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(54) 발명의 명칭 질량스펙트럼 분석을 이용한 치료제 투여를 위한 암 환자 선별

(57) 요 약

질량스펙트럼 데이터 분석 및 분류 알고리즘을 이용한 방법은 고형 상피성 종양 암 환자가 수용체의 아고니스트,

Akt  또는  ERK/JNK/p38로부터의  상류  또는  Akt  또는  ERK/JNK/p38에서의  MAPK(mitogen-activated  protein

kinase), PI3K 또는 PKC(protein kinase C) 경로에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는, 예를

들어 EGFR 및/또는 HER2를 표적화하는, 치료제 또는 치료제의 조합으로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하

기 위한 능력을 제공한다. 상기 방법은 또한 암 환자가 EFGR를 표적화하는 치료제와 COX2를 표적화하는 치료제의

조합으로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 결정하고 또는 암 환자가 NF-κB 억제제로 치료를 통한 혜택을 얻을

수 있는지 아닌지를 결정하기 위한 능력을 제공한다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계를 수행하는 단계;

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위하여, 다른 고형

종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고

리즘에서 c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계를 포함하는, 

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt  또는 ERK/JNK/p38(extracellular  signal-regulated  kinases/c-Jun  amino-

terminal kinases/p38) 또는 PKC(protein kinase C)에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK(mitogen-activated

protein kinases), PI3K(phosphoinositide-3-kinase) 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체

또는 단백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위한

방법으로서, 상기 치료제 또는 치료제의 조합물이 상피성장인자 수용체-티로신 키나아제 억제제(EGFR-TKI)가 아

닌 방법.

청구항 2 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계를 수행하는 단계;

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 없는지를 확인하기 위하여, 다른 고형

종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고

리즘에서 c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계를 포함하는, 

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt  또는 ERK/JNK/p38(extracellular  signal-regulated  kinases/c-Jun  amino-

terminal kinases/p38) 또는 PKC(protein kinase C)에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK(mitogen-activated

protein kinases), PI3K(phosphoinositide-3-kinase) 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체

또는 단백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 없는지를 확인하기 위한

방법으로서, 상기 치료제 또는 치료제의 조합물이 상피성장인자 수용체-티로신 키나아제 억제제(EGFR-TKI)가 아

닌 방법.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제
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청구항 6 

삭제

청구항 7 

제 1항 또는 제 2항에 있어서,

상기 환자가 NF-κB(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 억제제로 치료를 통한

혜택을 얻을 수 있는지에 관한 등급 표지에 의해 추가로 확인되는 방법. 

청구항 8 

제 1항 또는 제 2항에 있어서,

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 방법:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 

12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 

65902 내지 67502.

청구항 9 

고형 상피성 종양 암 환자로부터의 혈액 기반 시료의 질량스펙트럼을 저장하는 기억장치; 및

a) 질량스펙트럼에 대한 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 미리 정의된 전처

리 단계들을 수행하고, b) 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에서 상기 질량스펙트럼 내의 피쳐의 통합 강도 수

치를 수득하고 및 c) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위하여, 다른

고형 상피성 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한

분류 알고리즘에서 b) 단계에서 수득한 수치를 이용하도록 설정된 소프트웨어 지시를 수행하는 처리기를 포함하

는, 

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt  또는 ERK/JNK/p38(extracellular  signal-regulated  kinases/c-Jun  amino-

terminal kinases/p38) 또는 PKC(protein kinase C)에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK(mitogen-activated

protein kinases), PI3K(phosphoinositide-3-kinase) 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체

또는 단백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하도록 설

정된 장치로서, 상기 치료제 또는 치료제의 조합물이 상피성장인자 수용체-티로신 키나아제 억제제(EGFR-TKI)가

아닌 장치.

청구항 10 

고형 상피성 종양 암 환자로부터의 혈액 기반 시료의 질량스펙트럼을 저장하는 기억장치; 및

a) 질량스펙트럼에 대해 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 미리 정의된 전처
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리 단계들을 수행하고, b) 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에서 상기 질량스펙트럼 내의 피쳐의 통합 강도 수

치를 수득하고 및 c) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 혜택을 얻을 수 없는지를 확인하기 위하여, 다른

고형 상피성 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한

분류 알고리즘에서 b) 단계에서 수득한 수치를 이용하도록 설정된 소프트웨어 지시를 수행하는 처리기를 포함하

는,

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt  또는 ERK/JNK/p38(extracellular  signal-regulated  kinases/c-Jun  amino-

terminal kinases/p38) 또는 PKC(protein kinase C)에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK(mitogen-activated

protein kinases), PI3K(phosphoinositide-3-kinase) 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체

또는 단백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 없는지를 확인하도록 설

정된 장치로서, 상기 치료제 또는 치료제의 조합물이 상피성장인자 수용체-티로신 키나아제 억제제(EGFR-TKI)가

아닌 장치.

청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

제 9항 또는 제 10항에 있어서, 

상기 환자가 NF-κB(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 억제제로 치료를 통한

혜택을 얻을 수 있는지에 관하여 추가로 확인되는 장치. 

청구항 16 

제 9항 또는 제 10항에 있어서,

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 장치:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 

12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 
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65902 내지 67502.

청구항 17 

a) 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계;

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및

d) 환자가 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제 및 EGFR(epidermal growth factor receptor) 억제제의 조합물의 투

여에 의한 치료로 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위하여, 다른 고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로

부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 c) 단계에서 수득한

수치를 이용하는 단계를 포함하는, 

암 환자가 COX2 억제제 및 EGFR 억제제의 조합물의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지를 예측하기 위한 방법.

청구항 18 

제 17항에 있어서,

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 방법:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 

12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 

65902 내지 67502.

청구항 19 

제 1항 또는 제 2항에 있어서,

상기 방법은 연구실 시험 센터에서 수행되는 방법. 

청구항 20 

제 17항에 있어서,

상기 방법은 연구실 시험 센터에서 수행되는 방법.

청구항 21 

암 환자로부터의 혈액 기반 시료의 질량스펙트럼을 저장하는 기억장치; 및

a) 질량스펙트럼에 대해 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 미리 정의된 전처

리 단계들을 수행하고, b) 상기 a) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의
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미리  정의된  m/z  범위에서  상기  스펙트럼  내의  선택된  피쳐의  통합  강도  수치를  수득하고;  및  c)  환자가

COX2(cyclooxygenase 2) 억제제 및 EGFR(epidermal growth factor receptor) 억제제의 조합물의 투여로 치료를

통한 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위하여, 다른 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스

펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 b) 단계에서 수득한 수치를 이용하도록 설정된

소프트웨어 지시를 수행하는 처리기를 포함하는, 

암 환자가 COX2 억제제 및 EGFR 억제제의 조합물의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지를 예측하도록 설정된 장치.

청구항 22 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 미

리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계;

c) b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에 있는

상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및

d) 환자가 상피성장인자 수용체 표적화 약물로부터 혜택을 얻을 수 없을 것으로 예측되는 암 환자의 하위 그룹

의 구성원인지를 확인하기 위하여, 다른 고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스

펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계를 포

함하는, 

고형 상피성 암 환자가 상피성장인자 수용체 표적화 약물로부터 혜택을 얻을 수 없을 것으로 예측되는 암 환자

의 하위 그룹의 구성원인지를 확인하는 방법. 

청구항 23 

제 22항에 있어서,

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 방법:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 

12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 

65902 내지 67502.

청구항 24 

제 22항에 있어서, 상기 암 환자가 비소세포성 폐암을 갖는 방법. 

청구항 25 

제 22항에 있어서, 상기 암 환자가 유방암을 갖는 방법.

청구항 26 
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a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계를 수행하는 단계;

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위하여, 다른 고형 종양 환자의

혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 c)

단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계로서, 상기 치료제의 조합물이 티로신 키나아제 억제제(TKI) 및 간세포

성장인자 수용체(HGFR) 억제제, 또는 티로신 키나아제 억제제 및 MET 억제제를 포함하는 단계를 포함하는, 

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt 또는 ERK/JNK/p38 또는 PKC에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK, PI3K 또는

PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체 또는 단백질을 표적화하는 치료제의 조합물로 치료한 경우

혜택을 얻을 수 있는지를 확인하기 위한 방법.

청구항 27 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계;

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 배경 제거, 조정 및 표준화로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계를 수행하는 단계;

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 없는지를 확인하기 위하여, 다른 고형 종양 환자의

혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 c)

단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계로서, 상기 치료제의 조합물이 티로신 키나아제 억제제(TKI) 및 간세포

성장인자 수용체(HGFR) 억제제, 또는 티로신 키나아제 억제제 및 MET 억제제를 포함하는 단계를 포함하는, 

고형 상피성 종양 암 환자가, Akt 또는 ERK/JNK/p38 또는 PKC에서의, 또는 그들의 상류에서의 MAPK, PI3K 또는

PKC 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체 또는 단백질을 표적화하는 치료제의 조합물로 치료한 경우

혜택을 얻을 수 없는지를 확인하기 위한 방법.

청구항 28 

제 26항 또는 제 27항에 있어서, 

상기 HGFR 억제제가 HGF를 표적화하는 단일클론항체 약물을 포함하는 방법. 

청구항 29 

제 28항에 있어서, 

상기 단일클론항체 약물이 AV-299를 포함하는 방법. 

청구항 30 

제 26항 또는 제 27항에 있어서, 

상기 TKI가 상피성장인자 수용체-티로신 키나아제 억제제(EGFR-TKI)를 포함하는 방법. 

청구항 31 

제 30항에 있어서, 

상기 EGFR-TKI가  엘로티닙(erlotinib),  게피티닙(gefitinib)  및  세툭시맵(cetuximab)으로 구성된 군으로부터

선택되는 방법. 

청구항 32 
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제 26항 또는 제 27항에 있어서, 

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 방법:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 

12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 

65902 내지 67502.

청구항 33 

제 21항에 있어서, 

상기 암 환자가 고형 상피성 종양 암 환자인 장치. 

청구항 34 

제 17항에 있어서, 

상기 환자가 NF-κB 억제제로 치료를 통한 혜택을 얻을 수 있는지에 관한 등급 표지에 의해 추가로 확인되는 방

법.

청구항 35 

제 21항에 있어서, 

상기 환자가 NF-κB 억제제로 치료를 통한 혜택을 얻을 수 있는지에 관하여 추가로 확인되는 장치.

청구항 36 

제 21항에 있어서, 

상기 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위는 다음으로 구성된 m/z 범위의 그룹에서 선택되는 장치:

5732 내지 5795 

5811 내지 5875 

6398 내지 6469 

11376 내지 11515 

11459 내지 11599 

11614 내지 11756 

11687 내지 11831 

11830 내지 11976 
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12375 내지 12529 

23183 내지 23525 

23279 내지 23622 및 

65902 내지 67502.

청구항 37 

제 17항에 있어서,

상기 분류 알고리즘은 환자가 EGFR 억제제와 함께 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제로 치료한 경우 혜택을 얻을

수 있는지를 확인하는 등급 표지를 생산하는 방법. 

청구항 38 

제 17항에 있어서,

상기 분류 알고리즘은 환자가 EGFR 억제제를 표적화하는 치료제만으로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 없는지를 확

인하는 등급 표지를 생산하는 방법.

청구항 39 

제 17항에 있어서, 

상기 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제는 셀레콕시브를 포함하는 방법.

청구항 40 

제 17항에 있어서, 

상기 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제는 로페콕시브를 포함하는 방법.

청구항 41 

제 21항에 있어서,

상기 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제는 셀레콕시브를 포함하는 장치.

청구항 42 

제 21항에 있어서,

상기 COX2(cyclooxygenase 2) 억제제는 로페콕시브를 포함하는 장치.

발명의 설명

기 술 분 야

우선권[0001]

본 출원은 2010년 2월 24일에 출원된 미국 가출원 번호 61/338,938의 35 U.S.C. §§1 19(e)의 우선권의 이익[0002]

을 주장하고, 그 내용은 본 명세서에서 통합된다.  

본 발명은 특정 유형 및 등급의 약물, 및/또는 그들의 조합의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 예측하기[0003]

위한 방법 및 시스템에 관한 것이다. 상기 방법 및 시스템은 환자의 혈액 기반 시료로부터 수득한 질량스펙트럼

데이터 및 질량스펙트럼 데이터를 작동하는 분류기로 구성된 컴퓨터를 사용하는 것을 수반한다.

배 경 기 술
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본 발명의 양수인, 바이오디식스 인크는 비세포성 폐암(NSCLC) 환자가 약물을 표적화하는 상피성장인자 수용체[0004]

(EGFR) 경로의 치료로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 예측하는 베리스트래트로 알려진 시험을 개발하였다. 이

실험은 본 명세서에서 참조로써 통합되는 내용인 미국 특허 7,736,905에 기술되어 있다. 이 시험은 또한 본 명

세서에서 참조로써 통합되는 내용인 Taguchi F. 등
1
에 기재되어 있다. 이 시험의 추가적인 적용은 본 명세서에

서 참조로써 통합되는 내용인 미국 특허 7,858,390; 7,858,389 및 7,867,775에 또한 기술되어 있다.

간단히, 베리스트래트 시험은 암 환자의 혈청 및/또는 혈장시료에 기초한다. MALDI-TOF 질량분석법 및 컴퓨터에[0005]

서 시행되는 데이터 분석 알고리즘의 조합을 통해, 그것은 미리 정의된 m/z 범위에서 여덟 개의 통합 피크 강도

세트를 트레이닝 집단으로부터의 것들과 비교하고 환자시료에 대해 등급 표지를 생산한다:  베리스트래트 "좋

음", 베리스트래트 "나쁨", 또는 베리스트래트 "중간". 다양한 임상 비준 연구에서, 선-치료 혈청/혈장이 베리

스트래트 "좋음"이었던 환자는 그 시료가 베리스트래트 "나쁨" 특징을 나타내는 환자 보다 상피성장인자 수용체

억제제 약물을 이용하여 치료할 때 상당히 더 좋은 결과를 나타내는 것이 밝혀졌다. 몇몇 경우에는(2% 이하),

베리스트래트 중간표지 결과를 초래하면서 아무런 결정이 내려질 수 없다. 베리스트래트는 본 발명의 양수인,

바이오디식스 인크로부터 상업적으로 이용가능하고 비소세포성 폐암 환자의 치료 선별에 사용된다. 

대부분의 현대 바이오마커-기반 시험은 종양 유형 및 조직학, 특정 개입, 및 임상 병리학적 인자와 매우 특이적[0006]

으로 관련이 있다. 예를들어, EGFR 도메인에서의 돌연변이에 대한 시험, KRAS 돌연변이 및 FISH(Fluorescence

In-Situ Hybridization)를 통한 유전자 복제수 분석과 같은 종양 조직에 기초한 유전자 검사는 매우 특이적 표

시만으로 일하는 것으로 보인다. EGFR 돌연변이는 선암종과 NSCLS 첫 번째 라인에서 게피티닙 반응에 대한 암시

를 줄 수 있는 반면, 그것들은 NSCLS 유형에서의 돌연변이는 매우 희귀하기 때문에 편평상피세포 암종에 대한

유사한 이용을 나타내지 않는다. KRAS 돌연변이는 대장암에서 세툭시맵과 반응과 관련있을 수 있지만, 이것을

NSCLC로 변경하려는 시도는 실패하여 왔다. 머리와 목(SCCHN)의 편평상피세포 암에 대한 EGFR 억제제(EGFRI)의

혜택에 대한 마커는 알려진 바가 없다. 이러한 유전자 검사의 제한성은 발암의 복잡한 메커니즘의 극히 작은 부

분인 특정 돌연변이에 대한 집중과 연관될 수 있다. 또한, 이러한 시험 모두는 환원주의자의 관점, 예를 들어

종양 생물학을 단지 종양 세포로 줄이고, 종양 세포와 혈관 지지 시스템의 상피세포, 세포외 기질, 염증 세포와

같은 면역시스템 요소 및 암과 관련된 만성 염증 메커니즘에 관여하는 다양한 케모카인 및 사이토카인으로 구성

된 종양 미세환경 사이의 중요한 상호작용을 무시하는 것에 기초하고 있다.  

발명의 내용

본 명세서에 있어서, 본 발명자들은 종양 세포의 경로는 베리스트래트 "나쁨" 상피성 종양의 구별된 특징과 연[0007]

관되어 있는 것에 관한 이해와 그 증거를 제시한다. 본 명세서에서 제시된 이해의 증거는 임상적 증거, 현상학

적 증거, 문헌 분석 및 암 환자의 혈청 시료의 질량분석법에 기초한 분자적 증거를 포함하는 여러 원인에 기초

한다. 본 명세서에 기재된 구현의 결과는 암 환자가 아래 자세히 기재된 특정 분류의 약물 또는 그들의 조합으

로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 예측하기 위한 새로운 방법(현실적 시험)의 형태를 가질 수 있다. 

간단히, 베리스트래트 "나쁨"으로 확인된 환자에 대하여, 베리스트래트 시험은 EGFR과 같은 성장 및 생존 인자[0008]

수용체 하류의 하나 이상의 경로, 표준 및 비표준MAPK (mitogen-activated protein kinases), PKC(단백질 인산

화효소 C)에 의해 조절되는 반응뿐 아니라 PI3K(phosphatidylinositol 3-kinases) 케스케이드를 포함하는 가능

한 후보 경로의 활성을 측정한다(도 2 참조). 화학요법 및 위약 대조군의 결과에 관한 가변성은 그들에 의한 이

러한 경로의 활성이 나쁜 예후를 초래할 수 있고, 세포 반응을 조절하고 염증 및 면역 반응에서의 기본적인 역

할을 수행하며 세포 증식 및 생존을 조절하는 NF-κΒ(활성화된 B-세포의 핵 인자 카파경쇄 인핸서)-중요한 전

사인자의 관여를 시사할 수 있음을 나타낸다. 그것은 또한 화학요법에 대한 반응에 관여되는 것으로 알려져 있

다. 

일반적인 문제로, 베리스트래트 시험은 나쁜 예후를 가지는 개체군의 부분집합을 확인하고 고형 상피성 종양 암[0009]

환자가  수용체  티로신  키나제(RTK)의  아고니스트,  Akt  또는  ERK/JNK/p38로부터의  상류  또는  Akt  또는

ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K(phosphatidylinositol 3-kinases) 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체 또는 단백

질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합으로 치료한 경우 구별되는 혜택을 얻을 수 있는지를 예
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측할 것이다. EGFR 억제제는 그러한 제제의 예시이다. 항-EGFR 제제로 혜택을 얻을 수 있을 것으로 예상되는 환

자는 베리스트래트 "좋음" 표지로 확인되고 반면에 항-EGFR 제제로 혜택을 얻을 수 없을 것으로 예상되는 환자

는 베리스트래트 "나쁨" 표지로 확인된다. 본 명세서에서 용어 MAPK (mitogen-activated protein kinase)는 하

나의 효소가 아니라 세 개 이상의 관련 케스케이드의 이름으로 사용된다(도 2 참조).

상기 내용의 당연한 결과로, 베리스트래트 "나쁨" 표지와 연관된 환자에 대하여, 베리스트래트 시험은 "나쁨"[0010]

환자를 나쁜 예후를 가지는 암 환자의 소집단으로 진단한다. 사실상, 베리스트래트 "나쁨" 환자는 베리스트래트

"좋음" 환자와는 다른 질병 상태를 가지는 것으로 여겨질 수 있다. 

더욱이, 베리스트래트 "좋음" 표지를 가지는 암 환자는 MAPK 경로에 관여하는 수용체의 아고니스트, 수용체 또[0011]

는 단백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합으로 치료를 통한 더 큰 혜택을 얻을 수 있다 한편 베리스트

래트 "나쁨" 표지를 가지는 환자는 그러한 치료제로 치료를 통한 임상적 혜택을 얻을 수 있을 것 같지 않다 반

면에, 베리스트래트 "나쁨" 환자는 하류, 독립된 수용체, 이러한 경로의 활성을 방해하는 치료제 또는 치료제의

조합으로 혜택을 얻을 수 있다.  

이러한 이해의 현실적인 적용은 첨부된 청구항에 나타난 바와 같이 여러가지 형태를 가질 수 있다. 그 방법은[0012]

암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼 데이터를 수득하고 분류기로 기능하는 프로그램 컴퓨터를 이용한

스펙트럼의 분석을 수반한다. 한 가지 형태로, 다음의 단계를 포함하는 고형 상피성 종양 암 환자가 RTK의 아고

니스트, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K 또는 PKC 경로에 관

여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합으로 치료한 경우 혜택을 얻을

수 있는지 아닌지를 확인하기 위한 방법이 제공된다: 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계; b) 상기 a) 단계에서 수[0013]

득한 질량스펙트럼에 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계; c) 상기 b) 단계에서 질량스펙

트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에 있는 상기 스펙트럼 내의 선

택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 d) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택

을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여, 다른 고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등

급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는

단계.

다른 구체예에서, 다음의 단계를 포함하는 암 환자가 COX2 억제제 및 EGFR 억제제의 조합물의 투여로 혜택을 얻[0014]

을 수 있는지 아닌지를 예측하기 위한 방법이 제공된다:

a) 암환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계; [0015]

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계; [0016]

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위에[0017]

있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 COX2 억제제 및EGFR 억제제의 조합물의 투여에 의한 치료로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하[0018]

기 위하여, 다른 고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 도를

이용하여 알고리즘을 분류하는 데c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계.

도면의 간단한 설명

도 1은 환자의 혈액 기반 시료에 대한 베리스트래트 시험을 수행하는 과정을 나타내는 흐름도이다.[0019]

도 2는 인간 세포에서 선별된 신호전달 경로를 나타내는 흐름도이다. 

도 3은 혈청 아밀로이드 A(SAA)의 선별된 생물학적 활성 및 암 과정 및 치료 저항성에 대한 가능한 역할을 나타

내는 것이다. 

도 4는 EGFR 신호전달 경로, 그 상호작용 및 SAA에 활성의 가능한 포인트를 나타내는 것이다.  

도 5는 문헌 [Yarden Y, Shilo BZ. SnapShot: EGFR signaling pathway. Cell 2007; 131: 1018]로부터의 EGFR

및 그 억제제를 포함하는 ErbB 패밀리 성장 인자 수용체를 나타내는 것이다. 
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도 6은 모든 공개된 베리스트래트 분석에 대한 치료 암(arm)에 의한 베리스트래트 좋음 및 나쁨 환자 사이의 헤

자드 비율을 나타내는 포레스트 플롯이다. 

도 7은 화학요법 치료를 받은 환자 및 그런 환자에 대한 베리스트래트 표지("좋음" 및 "나쁨")의 전체 생존(O

S)의 카프란-마이어 플롯(Kaplan-Meier plot)를 나타내는 것이다. 

도 8은 상이한 게피티닙 농도의 존재 하 베리스트래트 "나쁨" 및 베리스트래트 "좋음" 혈청에서 게피티닙 민감

성 세포주 HCC4006 및 게피티닙 저항성 세포주 A549의 성장 플롯이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0020]

본 명세서에서, 단수형 "하나의" "하나의" 및 "그"는 문맥상 명백히 달리 지시하지 않는 한 복수의 대상을 포함[0021]

한다.  

본 명세서에서, 용어 "고형 상피성 종양"은 필수적으로 제한되는 것은 아니나 NSCLC, SCCHN, 유방암, 신장암,[0022]

췌장암, 흑색종 및 대장암(CRC)을 포함한다. 

본 명세서에서, 용어 "수용체의 아고니스트, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에[0023]

서의 MAPK 경로 또는 PI3K 및 PKC 케스케이드에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제

또는 치료제의 조합"은 이에 한정되지는 않으나 EGFR (HER1), HER2, HER3, 및 HER4를 포함하는 erbB 수용체 패

밀리, VEGF 수용체 (VEGFR2), 간세포 성장 인자 수용체 (HGFR 또는 MET), G-단백질공역수용체, 인슐린 유사 성

장 인자 (IGF) 수용체, VEGF, TGFa 및 EGF와 같은 성장 인자 및 PI3K 케스케이드에서의 Akt 또는 그 상류의 임

의의 다른 단백질, 또는 ERK/JNK7 p38 MAPK, 또는 PKC 경로를 표적화하는 치료제 또는 제제를 포함한다. 또한,

본 명세서에서, 용어 "수용체의 아고니스트, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에

서의 MAPK 경로 또는 PI3K 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는

치료제의 조합"은 알려진 치료제뿐만 아니라 지금까지 발견되었거나 공개된 이러한 단백질을 표적화하는 치료제

를 포함한다. 더욱이, 상기 치료제의 조합은 그것들이 고형 상피성 종양의 치료를 위한 조합에 이미 사용되었든

아니든 간에 임의의 치료제의 조합을 포함한다. 치료제가 특정 단백질 또는 경로의 억제제로 확인되었더라도,

그러한 분류는 그 작용 메커니즘의 표현을 나타내는 것을 의미하는 것이 아님을 주목해야 한다. 왜냐하면 많은

이러한 제제의 작용 메커니즘은 완전히 이해되지 못하기 때문이다. 제한적인 리스트를 의미하는 것은 아니나 예

를 들어, 이러한 치료제는 다음을 포함한다:

(1) 티로신 키나제 억제제(TKIs): 현재 많은 약물이 판매되고 있고, 저분자 티로신 키나제 억제제로 분류된 임[0024]

상 실험 I-III 단계에 있다. 티로신 키나제 억제제는 상피성장인자 수용체(EGFR)와 같은 특정 분자 수용체를 표

적할 수 있고 또한 복합 수용체("복합 키나제 억제제"로 불림)를 표적할 수 있다. 이들은 이에 한정되지는 않으

나, 엘로티닙, 게피티닙, 소라페닙, 수니티닙, 파조파닙, 이마티닙, 니로티닙, 라파티닙을 포함한다. 

항체 기반의 억제제는 세툭시맵 (항-EGFR), 패니투무맵 (항-EGFR), 트라스투주맵(항-Her2)를 포함한다. [0025]

(2) HGFR 또는 MET 억제제: 현재 임상 시험 I-II 단계에 있는, MET 또는 P13K(MET 하류의 신호 변환 효소)를[0026]

억제하는 약물의 긴 목록이 있다. 이들은 다양한 정도로 평가되고 있으나 현재 임상적으로 사용되지는 않는다.

예를들어, XL880는 MET 및 VEGFR2의 강력한 억제제이다. 본 명세서에서, 용어 "MET 억제제"는 이에 한정되는 것

은 아니나 다음을 포함한다: AMG 208, AMG 102, ARQ 197, AV-299, MetMab, GSK 1363089 (XL880), EMD 1214063,

EMD 1204831, MGCD265, 크리조타닙(PF-02341066), PF-04217903, MP470. 

(3) COX2 억제제: 본 명세서에서, 용어 "COX2 억제제"는 이에 한정되는 것은 아니나 다음을 포함한다: 선택적[0027]

COX2 억제제: 쎄레콕시브, 로페콕시브, 발레콕시브, 루미라콕시브. 

(4) 이부프로펜, 아스피린, 인도메타신, 및 설린닥과 같은 COX1 및 COX2 모두를 억제하는 다른 비스테로이드 항[0028]

염증약물 (NSAIDs). 이와 같은 약물은 또한 NF-κΒ활성을 억제하는 것으로 보인다.  

(5) 다른 NF-κΒ 억제제. 본 명세서에서, 용어 "NF-κΒ 억제제"는 이에 한정되는 것은 아니나 삼산화 비소[0029]

(ATO), 탈리도마이드 및 그 유사체, 레스베라스톨을 포함한다. 또한, COX2 억제제는 또한 NF-kB 경로에 억제 효
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과를 가지는 것으로 알려져있다. 따라서, 이부프로펜, 아스피린, 인도메타신, 및 설린닥과 같은 NSAID는 NF-kB

활성을 억제하는 것으로 보여지고 따라서 NF-kB 억제제로 인식된다. 

 본 명세서에서, 용어 "VEGF 억제제"는 이에 한정되는 것은 아니나 다음을 포함한다:베바시쭈맵, 세다라닙, 악[0030]

시타닙, 모테사닙, BIBF 1120, 라무시루맵, VEGF 트랩, 리니파닙(ABT869), 티보자닙, BMS-690514, XL880, 수니

티닙, 소라페닙, Brivanib, XL- 184, 파조파닙을 포함한다. 

본 명세서에서, 용어 "표적 치료"는 수용체와 같은 특정 분자와 반응시키기 위하여, 특정 효소의 저분자 억제제[0031]

또는 단일클론항체와 같은  약물 또는  다른 물질을  사용하는  치료 유형을 의미한다.  그러한 예시로는 EGFR-

TKIs(엘로티닙, 게피티닙), 세툭시맵, 베바시쭈맵 등이 있다.

본 명세서에서, 용어 "비-표적 화학요법" 또는 "화학요법"은 DNA와 경합하거나(예를 들어, 시스플라틴, 카보플[0032]

라틴, 옥살리플라틴과 같은 알킬화제 또는 5-플루오라실 또는 페메트렉시드와 같은 항대사성물질 또는 이리노데

칸과  같은  토포이소머라제  억제제)  또는  세포  분열을  방해함으로써(예를  들어,  비노렐빈,  도세탁셀,

파클리탁셀) 세포의 빠른 분열을 방해하는 치료를 의미한다. 

본 명세서에서, 용어 "예후의"는 치료의 부재 또는 표준 치료의 적용에서 임상적 결과와 연관된 인자 또는 측정[0033]

을 의미한다. 그것은 질병의 자연적 이력의 측정으로 생각될 수 있다. 

용어 "예측의"는 특정 치료로 인한 혜택 또는 혜택의 결핍과 연관된 인자 또는 측정을 의미한다. 예측 인자는[0034]

예측 마커의 상태에 의존하는 치료로 인한 상이한 혜택을 의미한다
2
. 본 명세서에서, 용어 "질병 상태"는 상이한

예후 및/또는 치료에 대한 반응 및/또는 특정 분자 및/또는 대사 특징에 의해 특징화될 수 있는 진단 조건의 특

정 서브타입을 의미한다.

토의[0035]

본 발명자들은 베리스트래트 시험이 혈청 시료의 질량스펙트럼 데이터로부터 수득한 신호에 기초하고 있기 때문[0036]

에 현재 대부분의 바이오마커-기반의 시험과 대조적으로 암과 연관된 일반적 인자를 측정할 수 있다는 것을 발

견하였다. 이러한 사실은 아래에서 기술되는 베리스트래트 시험을 이용한 치료의 선택에 대한 새로운 실용적인

적용을  가능하게  한다.  특히,  베리스트래트  시험은  EGFR  억제의  작용  메커니즘에  상관없이,  베리스트래트

"좋음"으로 확인된 환자와 베리스트래트 "나쁨"으로 확인된 환자 사이에 생존 커브의 유사한 분리의 결과를 내

었다.  본  발명자들의  이전  연구에서,  베리스트래트  시험은  저분자  EGFR-티로신  키나제  억제제  게피티닙

(Iressa) 및 엘로티닙 (Tarceva)로 처리되고, 효소의 ATP 결합 부위를 방해함으로써 수용체를 억제하는 환자 시

료 세트를 사용하였다
1
. 본 발명자들은 NSCLC 및 대장암(CRC) 모두에서 EGFR 세툭시맵(Erbitux)를 표적화하는

다른 치료제에 대하여 베리스트래트 "좋음"으로 확인된 환자 및 베리스트래트 "나쁨"으로 확인된 환자 사이에

유사한 분리를 관측하였다
3
. 세툭시맵은 EGF 수용체를 직접적으로 방해하는 항체이다. 

또한, 베리스트래트 시험은 베리스트래트 "좋음"으로 확인된 환자 및 베리스트래트 "나쁨"으로 확인된 환자 사[0037]

이에서 임상병리학적 특징을 통하여 유사한 분리를 나타낸다. 예를 들어, 베리스트래트 시험은 그 종양이 선암

종인 환자뿐만 아니라 종양이 편평상피세포 암종인 환자에서도 사용될 수 있다. 

또한, 다양한 고형 상피성 종양에서 베리스트래트 시험은 베리스트래트 "좋음"으로 확인된 환자 및 베리스트래[0038]

트 "나쁨"으로 확인된 환자 사이에서 분리를 나타낸다. 본 발명자들은 이것을 NSCLC, 머리 및 목의 편평상피세

포 암(SCCHN) 및 CRC3에서 관측하였다. 

또한, 본 발명자들은 비표적 화학요법으로 처리된 환자에서 베리스트래트 시험 분류에 의한 생존 커브의 분리가[0039]

개체군, 개입 유형 및 종양 유형에 관한 세부사항에 의존하여 다양하다는 것을 발견하였다. 다른 세트에서는 분

리가 나타나지 않은 반면, 일부 비표적 화학요법 처리된 세트에서 분리의 증거가 있다. 또한 위약 암(placebo

arm)에서 강한 분리가 나타났다. 예를 들어, 베리스트래트 시험이 예후적 요소를 가지고 있음을 나타내는 비개

입.

도 6의 포레스트 플롯은 지금까지 공개되거나 존재하는 베리스트래트 시험의 모든 분석 데이터를 요약한다. 그[0040]

것은 연구되는 각 치료 암에 대한 베리스트래트 "좋음" 및 베리스트래트 "나쁨" 환자 간의 전체적인 생존에 대
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한 헤자드 비율(hazard ratio (HR))을 나타낸다. 상기 데이터는 치료 유형에 의존하여 그룹으로 나뉘는 것으로

보일 수 있다. 얻어진 헤자드 비율의 범위는 베리스트래트가 사실상 특정 치료 유형의 결과로 더 나은 또는 더

나쁜 결과를 나타내고 따라서 예측 능력을 갖는다는 것을 나타낸다. 

도 6에서, 치료제는 B=베바시쭈맵, C=세툭시맵, CT=화학요법, E=엘로티닙, G=게피티닙이다. 공개/발표는 문헌[0041]

[1] D. Carbone, 2nd European Lung Cancer Conference, April 2010, [2] data on file at Biodesix, updated

from F. Taguchi et al., J Natl Cancer Inst. 2007 Jun6;99(l J):838-846l , [3] C. Chung et al., Cancer

Epidemiol  Biomarkers  Prev.  2010  Feb;19(2):358-653  및 [4]  D.  Carbone  et  al.,  Lung  Cancer  2010  Sept;

69(3):337-3404 이다. 

비표적 화학요법 처리된 개체군의 재-분석은 명백한 분리가 탁산으로 처리된 개체군의 부분집합에서 관측되지[0042]

않음에도  불구하고,  탁산을  함유하지  않은  화학요법  레짐을  처리한  베리스트래트  "좋음"  및  베리스트래트

"나쁨" 그룹 간에 분리가 있음을 보여주었다(도 7 참조). 

시험이 그러한 큰 적용 범위를 가지는 것은 특이한 것이다.[0043]

요약하면, 다음의 결론을 상기 토의와 도 6 및 7로부터 얻는다: [0044]

1. 베리스트래트 시험은 베리스트래트 "좋음" 및 "나쁨"의 약 45개의 EGFR 억제제(EGFRI) 단일-치료 소집단 간[0045]

에 헤자드 비율의 분리를 보여준다. 

- EGFR 억제제의 작용 메커니즘과 관계없음, 예를 들어, 저분자 TKI (엘로티닙, 게피티닙) 및 항체 (수용체) 억[0046]

제제 기반 EGFRI, 예를 들어, 세툭시맵. 

- 조직학적 유형 예를 들어, 선암종 및 편평상피세포 암종과 관계 없음, 또한[0047]

- 장기, 예를 들어, NSCLC, SCCHN 및 CRC와 관계 없음. [0048]

2. 다른 개체군 특징과 중요한 관련성이 관측되지 않는다: [0049]

- 유전자 마커, 예를 들어 EGFR 돌연변이 상태 또는 KRAS 상태 없음 [0050]

- 성별 및 인종과 같은 개체군 특징 없음.[0051]

3. 베리스트래트는 치료를 받지 않은 베리스트래트 "나쁨" 및 베리스트래트 "좋음" 소집단 사이의 분리에 의해[0052]

나타나는 강력한 예후적 요소를 갖는다.

- 그러나, 베리스트래트 "나쁨" 소집단에서는 예를 들어, 엘로티닙 치료가 베리스트래트 "나쁨" 소집단에서 위[0053]

약 치료와 필수적으로 동등한 것과 같이, EGFRI 단독 투여의 치료 혜택이 측정되지 않는다. 반면, 베리스트래트

"좋음" 소집단에서는 EGFR 억제제의 치료 혜택이 측정된다. 

- 치료 조합의 효과는 특정 약물 조합 및 상호작용하는 경로에 대한 그 효과에 의존한다. [0054]

베리스트래트 "나쁨" 집단에서만 시료의 질량스펙트럼에서의 특정 피크가 관측된 것과 함께 이러한 모든 사실은[0055]

베리스트래트가 고형 상피성 종양에서 임상적 중요성(더 나쁜 결과)의 신규한 질병 상태를 정의한다는 결론을

가져온다. 관측된 현상은 베리스트래트 "나쁨" 종양의 분자 상태에 관한 일부 잠정적인 결론을 가능하게 한다:

EGFR 억제제가 이 등급의 환자에서 효과적이지 않고 그 효과가 TKI 및 항체 기반의 치료 모두에 대하여 동일하

기 때문에, 베리스트래트 "나쁨" 개체에서 수용체 및 티로신 키나제 도메인 아래의 경로 상태는 베리스트래트

 "좋음" 개체, 예를 들어 상향조절된 것과 상이할 수 있다. 본 발명자들은 KRAS 돌연변이 상태와 관련성을 관측

하지 못하였기 때문에, 영향을 받는 경로는 RAS 아래라고 결론을 내린다. 

상기 관측, 문헌 분석 및 다른 증거들에 기초하여, 본 발명자들은 본 명세서에서 종양 세포의 경로는 베리스트[0056]

래트 "나쁨" 상피성 종양의 구별된 특징에 연관되어 있다는 이해를 제시한다. 간단히, 본 발명자들은 베리스트

래트 "나쁨"으로 확인된 환자에서 베리스트래트 시험이 EGF와 같은 수용체 티로신 키나제(RTK)로부터 하류의 하

나 이상의 경로의 활성을 측정하는 것을 제안한다. 후보 경로는 표준 및 비표준 MAPK, PI3K/Akt뿐만 아니라 PKC

에 의해 조절되는 반응을 포함한다(200A 및 200B의 도 2 참조). 화학요법 및 위약 대조군의 결과에 관한 가변성

은 그들에 의한 이러한 경로의 활성이 나쁜 예후를 초래할 수 있고, 염증 과정과 암 진행에서 중요한 역할을 수

행하며 화학요법에 대한 반응에 관여하는 NF-κΒ 전사인자-세포생존의 중요한 조절자의 관여를 시사할 수 있음
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을 나타낸다. 

일반적인 문제로, 베리스트래트 시험은 더 나쁜 예후 (베리스트래트  "나쁨")를 가지는 개체군의 부분집합을 확[0057]

인하고 고형 상피성 종양 암 환자가 RTK의 아고니스트 또는 MAPK, PI3K/Akt 또는 PKC 케스케이드에 관여하는 단

백질을 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합으로의 치료를 통해 혜택을 얻는 고형 상피성 종양 암 환자를 예

측할 것이다. EGFR 억제제는 이와 같은 제제의 예시이다. 항-EGFR 제제로 혜택을 얻을 것으로 예측되는 환자는

베리스트래트 "좋음" 표지로 확인된다 반대로, 항-EGFR 제제로 혜택을 얻지 못할 것으로 예측되는 환자는 베리

스트래트 "나쁨" 표지로 확인된다. 베리스트래트 "나쁨" 표지를 가지는 환자는 MAPK 경로를 활성화시키는 수용

체를  표적화하는  치료제로  치료를  통한  임상적  혜택을  얻을  수  있을  것  같지  않다.  반면에,  베리스트래트

"나쁨" 환자는 하류, 독립된 수용체, 이러한 경로의 활성을 방해하는 치료제 또는 치료제의 조합으로 혜택을 얻

을 수 있다. 

본 명세서에서 용어 MAPK (mitogen-activate protein kinase)는 하나의 효소가 아니라 세 개 이상의 관련 케스[0058]

케이드의 이름으로 사용된다(도 2 참고). 

상기 내용의 당연한 결과로, 베리스트래트 "나쁨" 표지와 연관된 환자에 대하여, 베리스트래트 시험은 "나쁨"[0059]

환자를 나쁜 예후를 가지는 암 환자의 소집단으로 진단한다. 

현실의 결과는 암 환자가 약물의 특정 등급으로 혜택을 얻을 수 있을지 아닌지를 예측하기 위한 새로운 방법의[0060]

형태, 예를 들어, 실용적인 시험을 선택할 수 있다.  

하나의 실용적인 적용으로, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 고형 상피성 종양 암 환자가 수용체의 아고니스[0061]

트, RTK 및, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K/Akt 및 PKC와

같은 경로에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우

혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위한 방법이 제공된다:

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계 [0062]

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계 (예를 들[0063]

어, 배경 제거, 노이즈 추정, 표준화 및 스펙트럼 조정);

c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위[0064]

(및 바람직하게는 표 1에 기재된 m/z 피크에 상응하는 아래 기술된 m/z 범위)에 있는 상기 스펙트럼 내의 선택

된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계 및 

d) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여, 다른[0065]

고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용

한 분류 알고리즘(예를 들어, K-최단인접이웃)에서 c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계.

특정 예시로, 치료 레짐으로 EGFR-I에 COX2 억제제, 예를 들어 쎄레콕시브 또는 로페콕시브를 첨가하는 것은 베[0066]

리스트래트 분류에 따라 구별되는 결과를 가질 수 있다. 베리스트래트 시험은 따라서 COX2 억제제 및 EGFR-I를

포함하는 병용요법의 처방을 내리기 위한 지표로 활용될 수 있다. 

또 다른 특정 예시로, 베리스트래트 "나쁨" 신호는 NF-KB의 특정 활성과 연관된 것으로 알려져 있다. 따라서,[0067]

시험은 NF-κΒ 억제제로부터 최대한 혜택을 얻을 수 있는 환자를 선별하고, 이에 따라 불필요한 치료 및 관련

이환률을 감소시키는 데 사용될 수 있다. 

또 다른 구체 예시로, 베리스트래트 "나쁨" 특징은 아마도 그 과정에서 NF-kB 인자의 관여 때문에, 특정 비-표[0068]

적 화학요법, 특히 시스플라틴, 젬시타빈 또는 페메트렉스트와 같은 DNA 복제 및 유전자 발현을 방해하는 제제

로부터의 약간의 임상적 혜택과 연관된 것으로 알려져 있다. 

베리스트래트 "나쁨"으로 분류된 환자에 대하여, (1) COX2 억제제와 같이 하류, 독립된 수용체, MAPK 경로의 활[0069]

성을 방해하거나 (2) 염증 숙주 반응을 최소화하는 제제의 첨가 또는 크로스토크 경로 활성을 방해하는 다른 표

적 제제의 첨가는 표적 제제의 저항성을 극복시킬 수 있다.  
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베리스트래트 시험 [0070]

본 명세서에 따라 RTK 및, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K[0071]

및 PKC경로와 같은 경로의 아고니스트, 또는 PKC를 표적화하는 제제로써, 특정 치료제 또는 치료제의 조합으로

치료에 대한 환자를 선별하기 위하여 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료를 시험하기 위한 방법은 과정

100으로 도 1에 흐름도 형태로 나타나있다. 

과정  102에서,  혈청  또는  혈장  시료를  환자로부터  얻는다.  한  구체예에서,  혈청  시료는  세  엘리쿼트로[0072]

분리되고, 질량분석법 및 후속 단계 104, 106(서브스텝 108, 110 및 112를 포함하는), 114, 116 및 118이 각

엘리쿼트에 대하여 독립적으로 수행되었다. 엘리쿼트의 수는 예를 들어, 4, 5 또는 10 엘리쿼트로 다양할 수 있

고 각 엘리쿼트는 후속 진행 단계의 대상이 된다. 

과정 104에서, 시료(엘리쿼트)는 질량분석법의 대상이 된다. 질량분석법의 바람직한 방법은 MALDI-TOF 질량분석[0073]

법이지만, 다른 방법도 가능하다. 질량분석법은 당업계에서 통상적인, 많은 m/z 수치에서 강도 수치를 나타내는

데이터 포인트를 생산한다.  하나의 예시적인 구체예에서, 시료는 해동되고 4℃℃에서 5분 동안 1500rpm으로 원

심분리된다. 또한, 혈청 시료는 MilliQ 워터로 1 : 10 또는 1 :5로 희석될 수 있다. 희석 시료는 3회의 MALDI

플레이트에 무작위로 할당된 위치에 나타날 수 있다(예를 들어, 세 번의 상이한 MALDI 표적에 대하여). 0.75ul

의 희석 혈청이 MALDI 플레이트에 나타난 이후에, 35 mg/ml 시나핀산(50 % 아세토나이트릴 및 0.1% 트리플루오

로아세트산(TFA))의 0.75 ul이 첨가되고 피펫팅에 의해 5회 위아래로 혼합될 수 있다. 플레이트는 상온에서 건

조된다. 다른 기술 및 과정이 본 발명의 원칙에 따른 혈청을 준비하고 진행하는 데 이용될 수 있음을 이해하여

야 한다. 

질량스펙트럼은 스펙트럼의 자동화된 또는 매뉴얼 모음으로 Voyager DE-PRO 또는 DE-STR MALDI TOF 질량스펙트[0074]

럼을 이용하여 선형 모형에서 양이온을 위하여 획득된다. 75 또는 100 스펙트럼은 각 스펙트럼 표본에 대하여

평균 525 또는 500 스펙트럼을 생산하기 위하여 각 MALDI 스팟에서 7개 또는 5개 위치에서 수집된다. 스펙트럼

은 단백질 표준(인슐린(소)), 티오레톡신(대장균) 및 아포미글로빈(말)의 혼합을 이용하여 외면적으로 눈금 매

겨진다.  

과정 106에서, 과정 104에서 수득한 스펙트럼은 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계의 대상이다. 전처리 단계[0075]

106은 과정 104에서 수득된 질량스펙트럼 데이터에 작동하는 소프트웨어 지시를 이용하여 일반적 목적 컴퓨터에

서 시행된다. 전처리 단계106은 배경 제거(과정 108), 표준화(과정 110) 및 조정(과정 112)을 포함한다. 배경

제거 과정은 바람직하게 스펙트럼에서 배경의 로버스트, 비대칭적 추정치를 생산하는 데 관여하고 스펙트럼으로

부터 배경을 제거한다. 과정 108은 본 명세서에서 참조로써 통합되는 미국 특허 7,736,905 B2 및 미국 특허 출

원 공개 2005/0267689에 기술된 배경 제거 기술을 이용한다. 표준화 과정 110은 스펙트럼에서 제거된 배경의 표

준화를 수반한다. 표준화는 미국 특허 7,736,905에 기술된 바와 같이, 부분적 이온 흐름 표준화 또는 전체 이온

흐름 표준화 형태를 가질 수 있다. 과정 112는 미국 7,736,905에 기술된 바와 같이, 분류기에 의해 사용되는 트

레이닝 세트의 분석으로부터 수득될 수 있는 미리 정의된 질량 등급에 대한 표준화된, 배경 제거된 스펙트럼을

조정한다. 

전처리 단계 106이 수행되면, 과정 100은 미리 정의된 m/z 범위에 대한 스펙트럼에서 선별된 피쳐(피크)의 수치[0076]

를 수득하는 과정 114에 이르게 된다. 알고리즘을 발견하는 피크의 피크-너비 세팅을 이용하여, 표준화되고 배

경제거된 진폭은 이들 m/z 범위에 통합되고, 이러한 피쳐의 통합 수치로 조정된다(예를들어, 피쳐의 너비 사이

의 커브 아래 영역). 아무런 피크도 이러한 m/z 범위내에서 검출되지 않았던 스펙트럼에 대하여, 통합 범위는

현재 m/z 위치에서의 피크 너비에 상응하는 너비로 이 피쳐의 평균 m/z 위치주변의 간격으로 정의될 수 있다. 

이 과정은 미국 특허 7,736,905에 더 자세히 기술되어 있다.[0077]

과정 114에서, 미국 특허 7,736,905에 기술되어 있는 바와 같이, 스펙트럼에서 피쳐의 통합 수치는 하나 이상의[0078]

다음의 m/z 범위에서 수득된다:

5732 내지 5795 [0079]

5811 내지 5875 [0080]
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6398 내지 6469 [0081]

11376 내지 11515 [0082]

11459 내지 11599 [0083]

11614 내지 11756 [0084]

11687 내지 11831 [0085]

11830 내지 11976 [0086]

12375 내지 12529 [0087]

23183 내지 23525 [0088]

23279 내지 23622 및 [0089]

65902 내지 67502. [0090]

바람직한 구체예에서, 수치는 아래 표 1에 나타난 8개의 m/z 범위, 선택적으로 12개의 이들 모든 범위에서 수득[0091]

된다. 중요성, 이 피크의 발견 방법은 미국 특허 7,736,905에 설명되어 있다. 

과정116에서, 과정 114에서 수득한 수치는 분류기로 공급되고, 기술된 구체예에서 그것은 K-최단인접이웃(KNN)[0092]

분류기이다. 분류기는 다수의 다른 환자(암 환자 또는 다른 고형 상피성 암 환자, 예를 들어, HNSCC, 유방암 환

자일 수 있음). 로부터 등급 표지된 스펙트럼의 트레이닝 세트의 이용을 만든다. 114에서의 수치 및 트레이닝

세트에 대한 KNN 분류 알고리즘의 적용은 미국 특허 7,736,905에 설명되어 있다. 다른 분류기로는 확률적 KNN

분류기 또는 다른 분류기를 포함하여 사용될 수 있다. 

과정 118에서, 분류기는 스펙트럼 등급, "좋음", "나쁨" 또는 "정의되지 않음을 제공한다. 위에서 언급된 바와[0093]

같이, 과정 104-118은 주어진 환자 시료로부터 세 개의분리된 엘리쿼트(또는 어떤 개수의 엘리쿼트든지 사용

됨)에서 동시에 수행된다.  과정 120에서, 모든 엘리쿼트가 동일한 등급 표지를 제공하는지 여부를 결정하기 위

한 확인이 이루어진다. 그렇지 않으면 정의되지 않은 결과가 과정 122에서 나타나는 것으로 보고된다. 

본 명세서에 기재된 바와 같이, 과정 124에서 보고된 등급 표지의 새롭고 예측되지 않은 용도가 기술된다.[0094]

과정 106, 114, 116 및 118은 전처리 과정 106을 코딩하는 소프트웨어, 과정 114에서 스펙트럼 수치를 수득, 과[0095]

정 116에서 KNN 분류 알고리즘의 적용및 과정 118에서 등급 표지의 생산을 이용하여 프로그램 일반 목적 컴퓨터

에서 전형적으로 수행되는 것으로 이해될 것이다. 과정 116에서 사용된 등급 표지된 스펙트럼의 트레이닝 세트

는 컴퓨터의 메모리 또는 컴퓨터에 접근가능한 메모리에 저장된다.  

상기 방법 및 프로그램 컴퓨터는 본 발명자들의 이전 특허 출원공개 미국 특허 7,736,905에서 기술된 연구 시험[0096]

과정 센터에서 유리하게 수행될 수 있다.

베리스트래트 시험의 작용 메커니즘 및 실용적인 결과에 대한 이해는 본 섹션에서 더욱기술되는 몇몇 근원으로[0097]

부터 유래한다. 

단백질 ID로부터의 직접 증거[0098]

베리스트래트는 혈청 또는 혈장으로부터 MALDI-TOF MS 피크의 강도를 측정한다. 하나의 구체예에서, 베리스트래[0099]

트 특징은 아래 표 1에서 기술된 8개 질량 스펙트럼 피크로 구성된다. 분류는 강도, 예를 들어 피쳐 수치를 추

정하고, 미리 처방된 m/z 범위(상기 리스트 및 표 1 참고)에 대한 시료의 질량스펙트럼을 통합하고, 관측된 8개

의 피쳐 수치 세트를 7 최단근접이웃 분류 알고리즘을 이용하여 훈련 시료로부터의 것과 관련시킴으로써 수행된

다. 이러한 과정은 비선형 조합에서 피쳐 수치를 이용하고 일차원적 점수의 정의를 허락하지 않는다. 피쳐 수치

의  선형 조합으로부터 점수기능을 생산하기 위한  시도는 항상  비  성공적이었고 좋지  않은 실적을  유도하여
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왔다. 모두 또는 대부분의 이들 8개의 피쳐는 임상적 이용을 제공하는 데 유용한 것으로 보인다.  

사용된 피쳐 수치의 단백질 함량의 결정은 베리스트래트 시험의 작용 메커니즘의 이해를 제공하는 것으로 여겨[0100]

진다. 하지만, 이것은 이 기구의 m/z 분해능이 주어진 m/z 범위에서 오직 하나의 단백질 또는 펩타이드 사슬이

존재한다는 것을 확신하기에 충분히 높지 않다는 사실에 의해 복잡해진다. 이것은 또한, 8 이상의 펩타이드는 8

개의 피크 특징을 구성하고 번역 후 변형 또는 산화된 일부는 동일한 아미노산 서열을 형성하고, 반면에 다른

것들은 여전히 확인되지 않은 펩타이드일 수 있는 것처럼 보인다. 또한, 피쳐 수치, 예를 들어 추정 피크 강도

는 시료의 주어진 분석론의 존재와 단순히 상응하지 않는다. 이것은 MALDI 이온화 과정의 복잡함 때문이고, 검

출기를 치는  이온의 수는  분석론의 존재 및  이온화 가능성  모두의 기능이다.  반정량적  방법으로 피크(피쳐

수치)를 비교하는 것은 단백질ID (LC-MS/MS)에 대한 표준 방법과의 비교가 어렵게 만든다. 

[표 1][0101]

베리스트래트에서 사용된 피크[0102]

[0103]

이러한 어려움에도 불구하고, 본 발명자들은 표 1의 세 가지 피크가 혈청 아밀로이드 A(SAA)와 연관되어 있다는[0104]

강력한 증거를 가지고 있다. 본 발명자들은 담겨 있는 베리스트래트 "좋음" 및 베리스트래트 "나쁨" 시료 간에

DIGE(differential gel) 분석을 수행하고, 그들을 SAA 19-122 및 SAA 20-122로 확인하기에 충부한 서열 범위로

m/z 11529 및 11685에서의 피크를 분리하는 데 성공하였다. 이론적 질량은 관측된 m/z 수치와 잘 맞는다. 겔 상

에서 관측된 0.4 PI 이동 역시 이론적 예상과 잘 맞는다. 

본 발명자들은 또한 m/z 5843에서의 피크가 11685에서의 피크의 두 배 대전한 형태라는 것을 알고 있다. 이러한[0105]

피크는 다른 5에 의해서도 관측되었다(Ducet, et al. Electrophoresis 1996, 17, 866-876 Kiernan et al. FEBS

Letters 2003, 537, 166-170). 11445에서의 피크가 모 SAA 단백질의 말단으로부터의 절단 서열과 관계된 또 다

른 SAA 이소폼인 것 역시 가능하다. 

다른 단백질 또는 단백질 이소폼이 베리스트래트 특징에서 존재하는 것은 명백한 반면, SAA 이소폼이 베리스트[0106]

래트 시험의 작용 메커니즘에서 중요한 역할을 수행하는 것이 가능하다. 다음 섹션에서, 본 발명자들은 SAA가

베리스트래트 "나쁨"에서 세 개 이상의 피크의 주요 부분이라는 발견에 기초한 베리스트래트 시험의 작용 메커

니즘의 가능한 이론을 제공한다 SAA와 특정 수용체 및 이들 상호작용의 생물학적 결과의 상호작용에 관한 알려

진  정보,  뿐만  아니라  다양한  암  세포에서  기능적으로  SAA와  결합하는  이들  수용체의  존재에  관한  정보.

그러나, 본 발명은 이러한 이론에 필수적으로 기초하지 않으며 그러한 이론은 한정되는 것은 아니다. 

암에서 바이오 마커로 SAA에 관한 선행기술문헌: 참조문헌 6-16을 참조하라.[0107]

SAA: 생물학적 기능 및 종양 발병의 관여[0108]
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기능[0109]

SAA 패밀리의 중요성은 SAA가 진화를 통해 매우 보존된 서열이라는 사실
17,

 및 감염, 외상 또는 병적 과정에 대[0110]

한 반응에서 SAA 발현의 증가에 의해 제안된다.  그러나, SAA 패밀리의 정확한 생물학적 기능은 여전히 완전히

이해되지 못하고 있다. SAA는 지질 수송 및 HDL의 요소로써 신진대사에 관여하고, 아마도 질병의 급성기에서 보

호 역할을 수행한다. 반면에, 만성 조건에서는 SAA가 부정적인 인자가 된다
18
. SAA의 지속적인 과발현은 류마티

스 관절염과 같은 일부 질병에서 아밀로이드 A 전분변성을 유도한다
19
. 그러나, SAA 단백질의 임상적으로 중요한

기능의 범위는 훨씬 넓고, 만성 염증 및 발암에서의 영향을 포함한다. 뒤의 두 가지는 면밀히 관련되어 있고

Vlasova 및 Moshkovskii
20
, Malle 등

21
 의 고찰에서 자세히 논의되어 있다.  

발암에 대한 SAA의 관여는 다면적인 생물학적 활성에 기인할 수 있다: 전염증 유전자 발현 활성 및 사이토카인[0111]

조절을 통한 지원적 만성 과정을 포함하는 염증의 관여, 세포외 기질 분해의 참여, 항-세포자살 특성 및 발암에

복잡하게 연관되는 것으로 알려진 MAPK을 포함하는 특정 경로의 활성. 

SAA는 세포외 기질 (ECM) 부착 단백질로
22
 행동하고 MMPs를 유도할 수 있는 것으로 보이고

18, 23
, ECM 분해 및 리[0112]

모델링에 중요한 역할을 수행하고 발암, 전이 및 종양 침범과 연관이 있다
24, 25

. 

SAA의 면역-관련 기능은 사이토카인-유사 활성에 의해 정의된다. 그것은 IL-8, TNF-a 및 IL-1ββ
26,27

 뿐만 아니[0113]

라(SAA 발현에 대한 양성 피드백을 유도), 세포-매개 면역 반응에서 중요한 역할을 수행하는 IL-12 및 1l-23의

생산을 자극할 수 있다
28
. SAA는 또한 PI3K 및 p38 MAPK를 활성화할 수 있는 것으로 보여진다. 

염증 조절에 대한 SAA의 관여는 NF-κΒ 및 MAPK 경로의 활성과 동시에 COX2 발현을 유도하는 능력과 연관될 수[0114]

있다
29, 30

. 암 및 염증의 원칙적인 상호관계는 수많은 연구와 고찰의 주제이다
31-37

. 최근 데이터의 큰 몸체는 SAA

의 표준 및 비표준의 MAPK 경로와 같은 염증 및 발암 경로와 전사 인자 NF-KB를 활성화하고, 아마도 크로스토크

에 참여하는 능력 때문에, SAA가 두 과정 간의 조절자의 하나로 필수적인 역할을 수행할 수 있음을 나타낸다.

베리스트래트 특징과 함께 SAA의 증가된 레벨은 경로의 활성을 측정하는 유용한 방법으로 사용될 수 있다.  

SAA 생물학적 활성과 연관된 수용체 및 경로 [0115]

NF-KB 전사인자는 수많은 상피 및 혈액 암에서 본질적으로 활성화되어 있는 것으로 알려져 있고, 항-세포자살,[0116]

전-세포자살 표적 유전자, 기질-금속 로프로티아제 발현, 신생혈관형성 및 세포 사이클을
41
 조절함으로써 염증-

관련 암을
38-40

 촉진시키는 데 필수적인 것으로 인식된다. 반면에, NF-κΒ는 또한 전-세포자살 유전자 활성을 가

하고 세포자살을 유도하기 위하여 종양 억제유전자 p53와 협력할 수 있다
42
. 실질적인 영향은 자극, 세포 유형

및 관련 서브유닛에 의존적이다
43
. Rel/NF-κΒ 인자의 항-세포자살 및 전-세포자살 효과는 필연적으로 교대로

이루어지는 것은 아니지만, 동일 표적 유전자의 상향조절을 통하여 동일한 세포에서 연속적으로 일어날 수 있다

44
. NF-KB는 IL-6 및 TNF-a와 같은 전염증 사이토카인과MMPs 및 COX-2

35,  45,  46
를 포함하는 케모카인의 유도와의

연관성 때문에 염증 및 암 사이의 주요 연결고리의 하나이다. NF- ΒΒ 활성은 EGF에 의해 유도될 수 있다: EGF

자극은 NF- B 활성을 통해 세포자살을 유도하는 치사 수용체를 방해한다. 

COX-2  과발현은 폐암을
48
 포함하는 전암 상태,  악성 및 전이성 인간 상피성 암의

47
 넓은 범위에서 관측된다.[0117]

COX2는 프로스타글란딘 E2(PGE2)를 통하여 세포증식, 신생혈관형성, 세포 자살 및 세포 이동을 중재하고, 또한

미토젠-활성 단백질 키나제 MAPK 케스케이드의 종양 신호를 전사촉진한다
49, 50

. COX2는 Erk 활성을 통해 MAPK를

전사촉진한다
49, 92

. 그 관계는 상호적이다: MAPK 경로를 통해 활성화되는 표피생장인자 (EGF)는 일부 상피세포에

서 COX2를 극적으로 유도한다
51
. TGFαα에 의한 EGFR의 활성은 COX2를 자극하고 PGE2의 방출 및 증가된 유사분
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열을 유도한다

MAPK 케스케이드는 그것이 활성화된 성장인자 수용체로부터 성장-자극의 신호를 변환하기 때문에 정상 세포 생[0118]

물학뿐만 아니라 암 발병에서도 중요한 역할을 한다. MAPK 신호 변환은 성장인자 하나가 멤브레인 수용체 티로

신 키나제 수용체(RTK)에 결합함으로써 종종 시작되고, 이것은 Raf, MEK 및 세포외-신호 조절 인산화효소(ERK)

의 인게이지먼트를 유도한다. 최근의 연구는 RTK 에서 ERK로의 신호는 단순한 선형 Ras-의존 경로보다 훨씬 더

복잡하다는 것을 밝히고, 다양한 신호 조절자가 ETK-중재 ERK 신호의 세기, 지속 및 세포 위치를 결정하는 데

중요한 역할을 수행하는 것으로 밝혀졌다
50
. SAA는 다양항 상피 세포의 일부 수용체와 기능적으로 결합하고, 이

러한 결합은 상기 기술된 NF- κΒ 및 MAPK 경로 모두의 하류 활성에 영향을 가하고, 특정 치료에 대한 베리스

트래트 "나쁨" 환자의 저항성을 유도할 수 있다(상기 논의된 바와 같이). 이들 수용체의 일부에 관한 개요는 다

음과 같다:

FPRL 수용체 [0119]

FPRL 수용체는 간세포
53
, 내장 상피

54
 및 폐

55
를 포함하는 다양한 세포에서 발현된다. SAA는 전형적인 G-단백질공[0120]

역수용체의 하나인 FPRL과 상호작용하고 세포의 기능, 상피 증식 및/또는 세포자살의 조절에 필수적인 신호 네

트워크를 유발시킨다. SAA가 FPRL1에 결합하면 인터루킨의 활성 및 유도를 유발한다. FPRL의 관여는 단백질 인

산화효소 C (PKC) 및 세포 자살의 억제 및 암 진행과 연관된 전사 인자 NF-κΒ 경로를 활성화시킨다
56,  57, 41

.

SAA의 FPRL1 결합은 STAT3 활성과 세포 내 Ca2+ 의 방출뿐만 아니라 MAPK의 인산화반응, ERK 1/2, PI3K/Akt 신

호에 의해 중재되는 호중구 및 류마티즘성의 시니비오사이트(syniviocyte)의 세포 자살 구조를 유도하고, 따라

서 세포 증식과 생존을 촉진시킨다. 

SR-BI 수용체 [0121]

스캐빈저 수용체 B-I (SR-BI)는 선택적 콜레스테롤 흡수를 중재하는 고 밀도 지방단백질로 알려져 있다
61
. SR-BI[0122]

는 스테로이드 조직 및 간에서 가장 풍부하게 발현된다. 하지만, 또한 염증 동안에 마크로파지 및 단핵백혈구에

서 상향조절되었다 SR-BI 과발현은 인간 아테롬성 동맥 경화증 병변에서 지방이 가득한 마크로파지에서 확인되

었고 또한 SAA 존재에 의해 특징화된다. SAA는 SR-BI62에 의해 조절되는 세포 콜레스테롤 유출을 촉진하는 것으

로 보인다
62
.  

Baranova
63
 등은 SAA(HDL와 연관된)가ERK1/2의 인산화반응, p38 MAPKs 및 Il-8과 연관된 HeLa 및 THP1 세포(인[0123]

간 급성 단구성백혈병 세포주)에서의 SR-BI와 특이적으로 결합하는 것을 증명하였다. SR-BI 수용체의 발현은 인

간 폐 암종 세포주를 포함하는 상이한 세포에서 나타났다
64
. 

RAGE [0124]

RAGE(Receptor for Advanced Glycation Endproducts)는 오직 폐에서 즉시 측적될 수 있는 정도로 끊임없이 발[0125]

현되지만, 염증 부위, 대부분 염증 및 상피 세포에서 빠르게 증가한다. 상피세포 RAGE에서 멤브레인-결합 또는

용해 단백질이 압력에 의해 현저히 상향조절된다는 것이 발견되었다. RAGE를 통한 계속되는 신호는 생존 경로

및 감소된 세포자살 및 괴사(ATP 소모와 함께)를 유도하였다. 이는 많은 경우에 상피 암이 발생하는 환경을 형

성하는 만성 염증을 유발하였다
65
. RAGE 과발현은 전립선, 대장 및 위 종양과 연관이 있었다 반면에 폐와 식도

암의 후기 단계는 RAGE의 하향조절에 의해 특징된다
66
. 구강에서 RAGE의 편평상피세포 암종 발현은 종양 진행 및

재발과 강하게 연관되어 있고, RAGE-양성 환자는 매우 짧은 무병 생존을 보여주었다. 다른 다수의 리간드 가운

데 SAA는 단백질 최종 당화산물의 수용체에 결합하고(RAGE), ERK1/2 및 p38 MAPK 경로(COX 경로의 유도 없이)를
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통해 NF-κΒ를 유도하는 것이 발견되었다
67
.     

TLRs [0126]

최근의 발견은 SAA가 TLR(toll-like receptor) TLR4 및 TLR2
21
에 대한 내생 아고니스트로 기능할 수 있다는 것[0127]

을 밝혀내었다. 발현되는 것으로 밝혀진 TLR4는 일부 인간 암 세포이다
68, 69

. 폐암에서, TLR4의 활성은 면역억제

의 사이토카인 TGF-베타, 전-신생혈관형성의 케모카인 IL-8 및 VEGF의 생산을 촉진하는 것으로 보인다. 증가된

VEGF 및 IL-8 분비는 p38MAPK 활성과 연관된다
70
. SAA에 의한 TLR4의 활성은 p42/44 및 p38 MAPK71의 인산화반

응을 요구하였다
71
. 

TLR2는 또한 SAA에 대한 기능적 수용체인 것으로 보여졌다. TLR2를 발현하는 HeLa 세포는 NF-κκββ의 잠재적[0128]

활성으로 SAA에 반응하였다 SAA 자극은 ERK1/2 (P-ERK1/2), p38 MAPK (P-p38), 및 JNK (P-JNK) MAPKs의 증가된

인산화반응을 유도하고, TLR2-HeLa 세포에서 ΙκΒα (NFKB 억제제) 분해를 촉진하였다
72
. SAA에 의한 특정 활

성의 결과로 NF-κΒ의 자극은 마크로파지에서 증명되었다. 

SAA의 가능한 상호작용 및 암 진행 및 치료 저항성에 대한 SAA의 생물학적 효과에 관한 간단한 도식이 도 3에[0129]

나타나있다. 도 3에서 볼 수 있는 바와 같이, SAA의 생물학적 기능은 SAA와 다양한 수용체의 상호작용에 의해

유발된 다양한 경로의 크로스토크의 면에서 검토될 수 있다. 이들은, 종양 성장 및 전이에 영향을 주는, 전염증

성 사이토카인의 방출, 화학유인작용, 매트릭스 메탈로프로티네이즈(matrix metalloproteinase: MMP)의 상승 조

절, VEGF 발현과 같은 넓은 스펙트럼의 반응을 유발한다(도 3). 종양 세포에서 이들 경로는 결국 주요 MAPK 경

로의 하나 이상의 활성으로 모여진다: ERK, p38 및 JNK
21, 41

 및/또는 NF-KB 활성. 이러한 상호작용의 일부는 도

4의 EGFR 전달 경로의 도식으로 나타난다. 

EGFR은 Ras-Raf-Mek를 포함하는 일부 주요 하부 신호 경로와 PI3K(phosphoinositide 3-kinase), Akt, 및 PKC로[0130]

구성된 경로를 활성화하는 수용체 티로신 키나제(RTK)이다. 이것은 차례대로 NF-κΒ 전사 활성 경로 및 예를

들어, COX2에 의해 유도되는 염증 경로와의 크로스토크 연관을 통해 상호작용하는 증식, 생존, 침입, 전이성 전

파 및 종양 신생혈관형성에 영향을 미친다. SAA는 티로신 키나제 수용체와 별개로 이 경로를 활성화할 수 있다

(도 4, 굵은 화살표로 표시됨).

 [0131]

EGFR의 과발현 및/또는 구조적 활성은 뇌, 유방, 장 및 폐를 포함하는 다양한 암과 연관된다. 케스케이드 요소[0132]

들의 변경은 경로의 활성을 유도하고 암 유도 및 진행과 연관된 것으로 인식된다. 예를 들어, EGFR 키나제 도메

인(비흡연자에서) 또는 KRAS(흡연자에서)의 돌연변이 활성화는 초기 폐암의 발병과 연관이 있다
74, 75

.  

Ras 단백질은 상류 조절과 관계없는 세포분열 신호를 유발하면서 종양의 약25%에서 계속해서 활성화 된다
76, 77

.[0133]

새로 축적된 데이터의 큰 몸체는 비-선형의 신호 및 전사촉진이 암 발병 및 진행에서 중요한 역할을 수행함을

제시한다. 

항암 치료에 대한 SAA 상호작용 및 저항성[0134]

화학요법, 방사선요법 및 항염증 치료 [0135]

상기 기술된 내용과 도 3 및 4에 나타난 바와 같이, SAA와 많은 수용체의 상호작용은 암 치료에 대한 저항성과[0136]

연관된 경로의 활성을 유도한다. 화학- 및 방사선-저항에서 NF-κΒ의 역할은 이전에 논의되어 왔다
41
. NF-κΒ

의 억제는 세포 자살 반응을 향상시킴으로써 방사선 치료
78, 79

 및 치사 사이토카인에
80
 대한 민감성을 주었다. 동
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시에, 방사선 및 특정 화학요법 약물에 대한 노출은 NF-κΒ 활성 및 세포 자살에 대한 잇따르는 저항성을 유도

한다
81,  79

. 화학요법(젬시타빈)-유도된NF- ΒΒ 활성의 억제는 화학요법-유도된 세포 자살에 대한 NSCLC 세포주

의 민감도를 회복시키는 것으로 보였다
81, 82

. 

반면에, 몇몇 경우에는, NF-κΒ가 화학요법에 대한 민감도와 연관된 것으로 보였다. 예를 들어, 그것은 파클리[0137]

탁셀-유도된 세포치사에 필요한 것으로 제안되어 왔다
82
.

이러한 정보를 고려하면, 베리스트래트 "나쁨" 환자에 대한 특징을 가지는 혈청 또는 혈장 내 증가된 SAA 농도[0138]

로부터 얻어지는 한 가지 가능한 결론은 증가된 SAA가 NF- B 전사인자 및MAPK 경로의 활성을 유발시킨하는 것이

다. 이것은 방사선 치료에 대한 암 일차 저항과 연관될 수 있고 환자의 화학요법에 대한 반응에 영향을 미칠 수

있다. 그러나, 각 치료 유형 및 환자 집단에 대하여 개별적으로 평가되어야 하는 다수의 인자가 있다. 

삼산화 비소, 커큐민, 탈리도마이드와 같은NF-KB 억제제는 수많은 임상 시도의 대상이었다. 그러나, NF-KB 억제[0139]

제는 또한 정상 조혈모세포 프로제니터의 화학요법-유도된 세포 자살을 증진시키기 때문에 화학요법에서 아쥬반

트로써 NF-KB 억제제의 이용은 골수 회복을 지연시켰다. NF-κΒ가 선천성 및 후천성 면역 반응의 활성에 중요

한 역할을 가지기 때문에 장기 사용 억제제는 면역 결핍의 위험성과 연관될 수 있음을 이해하여야 한다. 

만일 사실상 베리스트래트 "나쁨" 특징이 NF-κΒ의 특정 활성과 연관된다면, 이러한 특징은 NF-κΒ 억제제로[0140]

부터 가장 혜택을 얻을 수 있는 환자를 선별하고 불필요한 치료 및 관련 이환률을 감소시키는 데 사용될 수 있

다. 

수용체 티로신 키나제- 표적 치료[0141]

erbB 수용체 및 MAPK 경로[0142]

EGFR 및 HER2은 4개의 구성원 (EGFR (HER1), erbB4 (HER4), erbB3 (HER3), 및erbB2 (HER2))으로 구성된 상피성[0143]

장인자 수용체 (EGFR) 패밀리에 속한다. 상피성 암의 대부분은 표피생장인자 수용체(EGFR) 및 GER2 수용체의 비

정상적인 활성을 나타내기 때문에 이들 수용체의 특정 억제는 표적 암 치료의 전략이 되었고 이는 수많은 연구

의 주제이다. 

리간드가 없는 경우, EGFR 수용체는 키나제 활성을 억제하는 형태로 존재한다. 리간드가 결합하면 수용체의 이[0144]

합체화 반응을 유도하는 "이합체화 루프"의 정체를 드러내는 구조적 변화를 시작한다. 이러한 변화는 키나제 도

메인을 활성화시키기 위하여 혈청 멤브레인을 통하여 전달된다. 이러한 활성 구조에 대한 변화는 ErbB 패밀리에

서 발견된다. ErbB-3은 기능적 키나제는 아니지만,  트랜섹티베이트(transactivate)  이합체 파트너일 수 있고

HER2/ErbB-2는 활성 형태에서 리간드가 제거된 종양 수용체 "잠김(locked)"이다.  

이러한 이합체화 반응은 세 가지 주요 신호 경로를 통한 신호 전달, 및 그에 따른 세포 자살의 회피, 지속적인[0145]

신생혈관형성. 항-성장 신호에 대한 저항, 성장 신호에서 자급자족 및 전이를 유도하는 티로신 키나제 기능의

활성 결과를 나타낸다. 

케스케이드 요소의 변경은 경로의 활성을 유도하고 암 유도 및 진행과 연관된 것으로 생각된다. 예를 들어,[0146]

EGFR 키나제 도메인(비흡연자에서) 또는 KRAS(흡연자에서)의 돌연변이 활성화는 초기 폐암의 발병과 연관이 있

다
74,  72

. Ras 단백질은 상류 조절과 관계없는 세포분열 신호를 유발하면서 종양의 약25%에서 계속해서 활성화된

다
76, 77

.

몇몇 티로신 키나제 억제제는 두 개의 저분자 EGFR 티로신 키나제 억제제-엘로티닙 및 게피티닙뿐만 아니라 듀[0147]

얼 EGFR 및 HER2 억제제 라파티닙을 포함하는 다양한 고형 종양을 위한 임상적 실시에서 현재 사용된다. 또한,

인간 단일클론 항-HER2 항체 트라스투주맵 및 두 가지 항-EGFR 항체-세툭시맵 및 패니투무맵은 임상 적용을 위

한 승인이 이루어졌다. 
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다수의 간행물에서 검토된 티로신 키나제 억제제(저분자뿐만 아니라 단일클론항체)에 대한 선천적, 후천적 저항[0148]

성은 KRAS 돌연변이 활성, met-원종양유전자의 증폭
84 

및 T790M 돌연변이와 같은 다양한 인자에 기인한다. 암의

다양성 및 표적 제제에 대한 몇몇 저항 경로를 나타내는 능력은 다른 이유들 중에서도 리간드와 수용체의 정상

상류  상호작용에  관계없는  신호의  활성  가능성  때문에  하나의  치료제에  의한  치유  치료의  가능을  벅차게

만든다. 성장하는 증거는 다양한 티로신 키나제, 수용체 하류 경로의 크로스토크 및 전달 케스케이드의 하류 활

성의 동시발현의 중요성을 시사한다. 

 경로의 전사촉진은 다양한 연구에서 저항성의 메커니즘의 하나로 제안되었다. 예를 들어, 인슐린 유사 성장 인[0149]

자-I 수용체 (IGF-1R) 신호는 인간 유방암 및 전립선 암 세포주에서 게피티닙에 의한 EGFR 봉쇄를 보상할 수 있

을 것으로 여겨진다
85
. 하류 신호 변경은 특히 발암 PIK3CA 또는 다른 RTK에 의한 Akt 활성을 통하여 NSCLC에서

TKI에 대한 저항 메커니즘의 하나로 설명되어 왔다
86
. 

Cappuzzo 등
88
 은 NSCLC의 게피티닙에 대한 환자의 민감도가 Akt가 활성화되면 매우 낮다는 것을 관측하였다. 반[0150]

면에, EGFR 발현은 EGFR 독립적인 활성이 게피티닙 저항성을 유도할 수 있다는 것을 확인하는것으로 부정적이었

다. 

본 발명자들은 베리스트래트 시험에 의해 측정된 SAA의 상호작용이 MAPK 케스케이드의 RTK-독립적인 활성을 유[0151]

도할 수 있고 그 결과, TKI 저항성을 유도할 수 있음을 제안한다. SAA의 이러한 작용 메커니즘은 직접적이거나

간접적이다. SAA의 직접적 행동은 RAGE 또는 TLR2 및 TLR 4 수용체에 결합함으로써 중재될 수 있고, 전형적인

MAPK 경로(JNK 및 p38의 활성에 의해)의 활성을 유도한다. 다양한 암 세포, 뿐만 아니라 암 관련 세포의 표면에

이들 수용체의 존재 및 그들의 상호작용은 Malle 등에 의해 검토되었다
21
. TLR 수용체의 활성의 결과로 EGFR 경

로의 활성에 대한 직접적인 증거가 있다
66
. 

SAA의 간접적인 행동은 FPRL 수용체를 통한 행동에 의해 설명될 수 있고, 이는 차례로 G 단백질공역수용체와 반[0152]

응하는 인터루킨I16  및  I18의  방출을  유도하고  PKC를  활성화시킨다(PKC의  활성은 세포  증식 및  바소투과성

(vasopermeablity), 및MAPK 경로에서 MEK의 활성을 유도한다). 게다가, 그것은 VEGF 발현을 유도한다.

SAA는 폐 상피세포 및 마크로파지에서 TRL4에 대한 리간드이다. 종양 세포에서 발현되는 TLR의 라이게이션은 또[0153]

한 VEGF 수준을 증가시킨다. 

이러한 정보는 SAA에 의한 세 가지 모든 주요 MAPK 경로의 하류 활성에 책임이 있는 메커니즘의 존재에 대한 증[0154]

거를 제공한다. 하류 활성 MAPK 경로는 RTK에 독립적이고 "교차" 검사점으로부터 상류의 표적 억제에 대한 저항

성을 유도할 수 있다. 

상기와 같은 점에서, 베리스트래트를 이용하여 병용요법을 포함하는 특정 치료에 가장 적합한 환자를 선별하는[0155]

것은 일부 유형의 약물 저항성을 극복하는 데 있어서 중요할 수 있다.   

병용요법 및 베리스트래트 특징[0156]

TKI 및 COX2 억제제 [0157]

위에서 논의한 바와 같이, SAA는 COX2의 발현을 유도할 수 있다. 폐암에서의 COX2의 과발현은 COX2가 선암종의
88

[0158]

약 70%에서 관측되었다는 Huang
87
 등에 의해 처음 보고되었고, 많은 다른 연구에서 확인되었다.

많은 시도들이 COX2와 EGFR 신호 경로 사이의 크로스토크를 증명하여 왔다. 위에서 논의한 바와 같이, MAPK 경[0159]

로를 통해 행동하는 표피생장인자 (EGF)는 일부 상피세포에서 COX2 활성을 극적으로 유도한다
47
. TGFαα에 의한

EGFR의 활성은 COX2를 자극하고 PGE2의 방출 및 증가된 유사분열을 유도한다
48
. 반면에, COX2의 산물인 프로스타

글란딘 E2(PGE2)는 EGF 수용체를 전사촉진할 수 있다. NSCLC에서, PGE2는 EGFR-독립적인 방식으로 세포내 크로

스토크에 의한 MAPK/Erk 경로를 활성화하는 것이 증명되었다 그 효과는 G-단백질공역수용체 및 단백질 인산화효
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소 C (PKC)를 통해 중재되었고 EGFR-TKI 저항성에 기여할 수 있었다. 

반면에, COX2 억제제는 NF-κΒ 경로를 억제하는 것으로 보인다 쎄레콕시브는 Akt 및 IKK의 억제를 통해 그 효[0160]

과를 나타내었다. 인간 비소세포성 폐 암종에서, 쎄레콕시브는NF-κΒ 뿐만 아니라 IKK 및 Akt 활성 억제를 통

하여 TNF-유도된 JNK, p38 MAPK 및 ERK 활성을 억제하고, COX-2 합성 및 염증, 증식 및 발암에 필요한 다른 유

전자들의 하향조절을 유도하는 것으로 나타났다
46,  90

. 아스피린 및 이부프로펜을 포함하는 다른 NSAID는 IKK 활

성 및 ΙκΒα 분해를 억제함으로써 활성화되는 것으로 나타났다. 조합하면, 이러한 고찰은 COX2를 표준 암 치

료에 추가하는 것에 대한 강력한 이유를 제공하였다. 

NSCLC에서 항염증 및 티로신 키나제 수용체-표적 치료의 조합에 관한 연구 및 EGFR-TKIs 저항성을 극복하기 위[0161]

한 그 잠재력은 이전에 검토되어왔다
90,  91

. 그러한 시도의 결과는 부정적이었다: 게피티닙과 셀레콕시브의 병용

요법에서 반응 속도 및 환자의 생존, 및 로페콕시브 및 엘로티닙으로 치료한 환자에서의 질병 대조군 속도는 단

일 약물 치료에서 관측된 것과 유사한 것으로 밝혀졌다. 

COX 억제제의 첨가의 효과는 제안된 이러한 경로에 대한 SAA의 상향조절 효과 때문에 베리스트래트 "나쁨" 환자[0162]

에서 더 확연할 수 있다. 그러나, 효과의 규모는 MAPK 활성 및 NF-κΒ 하류, 및 그들의 상호작용에 대한 COX2

경로 억제의 알려지지 않은 효과의 규모 때문에 예측하기 어렵다. 이러한 가설은 더욱 조사되어야 한다. 

세포주 증거 (도 8) [0163]

본  발명자들은  베리스트래트  "나쁨"  혈청이  종양  세포에서  생물학적  효과를  야기할  수  있음을  증명하였다.[0164]

특히, 그것은 약물-민감성 세포주에서 게피티닙에 대한 세포의 저항성을 증가시킬 수 있다. 실험은 게피티닙 민

감성 라인 HCC4006 (그것은 EGFR 엑손 19 결실을 가짐) 및 저항성 라인 A549 (EGFR 야생형)에 대하여 수행되었

다. 인간 혈청은 IIIB/IV NSCLC 환자로부터 얻고 베리스트래트 "좋음" 또는 "나쁨"으로 특징화되었다. 풀은 각

등급에서 혈청과 조합하여 만들어지고 성장 억제 분석에 사용되었다. 세포를 두 가지 배지 조성을 이용하여 플

레이팅하였다(10 복제물/약물농도 2,000 세포/웰); 10% 좋음 혈청의 RPMI 또는 10% 나쁨 혈청의 RPMI. 24시간

후, 게피티닙을 추가하고 플레이트를 6일 동안 인큐베이션하였다. MTT 분석은 성장 억제를 측정하기 위하여 사

용되었다. 그 결과는 아래 표 2 및 도 8에 나타나있다.  

[표 2][0165]

HCC4006에서 Mann-Whitney 시험에 의한 좋음 vs. 나쁨 수치에 대한 P<0.0001 [0166]

[0167]
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도 8은 게피티닙의 상이한 농도 존재에 따른 베리스트래트 "나쁨" 및 "좋음" 혈청에서 게피티닙 민감성 세포주[0168]

HCC4006 및 게피티닙 저항성 세포주 A549의 성장을 보여주는 그래프를 묘사한 것이다. 도 8에서, % 대조군은 상

응하는 증식 배지에서 약물이 없는 경우의 평균 흡수에 대한 주어진 게피티닙 농도에서의 흡수 비율로부터 계산

되었다. 에러 바는 표준화된 측정의 표준 편차에 상응한다. 

베리스트래트 "나쁨" 혈청에서 성장할 때 민감성 세포의 억제가 상대적으로 감소하였지만, 저항성 종양 세포에[0169]

서는 중요한 변화가 없었다. 그 결과는 베리스트래트 "나쁨" 혈청이 종양 세포에 대해 직접적인 생물학적 효과

를 가지고 그것은 베리스트래트 "좋음" 혈청의 효과와 상이하다는 것을 증명한다. 이러한 결과는 베리스트래트

메커니즘, 그것의 숙주-종양 상호작용 및 환자 개체군에서 표적 치료의 상대적인 효과와의 관련성에 관한 본 발

명자들의 가설을 지지해준다. 

화학요법에서의 베리스트래트 [0170]

도 7에 나타난 바와 같이, 베리스트래트 "나쁨" 특징은 일부 비-표적 치료에 대한 나쁜 반응과 연관이 있는 반[0171]

면, 다른 것들에 대하여는 그렇지 않다. 베리스트래트 분류는 DNA 복제 및 NF-kB(시스플라틴, 젬시타빈 등과 같

은)에 의해 조절되는 유전자 전사를 방해하는 화학요법에서의 결과와 관련이 있을 수 있다. 그러나, 비-표적 치

료에서 베리스트래트 유용성의 확고한 영역은 실험적으로 결정될 필요가 있다. 

베리스트래트 시험에 대한 실질적인 적용의 예시는 암 환자가 예를 들어 DNA의 복제 및/또는 NF-kB 전사인자에[0172]

의해 조절되는 유전자의 활성과 상호작용하는 것과 같은 특정 비-표적 화학요법 레짐의 투여로부터 혜택을 얻을

수 있는지를 예측하는 다음을 포함하는 방법을 제공하는 것일 수 있다: 시료(도 1)에 베리스트래트 시험을 수행

하고 그 결과가 "나쁨" 등급 표지이면 상기 환자가 혜택을 얻기 어렵다는 결과를 나타내는 것임. 

증가된 SAA가 NF-κΒ 전사인자를 유발시킬 뿐만 아니라 다양한 치료에 대한 암 진행 및 반응에서의 NF-kB 활성[0173]

의 역할을 유발시킨다는 문헌으로부터 얻어진 정보를 고려할 때, 베리스트래트 특징은 방사선 치료에 대한 암

일차 저항성 및 환자의 화학요법에 대한 반응과 연관될 수 있다. 

삼산화 비소, 커큐민, 탈리도마이드와 같은NF-KB 억제제는 항암 제제로 임상시험에서 평가되고 있다. 그러나,[0174]

그 유용성은 이들 제제에 대한 반응의 바이오마커의 부재,  뿐만 아니라 그들의 부작용에 의해서 제한될 수

있다. 베리스트래트는 NF-kB의향상된 활성의 바이오마커로 유용할 수 있고, 따라서 환자(짐작컨대, 베리스트래

트 "나쁨")의 선별을 위해 NF-kB 억제제로부터 잠재적으로 가장 혜택을 얻을 수 있다. 

상기 내용을 모두 요약하면, 본 발명은 도 1의 베리스트래트 시험의 추가적인 용도를 포함한다. 일반적인 문제[0175]

로, 베리스트래트 시험은 암 환자가 수용체의 아고니스트, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는

ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K/Akt 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료

제 또는 치료제의 조합으로 치료를 통한 혜택을 얻는지를 예측할 것이다. 다수의 예측은 특정 약물 또는 약물의

조합에 의존할 것이다. 베리스트래트 시험은 하류 조절을 표적화하는 약물의 효과를 예측하지 않을 것이다. 

한 구체예에서, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 고형 상피성 종양 암 환자가 수용체의 아고니스트, Akt 또는[0176]

ERK/JNK/p38로부터의 상류 또는 Akt 또는 ERK/JNK/p38에서의 MAPK, PI3K/Akt 또는 PKC 경로에 관여하는 수용체

또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지 아닌

지를 확인하기 위한 방법으로 고려될 수 있다: 

a) 고형 상피성 종양 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계; [0177]

b) 상기 a) 단계에서 수득한 질량스펙트럼에 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계(예를 들[0178]

어, 배경 제거, 표준화 및 스펙트럼 조정);

c) b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위(및 바[0179]

람직하게는 표 1에 기재된 m/z 피크에 상응하는 이전에 기술된 m/z 범위)에 있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피

쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 

d) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합물로 치료한 경우 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여, 다른[0180]
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고형 상피성 종양 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용

한 분류 알고리즘에서 c) 단계에서 수득한 수치를 이용하는 단계.

특정 예시로, EGFR-I에 대한 MAPK 경로의 하류 활성을 방해하는 표적 제제의 추가는 EGFR-I에 대한 베리스트래[0181]

트 "나쁨" 특징을 가지는 환자의 저항성을 극복할 수 있다. 

다른 특정 예시로, COX2 억제제, 치료 레짐으로 셀레콕시브 또는 로페콕시브의 EGFR-I에 대한 추가는 EGFR-I에[0182]

대한 베리스트래트 "나쁨" 특징을 가지는 환자의 저항성을 극복할 수 있다. 따라서 베리스트래트 시험은 COX2

억제제 및 EGFR 억제제를 포함하는 병용요법을 처방하기 위한 지표로 이용될 수 있다. 특정 구체예에서, 암 환

자가 COX2 억제제 및 EGFR 억제제의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 예측하기 위한 방법은 다음의 단계

를 포함한다: a) 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 질량스펙트럼을 수득하는 단계; b) 상기 a) 단계에서 수득한

질량스펙트럼에 하나 이상의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하는 단계(예를 들어, 배경 제거, 표준화 및 스

펙트럼 조정); c) 상기 b) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한 이후에 하나 이상의 미리 정

의된 m/z 범위(및 바람직하게는 표 1에 기재된 m/z 피크에 상응하는 이전에 기술된 m/z 범위)에 있는 상기 스펙

트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하는 단계; 및 d) 환자가 COX2 억제제 및EGFR 억제제의 조합물

의 투여에 의한 치료로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여, 다른 고형 상피성 종양 환자의 혈액

기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘에서 c) 단계

에서 수득한 수치를 이용하는 단계. 특히, 만일 등급 표지가 "나쁨"이면 환자는 혜택을 얻을 수 있을 것으로 표

시된다. 

또 다른 특정 예시로, 베리스트래트 "나쁨" 특징은 NF-κΒ의 특정 활성과 연관된 것으로 알려져 있다. 따라서,[0183]

이 시험은 표준 화학요법 치료에 대한 NF-f B 억제제 및 COX2 억제제의 추가로부터 가장 혜택을 얻을 수 있는

환자를 선별하고, 동시에 불필요한 치료 및 관련 이환률을 감소시키는 데 사용될 수 있다.  

본 명세서의 방법은 암 환자의 혈액 기반 시료를 수득하고, 기계 판독 메모리에 질량스펙트럼 데이터를 저장하[0184]

고, 기계, 예를 들어 등급 표지(베리스트래트 "좋음" 또는 "나쁨")를 제공하는 프로그램 컴퓨터를 이용하여 도

1에 나타난 과정 및 분류 단계를 수행하고, 따라서 환자가 상기 기술된 치료제 또는 치료제의 조합으로 치료를

통한 혜택을 얻을 수 있는지에 대한 확인의 예측을 제공하는 연구실 시험 센터로 수행될 수 있다. 또 다른 구체

예로, 본 발명은 암 환자가 OX2 억제제 및 EGFR 억제제의 조합물의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확

인하거나 예측하기 위해 설정된 장치로써 설정될 수 있다. 상기 장치는 암 환자로부터의 혈액 기반 시료의 질량

스펙트럼을 저장하는 기억장치, 컴퓨터 메모리 또는 데이터베이스 및 a) 질량스펙트럼에 대한 하나 이상의 미리

정의된 전처리 단계를 수행하고(도 1 참조); b) 상기 a) 단계에서 질량스펙트럼에 대한 전처리 단계들을 수행한

이후에 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위(예를 들어, 표 1의 피크 리스트 또는 상기 기술된 m/z 범위를 포함하

는 범위)에 있는 상기 스펙트럼 내의 선택된 피쳐의 통합 강도 수치를 수득하고 및 c) 암 환자가 COX2 억제제

및 EGFR 억제제의 조합물의 투여로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여, 다른 암 환자의 혈액 기

반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를 이용한 분류 알고리즘(예를 들어, KNN

분류 알고리즘)에서 b) 단계에서 수득한 수치를 이용하도록 설정된 소프트웨어 지시를 수행하는 처리기(예를 들

어, 프로그램 일반 목적 컴퓨터의 통상적인 CPU)의 조합으로 구성된다.  

또 다른 예시로, 본 발명은 고형 상피성 종양 암 환자가 수용체의 아고니스트, Akt 또는 ERK/JNK/p38로부터의[0185]

상류  또는  Akt  또는  ERK/JNK/p38에서의  MAPK(mitogen-activated  protein  kinase),  PI3K  또는  PKC(protein

kinase C) 경로에 관여하는 수용체 또는 단백질, 또는 PKC를 표적화하는 치료제 또는 치료제의 조합으로 치료를

통한 혜택을 받을 수 있는지 아닌지를 확인하도록 설정된 장치로 구성될 수 있다. 상기 장치는 고형 상피성 종

양 암 환자로부터의 혈액 기반 시료의 질량스펙트럼을 저장하는 기억장치 및 a) 질량스펙트럼에 대한 하나 이상

의 미리 정의된 전처리 단계들을 수행하고(도 1 참조); b) 하나 이상의 미리 정의된 m/z 범위(예를 들어, 표 1

의 피크 리스트 또는 상기 기술된 m/z 범위를 포함하는 범위)에 있는 상기 스펙트럼 내의 피쳐의 통합 강도 수

치를 수득하고 및 c) 환자가 치료제 또는 치료제의 조합으로 혜택을 얻을 수 있는지 아닌지를 확인하기 위하여,

다른 고형 상피성 암 환자의 혈액 기반 시료로부터 생산된 등급-표지된 스펙트럼을 포함하는 트레이닝 세트를

이용한 분류 알고리즘에서 b) 단계에서 수득한 수치를 이용하도록 설정된 소프트웨어 지시를 수행하는 처리기의

형태를 가진다. 
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본 발명의 추가적인 예시가 첨부된 청구항에 기술되어 있다. [0186]

첨부[0187]
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