, Valencia,  CA,  USA)에서 구입했다. iQ SYBR  Green  Supermix는 Bio-rad  (미국 캘리포니

아)의 제품이다.

식품 분말 처리. 실험은 36 내지 48 주령 Pcyt2 녹아웃 마우스 및 한배 대조군으로 수행되었다. 미처리 KO 그룹[0864]

과 대조군 마우스(각각 n = 3-6)는 매일 100uL의 물을 섭취하고(위관(gavage)을 통해), KO 및 대조군 마우스의

처리 군(각각 n = 3-6)에는 주 5 회 식품 분말 100 ug(100 uL 물 중)를 투여했다. 모든 그룹의 구강 위관 영양

은 8 주 동안 지속되었다. 실험은 두 번 반복되었고, 실험이 끝날 때 마우스를 희생하여 혈액 및 조직 분석에

사용했다.

총 RNA 분리 및 유전자 발현. 총 RNA는 RNeasy Plus 키트(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 사용하여 분리되었고[0865]

cDNA는 High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)를 사용하

여  준비되었다.  RT-qPCR은  Bio-rad  CFX96  RT-qPCR  기계에  적합한  RT²Profiler™  PCR  Array  Mouse

Inflammatory Cytokines & Receptors 키트를 사용하여 수행되었다. 96 웰-플레이트의 RT²Profiler™ PCR 어레

이에는 84 개 경로 또는 질병 중심 유전자에 대한 프라이머 분석이 포함되어 있다. 관심 유전자는 최적의 cDNA

양과 반응 사이클 수를 사용하여 PCR 증폭의 지수 단계에서 분석되었다. 각 유전자 수준은 내부 B2m (베타-2-마

이크로글로불린) 대조군과 관련하여 표현된다. 실험은 Pcyt2 +/- 및 Pcyt2 +/+ 암컷 마우스에서 수집한 간 샘플

을 사용하여 수행되었습니다. 유전자 수준은 대조군과 관련된 배수 변화(fold changes)로 표현된다. RT-qPCR 결

과는 비교 ΔΔCt 방법을 사용하여 분석되었다.

통계 분석. Prism GraphPad를 사용하여 통계 분석을 완료했다. 데이터는 평균 ± S.E로 표현된다. 통계적 유의[0866]
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성은 스튜던트 t 검정(P 값 <0.05는 유의 한 것으로 간주됨) 또는 다요인 ANOVA를 사용하여 계산되었다. 유의한

효과가 발견되면 Tukey의 정직한 유의차 테스트를 사용하여 사후 비교를 수행했다. 차이는 P <0.05에서 중요한

것으로 간주되었다. *

결과 및 논의: 여기에 설명된 식품 분말의 응용을 조사하기 위해 실험이 수행되었다. 이러한 연구를 위해 바로[0867]

위에서 설명한 연구에서 준비된 식품 분말을 사용했다.

도 46은 식품 분말의 항산화력 평가를 보여준다. 분말을 물에 용해시키고 용액의 DPPH 라디칼 소거능을 폴리 페[0868]

놀 당량(폴린-시오칼토 시약으로 평가)으로 마이크로 그램 단위로 평가하여 용액의 항산화력을 측정했다. 0.1mM

Folin-Ciocateau  시약을 메탄올에 준비하고, 식품 분말 용액을 특정 양으로 첨가했다. 항산화제를 DPPH 시약

1ml와 반응시키고, 흡광도(보라색, 517nm 흡수)를 모니터링했다. 517 nm 흡광도의 감소는 폴리 페놀이 없는 대

조군과 비교하여 % 소강(quenching)으로 표시되었다. 트로록스(Trolox)는 폴리 페놀과 동일한 농도에서 양성 대

조군으로 사용되었으며 TEAC 값 1을 나타냈다. 농도의 각 점은 준비된 식품 분말의 개별 샘플을 나타낸다. 결과

는 식품 분말의 강력한 항산화 능력을 보여준다. 항산화 성분(나노 섬유 골격에 결합된)의 생체 이용률이 더 높

을 가능성이 높기 때문에, 이러한 결과는, 식품 분말이 용액에 없는 성분에 비해, 유리 라디칼 소거 및 염증 감

소 측면에서 더 큰 영향을 미칠 수 있음을 시사한다.

도 47은 식품 분말 및 물로 처리된 야생형(WT) 및 에탄올 아민 녹아웃 마우스(KO)의 체질량 변화 평가를 보여준[0869]

다. 실험은 24 주령 Pcyt2 녹아웃 마우스(KO) 및 한배 대조군(littermate controls)으로 수행되었다. 처리되지

않은(U) 그룹의 KO 및 야생형 마우스(각각 n = 4-6)는 처리 시점에 위관 영양법으로 100uL의 물을 제공받았다.

처리된(T) 그룹의 KO 및 야생형(WT) 마우스(각각 n = 4-6)에 100 ug의 식품 분말(100uL 물에서)을 주 5 회 투

여하였다. 모든 그룹의 구강 위관 영양은 8 주 동안 지속되었다. 처리 기간이 끝날 때 마우스를 희생시키고 분

석을 위해 혈액 및 조직 샘플을 수집했다. 별은 상당히 다른 값을 나타낸다(*-P <0.05; **-P <0.01). 이러한 결

과는 식품 분말 처리가 체중 증가를 예방하는 데 상당한 효과가있을 수 있음을 시사한다. 유전적으로 손상되어

비만을 초래할 수 있는 시스템에서, 식품 분말 소비는 체중을 유지하는 옵션이 될 수 있다. 식품 분말 처리는

건강에 해로운 식습관으로 인해 비만이 발생하는 사람들에게 중재 역할을 할 수도 있다.

도 48은 간에서 트리글리세라이드 수치의 변화에 대한 식품 분말 처리의 효과를 보여준다. 간 조직의 트리글리[0870]

세라이드 수준은 Wako L- 타입 TG M 분석 키트(Wako Life Sciences, CA, USA)를 사용하여 기술된 절차에 의해

평가되었다. 식품 분말 처리를 받은 야생형 마우스와 ETKO 마우스 모두에서 트리글리세라이드 수준의 현저한 감

소는 없다. 값은 세 개의 개별 샘플에서 얻은 평균 ± SEM이다. 식품 분말 처리된 비만 마우스에서 트리글리세

라이드 감소 경향이 있는 것으로 보인다. 식품 분말 처리에 의한 간 트리글리세라이드 감소는 대사 증후군을 나

타내는 개인에게 유익할 수 있다. 간에서 지질 축적은 지방간 질환과 관련된 증상이다. 식품 분말 성분은 그러

한 증상 및 관련 건강 문제를 적어도 부분적으로 역전시킬 수 있다.

도 49는 식품 분말 처리, 및 미처리 야생형 및 ETKO 마우스의 혈청 매개 변수를 나타낸다. 알부민, 글로불린 및[0871]

그 비율에는 큰 변화가 없었다. 총 단백질은 대조군과 치료군간에 유의한 차이가 없었다. 값은 3개의 독립적인

처리에서 얻은 평균 ± SEM이다. 이 데이터는 식품 분말 처리가 여러 생리적 매개 변수에 큰 변화를 일으키지

않음을 시사하며, 이는 그 작용이 특정 조건에 상대적으로 더 구체적 일 수 있음을 시사한다.

도 50은 식품 분말 처리, 및 미처리 야생형 및 ETKO 마우스의 혈청 매개 변수를 나타낸다. 포도당, 인 및 요소[0872]

수준에는 큰 변화가 없다. 식품 분말로 처리 한 비만 마우스의 트리글리세라이드 수치가 약간 감소한 것으로 보

인다. 값은 3 개의 개별 샘플의 평균 ± SEM이다. 이 데이터는 식품 분말 처리가 여러 생리적 매개 변수에 큰

변화를 일으키지 않음을 시사하며, 이는 그 작용이 특정 조건에 상대적으로 더 구체적일 수 있음을 시사합니다.

도 51은 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수준의 변[0873]

화를 보여준다. CCL 유형 케모카인은 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 작은 당 단백질로서, 단핵구(monocyte

s)를 염증 부위로 끌어 당긴다. CCL1(C-C motif chemokine ligand 1)과 그 패밀리 멤버(CCL2, CCL3, CCL5…)는

염증 과정에 관여한다. 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 마우스에서 CCL2 및 CCL 5의 현저한 감소가 관

찰되었다. ETKO 마우스에서 식품 분말 처리 후 이러한 케모카인의 감소를 보여주는 경향이 있지만, 이 테스트에

서는 크게 다르지 않다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사체 수준의 평균 ± SEM이다. CCL1은

CCR8에 결합하여 작용한다. CCL2(Monocyte Chemoattractant Protein 1; MCP1)는 또한 단핵구를 염증 부위로 끌

어  당기는  데  관여하며  수용체  CCR2  및  CCR4에  결합한다.  CCL3(Macrophage  inflammatory  protein  -Alpha;

MIP1-α)는 급성 염증과 백혈구의 유인에 관여한다. 그것은 수용체 CCR1, CCR4 및 CCR 5에 결합한다. CCL5는

CCR5 표면 수용체에 결합하고 염증 및 암 진행에 관여한다. 이 데이터는 식품 분말 처리가 이러한 염증 성분의
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하향 조절을 초래할 수 있음을 시사한다.

도 52는 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수준의 변[0874]

화를 보여준다. CCL 유형 케모카인은 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 작은 당 단백질로 단핵구를 염증 부위로

끌어  당긴다.  도면은  CCL6,  CCL7,  CCL17  및  CCL19의  전사체  수준  변화를  보여준다.  CCL6은  설치류에게

고유하며, 작용하는 동안 CCR 1에 결합할 수 있다. CCL6은 골수 세포 분화 동안 대식세포에서 발현된다. 식품

분말 처리에 대한 반응으로 야생형 마우스에서 CCL6, CCL 7 및 CCL17의 현저한 감소가 관찰되었다. ETKO 마우스

에서 CCL7의 현저한 감소가 관찰되었다. CCL 19는 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 전사체의 변화를 나타내지

않았다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. CCL6은 CCR1에 결합하여 작용

한다. CCL7은 또한 단핵구를 염증 부위로 끌어 당기는 데 관여하고 CCR2 수용체에 결합한다. CCL7 발현의 비정

상적인 수준은 종양 형성 및 MMP-2 활성화 및 전이와 관련이 있다. 따라서, CCL7의 하향 조절은 암 예방에 매우

유익할 가능성이 높다. CCL17은 림프구의 화학 유인에 관여하며 죽상 경화증(atherosclerosis) 및 염증성 장 질

환과 같은 염증성 질환의 유도에 관여한다. CCL19는 림프구 재순환에 관여한다. 전반적으로 이러한 결과는 염증

증가와 관련된 성분의 수준을 줄이는 것을 지지한다.

도 53은 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 CCL22 케모카인(chemotactic cytokines)의 전사체 수[0875]

준의 변화를 보여준다. CCL22는 종양과 종양이 T 세포에 침투하여 생성되어, 종양에 의한 면역 억제 및 면역 세

포 회피를 유발하여, 종양 진행을 돕는다. 면역 세포에서 CCL22 과-발현은 인터루킨-알파(Interleukin-apha)에

의해 발생한다. 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 CCL22 수준의 변화는 없었다.

데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 결과는 식품 분말 처리에 의한

CCL22 발현에 큰 영향이 없음을 시사한다.

도 54는 식품 분말로 처리된 야생형 및 ETKO 마우스에서 CCR 유형 수용체의 전사체 수준의 변화의 평가를 보여[0876]

준다. CCR 패밀리의 케모카인 수용체는 호산구(eosinophils), 호염기구(basophils), 림프구, 대식세포 및 수지

상 세포와 같은 혈액 세포에서 발현되며, 발현/활성의 향상은 염증 증가와 관련이 있다. CCR이 리간드 케모카인

(CCL 패밀리)에 결합할 때 많은 신호 전달 경로가 활성화된다. 식품 분말 처리는 야생형 및 ETKO 마우스 모두에

서 CCR1 및 CCR6의 발현 수준을 변경하지 않았다. 야생형 마우스의 CCR2 및 CCR 8은 식품 분말 처리에 대한 반

응으로 상당한 하향 조절을 보였으며, 이는 식품 분말이 CCR을 유발하는 염증 수준을 하향 조절할 수 있음을 시

사한다. 또한, 식품 분말을 먹인 ETKO 마우스에서 CCR8의 유의 한 하향 조절이 있었다. 따라서, 식품 분말 처리

에 대한 반응으로 케모카인 수치와 수용체 모두의 감소가 발생하는 것으로 보인다. 데이터는 세 개의 개별 마우

스의  샘플에서  전사  수준의  평균  ±  SEM이다.  도  55는  식품  분말로  처리된  야생형  및  ETKO  마우스에서

CSF(Colony stimulating factor)의 전사체 수준의 변화 평가를 보여준다. CSF는 과립구(granulocytes)/대식세

포(GM-CSF), 대식세포(M-CSF) 및 과립구(G-CSF)에 의해 생성되는 사이토카인이다. 발현/활성의 향상은 염증 증

가와 관련이 있으며, 하향 조절은 염증 및 자가 면역 질환을 줄이는 데 도움이 된다. CSF 수준은 야생형 마우스

와 식품 분말 처리된 마우스에서 유사했다. CSF3는 ETKO 마우스에서 상향 조절되었으며, 이는 비만의 발생과 잠

재적인 연관성이 있다. 식품 분말로 처리하면 CSF 수준이 야생형 마우스에서 관찰된 수준에 가까워졌다. 케모카

인 수치와 수용체 모두의 감소는 식품 분말 처리에 대한 반응으로 발생하는 것으로 보인다. CD40LG는 면역 세포

표면에 국한된 CD40 단백질의 리간드이며, 이 단백질의 발현 증가는 여러 암 발병과 관련하여 염증 증가와 관련

이 있다. 혈관 내피에서 혈소판에 의한 CD40 리간드 분비의 증가는 플라크 세포의 형성과 동맥의 막힘을 유도하

는 ROS의 생성을 증가시키는 것으로 보인다. 식품 분말로 처리된 마우스에서 CD40 리간드의 발현이 현저하게 감

소하여 그 수준이 야생형에 가깝게 되었다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM

이다. 

도 56은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 CXC 모티프 케모카인의 변화 평가를 보여준다. CXCl[0877]

유형 케모카인:  CXCL  케모카인은 면역원성 세포 표면의 CXCR  유형 수용체에 결합하여 그 작용을 유도한다.

CXCL1(CXC 모티프 리간드 1) 및 그 수용체 CXCR-2를 통한 작용은 염증에 중요한 역할을 한다. CXCL 1은 야생형

마우스에서 현저하게 하향 조절된 반면, ETKO 마우스는 식품 분말 처리에 대한 반응에서 유의한 변화를 나타내

지 않았다. CXCL 10 및 그 수용체 CXCR3은 기관 특정 질환(organ specific diseases)(제1 형 당뇨병), 및 류마

티스 관절염과 같은 전신 자가 면역 질환을 포함하여 자가 면역 질환 발생 중에 발생하는 병리와 관련이 있다.

인터페론과 TNF는 CXCL10의 생성을 활성화시켜 TH1 림프구를 활성화시\킨다. CXCL 10은 야생형 마우스에서 현저

하게 하향 조절된 반면, ETKO 마우스는 음식 처리에 대한 반응에서 어떠한 변화도 보이지 않았다. CXCL-12(CXC-

motif ligand -12, stromal cell-derived factor 1 또는 SDF 1)는 수용체 CXC-R 4에 결합하는 케모카인이다.

CXCL-12는 다양한 조직에서 발현되며 발달에 중요하다. CXCL-12의 과발현은 염증을 유발하고 백혈구에 대해 높
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은 화학 주성(chemotactic)(신경염증)이다. CXCL 12는 췌장암, 다발성 경화증, 알츠하이머 병 등에 대한 임상

마커이다. CXCL-12는 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생형 마우스에서 하향 조절되었다. 데이터는 3개의 개

별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 결과는 동일한 처리에 대한 야생형 마우스와 ETKO 마우

스의 상이한 반응을 보여준다. 이론에 얽매이지 않고 비만은 항염증제에 대한 반응 패턴을 바꿀 수 있다.

도 57은 CXC- 리간드 전사 수준에 대한 식품 처리 효과의 평가를 보여준다. CXCl-5는 인터루킨과 TNF 알파에 의[0878]

해 자극된 염증 동안 생성된다. CXC 수용체 2에 결합한다. 세포 증식에 중요한 역할을 하여 운동성과 혈관 신생

을 향상시키는 것으로 여겨진다. 미처리 및 식품 분말 처리 야생형 마우스와 ETKO 마우스 사이에 CXCL 5에는 변

화가 없다. CXCL 15는 폐 표피 세포, 장 세포 등에서 발현되는 케모카인이며 염증과 관련이 있다. 미처리 및 식

품 분말 처리 야생형 마우스와 ETKO 마우스 사이에 CXL15의 전사체 수준에는 변화가 없었다. 데이터는 세 개의

개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 유전자는 식품 분말 처리에 반응하지 않았으며, 이는

그 작용의 특정 특성을 나타낸다.

도 58은 CXCR(CXC 모티프 케모카인 수용체, 면역 활성 혈액 세포를 유인하고 염증을 유도함으로써 케모카인 패[0879]

밀리의 CXC 리간드 및 및 인터루킨에 결합함)을 보여준다. CXCR-2의 수준은 야생형 마우스에서 식품 분말 처리

에 의해 현저하게 감소했다.  ETKO  마우스에서는 변화가 관찰되지 않았다.  야생형 및 ETKO  마우스 모두에서

CXCR-5 및 3 및 CXCR5에 차이가 없었다. 결과는 리간드(C-C; C-X-C- 모티프)를 제외하고 수용체들이 식품 분말

처리에 의해 조절될 수 있으며, 이는 염증의 더 나은 하향 조절을 제공할 수 있음을 시사한다. 종양 괴사 인자

계열의 수용체는 염증과 관련된 또 다른 수용체 그룹이며, 여러 천연 생성물이 TNF 알파 연결 신호 전달 경로를

하향 조절하는 것으로 알려져 있다. FAS 리간드(FAS L)는 TNF 수퍼 패밀리에 속하며 수용체에 결합하면 세포 사

멸(apoptosis)을 시작한다. 야생형 마우스와 ETKO 마우스 모두에서 식품 분말 처리 후 FAS L 수준에 유의한 차

이는 없다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 식품 분말 처리는 테스트

된 조건에서 이러한 유전자의 발현에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

도 59는 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화를 평가한 것이다. 인터[0880]

루킨은 면역 기능에 관여하는 사이토카인이고, 일부 인터루킨은 전 염증성(IL17)이고, 다른 것들은 항 염증 기

능(IL10)을 가지고 있다. 그것들은 정상 조건에서 그리고 질병을 일으키는 유기체에 직면할 때 면역 기능을 매

개한다.  식품  분말로  처리한  야생형  마우스의  IL  1A,  IL  1B  및  IL  7의  발현  수준에서  현저한  감소가

관찰되었다. 이러한 인터루킨의 수준은 식품 분말 처리에 대한 반응으로 유사하게 유지되었다. IL4의 발현 수준

은 미처리 및 식품 분말 처리 야생형 및 ETKO 마우스에서 유사하게 유지되었다. 데이터는 세 개의 개별 마우스

의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 결과는 야생형 마우스와 ETKO 마우스의 발현 패턴의 차이를 시사

한다.

도 60은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화를 평가한 것이다. 인터[0881]

루킨은 정상적인 조건에서 그리고 질병을 일으키는 유기체에 직면할 때 면역 기능을 매개한다. IL11,  IL13,

IL2rb 및 IL17f의 발현 수준에는 변화가 없었으며 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 식품 분말 처리 후 변화하지

않았다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ± SEM이다. 이 결과는 식품 분말 처리가

모든 유전자 발현에 변화를 일으키지는 않지만, 야생형 마우스와 ETKO 마우스 모두에서 상대적으로 더 많이 표

적화 됨을 시사한다.

도 61은 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말 처리에 대한 반응으로서 인터루킨의 변화 평가를 보여준다. 야생[0882]

형 마우스와 ETKO 마우스 모두 식품 분말 처리 후 IL21의 발현 수준에는 변화가 없었다. 인터페론 감마(IFNG)는

바이러스 제제에 대한 반응에 관여하는 또 다른 사이토카인이다. 야생형 및 ETKO 마우스 모두에서 식품 분말 처

리에  대한  IFNG  수준의  변화는  없었다.  데이터는  세  개의  개별  마우스의  샘플에서  전사  수준의  평균  ±

SEM이다. 이러한 결과는 유전자 발현을 변화시키는 식품 분말의 표적화된 작용을 시사한다.

도 62는 야생형 및 ETKO 마우스에서 식품 분말로 처리하는 동안 반응과 관련하여 종양 괴사 인자 수퍼 패밀리[0883]

구성원의  전사체  수준의  변화  평가를  보여준다.  LTB(Lymphotoxin  B:  Lymphotoxin  Beta(TNF  Superfamily,

Member 3))는 막 단백질이며 염증 반응을 유도한다. LTB 전사체의 수준은 식품 분말 처리에 대한 반응으로 야생

형  마우스에서  하향  조절되었다.  식품  분말로  처리한  ETKO  마우스에서  LTB  전사체  수준의  변화는  없었다

TNFSF11, TNFSF11b 및 TNFS113b와 같은 다른 TNF 수퍼 패밀리 구성원의 전사체 수준은 야생형 및 ETKO 마우스

모두에서 식품 분말 처리 후 변하지 않았다. 데이터는 세 개의 개별 마우스의 샘플에서 전사 수준의 평균 ±

SEM이다. 

야생형 마우스가 염증성 사이토카인과 그 수용체를 하향 조절함으로써 식품 분말 처리에 반응했고, 어떤 경우에[0884]
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는 비만 마우스보다 훨씬 더 많았다는 점은 흥미롭다. 이것은 식품 분말이 정상 마우스에서도 염증을 하향 조절

하는 데 특히 효과적일 수 있음을 시사한다. 염증의 하향 조절은 여러 만성 질환의 예방과 매우 관련이 있기 때

문에, 유사한 식품 분말 처리(즉, 섭취)가 인간 및/또는 다른 동물의 여러 만성 질환에 유익할 수 있다.

실시예 5 - 나노 입자 및 나노 섬유에 대한 유기 분자 결합의 pH 의존성[0885]

수성 조건 하에서 나노 섬유 및 나노 입자에 대한 유기 분자의 결합 능력을 평가하기 위한 실험이 수행되었다.[0886]

나노 섬유와 나노 입자 모두의 주요 성분은 폴리갈락투론산(PG) 중합체(아래 참조)와, 자일란 및 아라비난과 같

은 기타 소량의 탄수화물 중합체이다. PG의 카르복실산 모이어티는 pKa가 4에 가까운, 수용액 중 PG에 높은 산

성 특성을 제공한다. 이 pH에서 대부분의 카르복실산은 해리된 형태 (COO-)가 될 것이다. 이것은 다중 가닥 구

조에서 개별 가닥을 반발(repel)하는 경향이 있을 수 있으며, 아마도 리간드 분자의 결합 증가를 촉진할 수 있

다.

[0887]

이 가능성을 테스트하기 위해, 나노 섬유와 나노 입자를 염료와 함께 배양하고 결합력을 모니터링했다. 나노 섬[0888]

유의  경우,  칼세인(Ex  490;  Em-515)이  사용되었으며,  나노  입자의  경우  dylight(Ex  650;  Em  680)가

사용되었다. 나노 입자에는 폴리 페놀이 포함되어 있기 때문에, 스펙트럼의 녹색-오렌지 영역에서 방출을 억제

하는 경향이 있다. 따라서, 600nm 이상의 흡수/방출 특성을 가진 dylight가 사용되었다. 이 두 염료는 나노 입

자와 나노 섬유에 의해 통합된다.

나노 섬유(10mg)를 물 10ml에 용해시켰다. 나노 입자는 또한 10ml의 물에 10mg의 분말을 함유했다. (이 두 제제[0889]

사이에 조성, 작용기 등의 측면에서 동등성이 없을 가능성이 높다). 나노 섬유는 5mg의 칼세인(10ml)과 혼합되

었다. 나노 입자 용액은 10ml에 200μg 당량의 dylight와 혼합되었다.

용액을 3 시간 동안 부드럽게 혼합하고 pH 4 내지 pH 7 범위의 서로 다른 pH의 완충액에 대해 밤새 투석된 100[0890]

μl의 분획물로 분리했다. 투석된 나노 섬유 및 나노 입자 용액을 2ml로 희석하고 흡광도를 염료(490 nm에서 칼

세인; 652 nm에서 dylight)에 대해 λmax에서 측정했다. 대조군을 제공하기 위해 나노 섬유 및 나노 입자 용액

에서와 같이 칼세인 및 dylight 용액은 비례적으로 희석되었다. 결과는 다음 표 6 및 7에 나타낸다.

표 6: 나노 섬유(NF) 샘플 - 염료로서 칼세인.[0891]

표 6

샘플 ID[0892]  λMax OD 블랭크 흡수에 대한
변화% 

칼세인 + water 491.5 1.121 대조군

칼세인 + 완충액 pH 4.0 472.5 0.444 대조군

투석된 NF (pH 4.0 + 칼세인) 472.5 1.090 145.5

칼세인 + 완충액 pH 6.0 491.5 0.927 대조군

투석된 NF (pH 6.0 + 칼세인) 491 2.010 116.83

칼세인 + 완충액 pH 6.5 492 1.250 대조군

투석된 NF (pH 6.5 + 칼세인) 492 2.230 78.4

칼세인+ 완충액 pH 7.0 492 1.390 대조군

투석된 NF (pH 7.0 + 칼세인) 491.5 2.474 78

pH 4 내지 pH 7에서 칼세인 흡수가 pH 의존적으로 증가했다. 칼세인 흡수는 pH 4-6 영역에서 가장 높았으며 그[0893]
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이상에서는 접합이 감소했을 것이다. 결합은 pH  4-6  범위에서 최대였으며, 나노 섬유가 없는 대조군에 비해

145% 및 116% 증가했다. 모든 카르복실산 기가 완전히 해리되면 pH가 증가함에 따라 효과적인 결합이 감소하는

경향이 있다. 이론에 제한되지 않고, 이것은 또한 더 높은 pH에서 나노 섬유 구조에서 구조적 유기산(예: 말산,

아스코르브 산 등)의 해리 때문일 수 있다.

표 7: 나노 입자 샘플 - 염료로서 Dylight 650.[0894]

표 7

샘플 ID[0895] λ Max OD 블랭크 흡수에 대한
변화% 

Dylight + 완충액 pH 4.0 652.5 0.3154 대조군

투석된 NP (pH 4.0 + Dylight) 652.5 0.2545 80.95

Dylight + 완충액 pH 6.0 652.5 0.3620 대조군

투석된 NP (pH 6.0 + Dylight) 652.5 0.2760 76.24

Dylight + 완충액 pH 6.5 652.5 0.4309 대조군

투석된 NP (pH 6.5 + Dylight) 652.5 0.2504 58.00

Dylight + 완충액 pH 7.0 652.5 0.3788 대조군

투석된 NP (pH 7.0 + Dylight) 652.5 0.3053 80.47

나노 입자와 dylight의 수용액을 3 시간 동안 부드럽게 혼합하고, pH 4 내지 pH 7 범위의 서로 다른 pH의 완충[0896]

액에  대해  밤새  투석된  100μl의  분획물을  분리하였다.  투석된  나노  입자  용액을  2ml로  희석하고  λ

max(652.5nm)에서 흡광도를 측정했다. Dylight 용액은 또한 각 pH 세트에 대한 제어를 제공하기 위해 투석된 나

노 입자 용액에서와 같이 비례적으로 희석되었다. 나노 입자의 존재 하에서, 테스트 된 조건 하에서, dylight로

부터의 흡광도는 pH와 관계없이 감소하는 경향이 있으며 pH와의 명확한 관계는 눈에 띄지 않았다. 이론에 제한

되지 않고, 이는 나노 입자가 밀접하게 연관된 구조이고, 자가 조립 후, 내부의 일부가 특정 성분에 효율적으로

결합하지 못할 수 있기 때문일 것입니다. 그러나 두 경우 모두, 광범위한 투석에도 불구하고 염료가 유지되었으

며, 이는 나노 입자와 나노 섬유에 의한 적재물 전달에 화학적 접합체가 필요하지 않을 수 있음을 시사한다. 그

러나 특정 실시형태에서, 단클론 항체 및/또는 다른 거대 분자와 같은 항체의 경우와 같이 적재물이 큰 경우 접

합이 바람직할 수 있다.

실시예 6 - 식품 분말로 처리된 간 절편의 마우스 연구[0897]

비만 마우스 모델에서 식품 분말 처리의 효과를 평가하기 위해 마우스를 대상으로 한 연구가 수행되었다. 실험[0898]

조건은 위에서 설명한 것과 같다. 절편은 에오신/헤마톡실린으로 염색되었다.

도 63은 식품 분말 처리가 있거나 없는 마우스의 간 절편을 보여준다. 패널 (A)는 미처리 야생형(WT) 마우스 간[0899]

절편을 보여준다. 나타난 바와 같이, 지질체가 거의 보이지 않는다. 패널 (B)는 식품 분말로 처리된 야생형(WT)

마우스 간 절편을 보여준다. 다시 말하지만, 지질체가 거의 보이지 않는다. 패널 (C)는 미처리 비만(KO) 마우스

간 절편을 보여준다. 이 패널에서, 선명한 원형 영역은 간에 널리 분포된 지질체이다. 패널 (D)는 식품 분말로

처리된 (KO) 마우스 간 절편을 보여준다. 선명한 원형 영역은 지질체이다. 조직 재생의 잠재적 영역은 화살표로

표시된다. 이러한 결과는 본원에 기술된 바와 같이 식품 분말로 처리된 비만 마우스에서 지질체의 명백한 감소

를 보여준다.

하나 이상의 예시적인 실시예가 예로서 설명되었다. 청구 범위에 정의된 바와 같은 본 발명의 범위를 벗어나지[0900]

않고 다수의 변형 및 수정이 이루어질 수 있다는 것은 당업자에게 이해될 것이다.
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