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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 [화학식 1]로 표시되는 간세포성 암종 특이적 항암 치료진단제:

.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 [화학식 1]로 표시되는 화합물은 카르복실 에스테라제에 의해 가수분해되어 약물이 방출 및 활성화되는 것

을 특징으로 하는 항암 치료진단제.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 약물은 독소루비신(doxorubicin, Dox)인 것을 특징으로 하는 항암 치료진단제.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 간세포성 암종은 HepG2 또는 Chang 간세포인 것을 특징으로 하는 항암 치료진단제.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 간세포성 암종 특이적 항암 치료진단제에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

간세포성 암종 (Hepatocellular carcinoma, HCC)은 전세계적으로 사망률이 높은 다섯 번째로 흔한 암이자 사망[0002]

의 두 번째 주요 원인으로 보고되고 있다(비특허문헌 1). 외과적 절제술을 제외하면, 간세포성 암종의 치료는

화학 요법이 주요 치료 옵션으로 여겨지고 있다. 그러나 종양에 축적되는 화학 요법 치료제는 정상 장기에 도달

하는 용량의 5-10%에 불과할 수 있다는 것이 보고된바 있다(비특허문헌 2). 이러한 비효율적인 전달로 인하여,

HCC 부위에서 활성 약물의 농도가 너무 낮아서 치료에 효과적이지 않다는 문제가 있다. 또한, HCC의 경우 다중

약물 내성(multidrug resistance)으로 인해 암 재발이 발생할 확률이 높은 것으로 알려져 있다(비특허문헌 3).

따라서, 약물에 대한 HCC의 반응을 개선하기 위한 새로운 전략이 강하게 요구되고 있다.

카르복실에스테라제 (Carboxylesterase, CE)는 카르복실산 에스테르, 아마이드 및 티오에스테르를 비롯한 다양[0003]

한 약물의 가수 분해 대사에 관여하는 효소이다. 특정 약물의 가수 분해에 중요한 역할을 하는 두 가지 주요 유

형의 인간 카르복실에스테라제 (hCE1 및 hCE2)가 알려져있다(비특허문헌 4). 특히, CE는 간에서 고도로 발현되

며 간염, 고지혈증 및 HCC를 포함한 여러 간 관련 질병과 관련이 있는 것으로 알려져 있다(비특허문헌 5).
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지난 몇 년 동안 종양 부위에 화학 요법제를 선택적으로 전달하기 위해 저분자, 나노 입자, 폴리머, 무기 재료,[0004]

폴리머 하이드로겔, 지질 및 생체 고분자 모티프와 같은 다목적 약물 운반체를 추구하기 위한 광범위한 연구가

이루어졌다(비특허문헌 6). 이러한 시스템은 약물 특이성을 개선하고 부작용을 감소시켜 다중 약물 내성 (MDR)

을 최소화 할 수 있다. 수동적 약물 표적화를 위한 몇 가지 전략이 개발되었지만, 그 중 몇 가지만이 임상 시험

에 나섰다(비특허문헌 7).

최근에, 나노 의학에서의 능동적 표적화 전략은 종양 이질성, 깊은 침투성, 저산소증과 같은 생리학적 장벽이[0005]

여전히 그들의 치료적 적용에 주요 장애물이지만, 흥미로운 결과를 보여 주었다(비특허문헌 8). 생물 약제학적

관점에서, 이상적인 시스템은 원하는 표적 부위에서 페이로드 전달을 허용하기에 충분한 시간 동안 바람직하지

않은 화학적 또는 효소 분해로부터 약물을 보존해야 한다. 저분자 기반 시스템은 나노 기반 시스템에 비해 능동

표적화, 보다 쉬운 합성 접근 및 심층 종양 침투 등의 장점으로 인해 전술한 단점을 극복할 수 있는 대안으로

주목받고 있다(비특허문헌 9).
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명에서는 간세포성 암종을 특이적으로 표적화하여, 진단 및 종양 부위로의 전구약물 전달이 가능한 항암[0007]

치료진단제를 제공하고자 한다.
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과제의 해결 수단

본 발명은 상기 과제를 해결하기 위하여,[0008]

하기 [화학식 1]로 표시되는 간세포성 암종 특이적 항암 치료진단제를 제공한다:[0009]

.[0010]

본 발명에 따르면, 상기 [화학식 1]로 표시되는 화합물은 카르복실 에스테라제에 의해 가수분해되어 약물이 방[0011]

출 및 활성화되는 것을 특징으로 할 수 있다.

이때, 상기 약물은 독소루비신(doxorubicin, Dox)일 수 있다.[0012]

본 발명에 따르면, 상기 간세포성 암종은 HepG2 또는 Chang 간세포일 수 있다.[0013]

발명의 효과

본 발명에 따르면, 간세포성 암종(hepatocellular carcinoma, HCC)의 선택적인 진단과 치료를 동시에 할 수 있[0014]

는 저분자 기반의 약물 전달 시스템을 제공할 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 항암 치료진단제 화합물은 간세포

성 암종에 효과적으로 축적될 뿐만 아니라 암세포 내에서 활성화되어 우수한 치료효과를 나타낸다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 화합물 EDOX 접합체(화학식 1로 표시되는 화합물)의 설계 전략을 나타낸 것이다.[0015]

도 2의 (A)는 37 ℃, PBS에서 에스테라제 (3 U/mL)와 함께 배양시 EDOX (10 μM)의 형광 강도 반응 결과를 나타

내고(여기 파장 = 470 nm), (B)는 37 ℃, PBS에서 에스테라제 (3 U/mL)와 EDOX의 배양시 관찰된 시간 의존적

형광 강화를 나타낸다. 형광 강도의 변화는 EDOX로부터 활성 Dox의 방출과 직접 관련이 있다. (C)는 에스테라제

의 존재하에 37 ℃에서 0시간, 1시간 및 4시간 동안 EDOX의 역상 고성능 액체 크로마토 그래피 (RP-HPLC) 곡선

을 나타내고, (D)는 에스테라제 노출시 EDOX 활성화 메커니즘을 나타낸 것이다.

도 3은 다양한 세포주에서 EDOX의 세포내 형광을 나타내는 공초점 레이저 스캐닝 현미경(CLSM)  이미지이다.

HepG2, HT-29, HeLa, MCF7 및 NIH3T3 세포를 파라포름 알데히드(4%)로 고정 된 2시간 동안 EDOX (5 μM)와 함

께 배양하고, DAPI (파란색)와 Alexa Fluor 488-Phalloidin (녹색)으로 카운터 염색하여 핵과 F- 액틴을 각각

시각화하였다. 488 nm의 여기 파장 및 560-590 nm의 방출 파장을 사용하여 EDOX (적색)의 CLSM 이미지를 수득하

였다. 스케일바: 20 ㎛. 

도 4는 다양한 세포주에서 EDOX의 항암 효과를 나타낸다. (A) HepG2, HT-29, HeLa, MCF7 및 NIH3T3 세포를 48

시간 동안 다양한 농도로 EDOX로 처리하였다. 이어서, MTT 분석에 의해 세포 생존력을 결정하였다. (B)는 Dox

및 EDOX 처리된 HepG2 세포에서의 웨스턴 블롯 분석 결과를 나타낸다. 세포를 12시간 동안 Dox 또는 EDOX (5 μ

M)로 처리하였다. 항-PARP-1 및 항-Caspase-3 모노클로날 항체, 및 β-액틴 항체를 로딩 대조군으로 사용하여

웨스턴 블롯에 의해 아폽토시스를 평가하였다.

도 5는 BNPP에 의한 EDOX 형광 억제 결과를 나타낸다. 12시간 동안 BNPP (100 μM)로 처리한 후, HepG2 세포를

2시간 동안 10 μM EDOX로 처리하고 CSLM을 통해 평가하였다. 스케일바: 20 μm.

도 6의 (A)는 인큐베이션 시간(0h-12 h)에 따른 EDOX (2 μM)의 형광 강도를 나타내고, (B)는 Dox (2 μM)의

형광 강도를 나타낸다. 최대 12시간 동안 EDOX의 분해는 관찰되지 않았다.

도 7은 카르복실 에스테라제 (3 U/mL) 및 다른 생물학적 분석 물질의 존재 또는 부재하에서, 배양 4시간 후 570

nm에서 EDOX (10 μM)의 형광 반응을 나타내는 막대 그래프이다: 1) EDOX 단독, 2) L-ascorbic acid, 3) L-
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glutamic acid, 4) L-Proline, 5) NADH, 6) Pepsin, 7) L-glutathione, 8) AChE, 8) BChE, 10) hypochlorite

ion (OCl
-
), 11) H2O2, 12) EDOX + carboxylesterase. 모든 스펙트럼은 PBS(0.1% DMSO)(pH 7.4)에서 기록하였다

(여기 파장은 470 nm).

도 8은 다양한 세포주에서 EDOX의 세포 형광을 평가하기 위한 유세포 분석 히스토그램를 나타낸다. 세포들을 37

℃에서 2시간 동안 5μM의 EDOX와 함께 인큐베이션 하였다. 

도 9는 HepG2 세포에서 EDOX의 시간 의존적 형광 이미지를 나타낸다. HepG2 세포를 37 ℃에서 다양한 시점에서

5 μM의 EDOX로 처리하였다.

도 10은 다양한 세포주에서 DOX와 EDOX의 항암 활성을 비교한 결과를 나타낸다. 두 화합물을 37 ℃에서 48시간

동안 상이한 농도로 HepG2, HT-29, HeLa, MCF7 및 NIH3T3 세포와 함께 인큐베이션 하였다. 이어서, MTT 분석을

수행하여 세포 생존력을 평가하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0016]

한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지식

을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물

에 의하여 정의된다고 할 것이다.

실험 방법[0018]

재료, 방법 및 기기장치[0019]

모든 시약 및 용매는 Sigma Aldrich, Alfa Aesar 또는 TCI Korea에서 구입하여 사용하였다. 수분 민감성 반응[0020]

은 일반적으로 아르곤 가스 블랭킷 하에서 수행하였다. 1H 및 13C NMR 스펙트럼은 Bruker NMR 기기(1H의 경우

500MHz, 13C의 경우 125MHz의 경우)에서 기록하였다. 화학적쉬프트(δ는 ppm으로 기록되며 커플링 상수는Hz로

표시된다.질량 스펙트럼은 IonSpecHiRes ESI 질량 분석기로 기록하였다.역상 (RP) 컬럼 (C18, 5 mm, Waters)이

장착된 YL9101S (YL-Clarity) 기기에서 HPLC 분석을 수행하였다. 

예비 용액(Preliminary solution) 및 간섭 연구(interference studies)[0022]

DMSO 용액에서 EDOX (1 mM)의 스톡 용액을 제조하였다.EDOX의 작업 용액 (10uM)은 PBS(pH 7.4, 37 ℃에 희석하[0023]

여 제조하였다. 카르복실에스테라제(carboxylesterase)(Sigma Aldrich, E2884-1KU)를 예비 용액 테스트에 사용

하였다. 간섭 연구를 위해, 바이오 분석물의 모든 스톡 용액을 PBS에서 제조하고 소정의 농도로 사용하였다.

세포 배양, 형광 이미징 및 유세포 분석[0025]

HepG2 및 HT-29는 RPMI1640 배지 (Gibco, Invitrogen. Co., Carlsbad, CA, USA)에서 유지시켰고, HeLa, MCF7[0026]

및  NIH3T3  세포는  10%  소  태아혈청  (FBS,  Gibco)  및  1%  페니실린/스트렙토  마이신  (Gibco)이  보충된

Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM, Gibco)에서 배양하였다. 다양한 세포 중에서 EDOX에 대한 가장 적

절한 암 세포주 반응을 스크리닝하기 위해, 공 초점 레이저 스캐닝 현미경 (CLSM) 및 유세포 분석을 사용하여

EDOX 처리된 세포에서 형광을 관찰 하였다. 1×10
5
 cells/mL의 세포 현탁액을 8 웰 μ-슬라이드(ibidi, Munic

h)에 시딩하고 37 ℃에서 12시간 동안 배양하였다. 다음으로, 5μM의 EDOX를 2시간 동안 세포에 첨가한 후 PBS

로 세척하였다. 4% 파라 포름알데히드로 실온에서 30분 동안 고정시킨 후, 세포들을 fluorophore Alexa Fluor

488  phalloidin(Invitrogen,  Molecular  Probe,  Eugene,  OR,  USA)을  이용하여  20분  동안  염색  및  4′6-

diamidino-2-phenylindole  (DAPI)로 5분 동안 염색하였다. 형광 세포 이미지는 CLSM  (LSM  710,  Carl  Zeiss,

Germany)을 이용하여 수득하였다. 또한, 모든 세포를 4×10
5
/웰의 밀도로 12-웰 플레이트에서 배양하고 2시간

동안 5 μM EDOX로 처리하였으며, EDOX 처리된 세포에서 형광의 정량적 평가를 위해 세포 형광을 유세포 분석법

(FACS, BDBiosciences, USA)을 이용하여 분석하였다. PBS로 3회 세척한 후, 수거된 세포를 유세포 분석법으로
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검사하였다. 히스토그램 플롯은 FlowJo 소프트웨어 (TreStar, Switx zerland)를 사용하여 수행하였다.

항-증식반응 분석(Anti-proliferation assay) 및 웨스턴 블로팅[0028]

HepG2, HT-29, HeLa, MCF-7 및 NIH3T3 세포에 대해 MTT 분석 및 웨스턴 블롯 분석을 이용하여 EDOX의 항암 효[0029]

과를 평가하였다. 모든 세포를 웰 당 1×10
4
 개의 세포로 96 웰 플레이트의 각 웰에 시딩한 후, 48시간 동안 다

양한 농도의 EDOX로 처리하고, MTT  (3-(4,5-다이메틸티아졸-2-일)-2,5-다이페닐테트라졸륨 브로마이드, Roche

Diagnostics GmbH, Germany) 비색 분석을 수행하였다. 배양 배지를 교체한 후, MTT 시약을 각 웰에 첨가하고 추

가로 4시간 동안 배양하였다. 각 웰에 가용화 완충제 (Roche Diagnostics)를 처리한 후, 마이크로 플레이트 리

더 (EL800, Bio-Tek Instruments,Winooski, USA)를 사용하여 MTT에 의해 생성된 포르마잔 생성물의 흡광도를

570 nm에서 측정하였다. 웨스턴 블롯 분석을 위해, HepG2 세포를 6 웰 플레이트에서 배양하고 12시간 동안 5μM

의  EDOX로  처리하였다.  이어서,  수확된 세포를 프로테아제 억제제 칵테일 용액 (Xpert  Protease  Inhibitor

Cocktail Solution, GenDEPOT)을 포함하는 세포 용해 용액 (GenDEPOT, TX, USA)으로 용해시켰다. BCA 단백질

분석을 이용하여 총 단백질을 정량하고, 동일한 양 (50 μg)의 단백질을 10% (w/v) SDS 폴리아크릴아마이드 겔

전기영동에 의해 분리하였다. 단백질을 폴리 비닐리덴플루오라이드 (PVDF) 막으로 옮긴 후, 1시간 동안 5% 탈지

유로  블로킹  하였다.  막은  anti-PARP-1  (1:1000;abcam,  UK),  anti-Caspase-3  (1:1000;  Cell  Signaling

Technology, USA), 및 β(Santa Cruz, USA) 항체와 함께 인큐베이션 하였다. 이어서, HRP- 접합된 이차 항체를

실온에서 1시간 동안 인큐베이션 하였다. 세척 후, 상기 막을 기질로서 ECL 시약 (Amersham Biosciences, UK)과

함께 인큐베이션 한 다음, 어두운 방에서 X-선 필름을 노출시켰다.

화합물 합성 [0031]

하기 합성 경로에 따라 본 발명에 따른 [화학식 1](EDOX로 표시)의 화합물을 합성하였다.[0032]

[합성 경로][0033]

[0034]

a) 4-Nitrophenyl chloroformate, DCM, TEA, 0 ℃,
 
92%; b) Doxorubicin·HCl, DMF, TEA, RT, 95%.[0035]

화합물 2의 합성[0037]

둥근 바닥 플라스크에서, 화합물 1 (0.200 g, 1.21 mmol)을 무수 MC (50 mL)에 현탁시킨키 후 0 ℃로 냉각시켰[0038]

다. 이 혼합물에 p-니트로페닐클로로포르메이트 (0.36 g, 1.81 mmol)를 첨가한 후 TEA (0.3 mL, 2.45 mmol)를

적가하였다. 생성된 혼합물을 0 ℃에서 추가로 30분 동안 교반하였다. 반응 완료 후 0.1 N HCl (10 mL)과 중탄

산 나트륨으로 켄칭 및 세척하고, MC (3 X 50 mL)로 추출하였다. 유기 분획을 분리, 수집 및 Na2SO4상에서 건조

시킨 후 진공하에 농축시켰다. 조 생성물을 실리카겔상에서컬럼크로마토그래피 (MeOH/DCM 1-2%)로 정제하여 회

백색 고체 화합물 2를 수득하였다(0.37 g, 92%).

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 28 ℃): 2.14 (s, 3H), 4.17 (s, 2H), 7.30-7.37 (m, 2H), 7.51-7.53 (m, 2H),[0039]

8.27-8.29 (m, 2H). 
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EDOX의 합성[0041]

둥근  바닥  플라스크에서,  화합물  2  (0.100  g,  0.30  mmol)를  무수  DMF  (10  mL)에  현탁시켰다.이  혼합물에[0042]

Doxorubicin·HCl(0.175 g, 0.30 mmol)을 첨가한 후 TEA (0.5 mL, 0.20 mmol)를적가하였다. 상기 혼합물을 실

온에서 1 시간 동안 교반하였다. 반응 완료 후, 반응물을 진공하에서 증발시키고, 실리카겔상에서컬럼크로마토

그래피 (MeOH/DCM 2-5%)로 정제하여 적색 분말 화합물 EDOX를 수득하였다(0.21 g, 94%).

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 28 ℃): 1.28 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 1.76-1.79 (m, 1H), 1.83-1.86 (m, 1H), 2.09-[0043]

2.17  (m,  6H),  2.30-2.32  (m, 1H), 2.99 (s, 2H), 3.23-3.25 (m, 1H), 3.49 (m, 1H), 3.65-3.69 (m, 1H),

3.85 (m, 1H), 4.07 (s, 3H), 4.12 (m, 1H), 4.55 (s, 1H), 4.74-4.76 (m, 2H), 5.18 (s, 2H), 5.18-5.30 (m,

3H), 5.48 (m, 1H), 7.22-7.42 (m, 5H), 7.77 (m, 1H) and 8.03 (m, 1H). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3+ MeOD, 28

℃): 8.42, 16.7, 23.9. 29.9, 30.0, 33.7, 35.6, 45.6, 45.9, 46.9, 56.5, 66.3, 67.4, 68.9, 69.3, 76.3,

100.7, 118.5, 119.7, 120.7, 128.8, 135.8, 155.9, 160.9 and 187.1. MS (ESI): m/z calcd. for C37H38N2O14:

734.23 Found: 757.20 [M + 23]
+
.

결과 및 고찰[0045]

EDOX의 설계, 합성 및 특성[0046]

본 발명에서는 항암 약물인 독소루비신(Dox)의 전달을 위한 카르복실 에스테라제 반응 이중 기능성 약물 전달[0047]

시스템, EDOX를 합성하였으며, 상기 EDOX가 다양한 암 세포에 미치는 영향을 테스트하였다. 본 발명의 실험 결

과는 EDOX가 HCC- 유래 세포의 세포 내 카르복실에스테라제에 의해 정상 섬유 아세포 및 다른 암 세포주와 비교

하여 우선적으로 활성화되었음을 보여주었다.

본 발명에 따른 화합물인 EDOX는 상기 [합성 경로]에 따라 합성하였으며, 합성된 화합물의 존재는 질량분석계,[0048]

1
H NMR/

13
C NMR을 통해 확인하였다. 다음으로, 약물 안정성과 활성화 메커니즘을 평가하였다. PBS(pH 7.4, 37 ℃

에서 4시간 동안 EDOX를 인큐베이션 한 결과, 분해는 관찰되지 않았다. 또한, EDOX는 560 nm에서 고유한 약한

형광 방출을 나타내었으며(도 2A), 배양 배지에서 12시간까지 유사한 종류의 안정성을 나타내었다(도 6). 그러

나 에스테라제 (3 U/mL)에 노출되면 아닐린 아미드 결합이 절단되고, 1,6- 제거 경로를 통한 자가-희생(self-

immolation)에 의해 활성 약물 Dox가 방출된다. 이 현상은 free Dox에 해당하는 560 nm에서 방출 밴드의 향상을

동반하였다. 형광 실험 및 HPLC 분석을 통해 EDOX 활성화를 추가로 확인하였다. 에스테라아제에 대한 EDOX의 노

출은 4시간까지 활성 Dox의 시간 의존적 누적 방출을 야기하였다(도 2B). 본 발명자들은 560 nm에서의 형광 복

원이 약물 분포의 진단 평가에 잠재적으로 적합한 턴온 반응일 수 있다고 추론하였다. 역상 HPLC 크로마토 그램

은 EDOX에 상응하는 2060초의 체류 시간에서 피크를 나타내었다 (도 2C). 특히, 1975초에서의 Dox standard 피

크는 EDOX가  Dox  자체보다 소수성임을 나타낸다.  이러한 특성은 약물 약동학 (PK)의  최적화를 위해 페길화

(PEGylation)에 기반한 자기 조립 나노 의학 시스템의 설계에 유용할 수 있다. 카르복실 에스테라아제 작용시,

EDOX는 도 2d에 도시된 경로에 의해 4시간 이내에 독점적으로 활성 Dox로 전환되었다. 다음으로, 아미노산, 생

체 분자 및 효소를 포함한 다양한 생체 분석 물질의 EDOX  반응에 대한 간섭 가능성 또한 테스트하였다. 그

결과, 이들 분자 중 어느 것도 에스테라제에 의해 단독으로 활성화된 것과 같은 현저한 EDOX 형광 변화를 유도

하지 않았으며, 이는 에스테라제-EDOX 상호 작용이 매우 특이적임을 나타낸다(도 7).

EDOX의 세포 흡수 및 활성화[0050]

다음으로, 인간 간세포 암종 (HepG2), 인간 결장 직장 선암종 (HT-29), 인간 자궁 경부 선암종 (HeLa), 인간 유[0051]

방 선암종 (MCF7), 마우스 배아 섬유아세포 (NIH3T3)에서 추출한 세포를 포함한 다양한 세포주에서의 EDOX 활성

을 평가하였다. 세포 카르복실 에스테라제에 의한 EDOX 활성화를 평가하기 위해, 공초점 레이저스캐닝 현미경

(CLSM)을  이용하여 Dox로부터 발생하는 세포 내 형광을 검출하였다.  도  3에  도시된 바와 같이, HCC-유도된

HepG2 세포만이 5 μM EDOX로 2시간 동안 처리시 활성 Dox에 상응하는 현저한 형광 향상을 나타내었다. 이러한

결과는 유세포 분석으로도 확인되었으며(도 8), 이는 HT-29, HeLa, MCF7 및 NIH3T3 세포에서는 켄칭된 형광 방

출이 유지됨에 따라 EDOX 내재화 및/또는 활성화가 발생하지 않았음을 암시한다. 다음으로, EDOX-세포 상호 작
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용의 역학을 평가하기 위해, 접합체에 노출된 HepG2 세포에서 시간 의존적 형광 향상을 측정하였다(도 9). 그

결과, 형광 방출의 현저한 향상이 30분 내에 관찰되었고 24시간 내에 포화에 도달하였다. 또한, EDOX 효소 절단

시, 활성 Dox가 처음에 시토졸(cytosol)에 편재되고 36시간의 배양 시간에 걸쳐 핵으로 연속적으로 전위됨을 관

찰하였다 (도 9). 종합하면, 상기 결과들은 EDOX 가수 분해가 높은 카르복실 에스테라제 활성의 존재를 요구하

고, 이에 따라 복합체는 HCC-유래 HepG2 세포에 의해 우선적으로 활성화되어, 형광 향상을 야기한다는 것을 암

시한다. 

다양한 암 세포주에 대한 EDOX의 세포 생존률 및 아폽토시스 메커니즘[0053]

다음으로, MTT 분석법을 이용하여 다양한 세포주에 대한 EDOX의 항암 활성을 평가하였다. 상이한 농도의 EDOX와[0054]

함께 48시간 인큐베이션 후 세포 생존력을 측정하였다 (도 4A).  그 결과, EDOX는 10 μM 미만의 농도에서도

HepG2 세포-특이적 항암 활성을 발휘하였고, 최대 50 μM까지 효과적이었으나, 다른 세포주의 생존력에 대한 중

대한 영향은 관찰되지 않았다. MTT 분석 결과는 공초점 현미경에 의해 얻은 결과와 일치하였다. EDOX-유도된 세

포 독성은 이러한 조건하에서 free Dox에 의한 것보다 낮지만, 세포 특이성은 Dox 관련 부작용을 최소화하는 데

도움이 될 수 있다(도 10). 또한, IC50 값의 비교 결과를 통해, EDOX 처리된 HepG2 세포가 다른 세포주보다 더

강력한 치료 효과를 나타냄을 확인하였다(표 1).

표 1

[0055]

EDOX의 효과를 추가로 특성화하기 위해, 웨스턴 블로틴 EDOX-처리된 HepG2 세포를 이용하여 아폽토시스 관련 단[0056]

백질의 발현을 평가하였다. PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase-1)은 DNA 손상 세포의 회복에 중요한 역할

을 한다. 절단된 PARP-1의 레벨은 아폽토시스의 가장 중요한 마커 중 하나이며, Dox 처리 후 증가하는 것으로

보고된바 있다(Park HJ et al, J Exp Clin Canc Res 2018;37:107). 유사하게, 미토콘드리아 아폽토시스 관련

단백질인 활성화 된 caspase-3의 발현 수준은 Dox-처리된 세포에서 상향 조절되는 것으로 알려져있다(Wei L et

al, PLoS One 2015;10(7):e0131763). 관련하여, 본 실험을 통해, HepG2 세포에 Dox 또는 5 μM EDOX로 처리시

PARP-1 및 절단된 caspase-3의 발현이 현저하게 향상됨을 확인하였다(도 4B). 12시간 동안 HepG2 세포에서 아폽

토시스 단백질의 발현을 유도하는 Dox 및 EDOX의 상이한 능력은 카복실에스테라제에 의한 절단시 Dox 방출의 완

료에 필요한 추가 시간 때문일 수 있다. 상기 결과들을 통해, 본 발명에 따른 화합물 EDOX는 HepG2 카르복실 에

스테라제에 의해 특이적으로 활성화되고, 이는 아폽토시스 유도에 의해 세포 사멸을 야기한다는 것을 확인하였

다. 

HCC 세포에서 EDOX의 에스테라제 매개 활성화[0058]

마지막으로, EDOX 활성화와 내인성 카르복실 에스테라제 사이의 관계를 명확하게 확립하기 위해, 카르복실 에스[0059]

테라제 활성의 억제에 의해 EDOX 형광 증진이 방지될 수 있는지를 확인하였다. 이를 위해, HepG2 세포를 카르복

실 에스테라제 억제제인 BNPP(bis-(4-nitrophenyl)phosphate)로 12시간 동안 전처리한 후, 추가 2시간 동안 10

μM EDOX로 처리하였다. 도 5에 도시된 바와 같이, EDOX 반응은 BNPP 전처리 된 HepG2 세포에서는 거의 일어나

지 않았고, 이를 통해, EDOX 활성화에 카르복실 에스테라제가 중요한 역할을 한다는 것을 추가적으로 확인하였

다.

결론적으로, 본 발명에서는 지속적인 HCC 특이적 약물 방출과, 전구약물 활성화 및 약물 분포의 실시간 모니터[0061]

링을 가능하게 하는, 아세트 아마이드 화학 약물 접합체인 EDOX를 제공한다. 본 발명에 따른 화합물 EDOX는
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HCC-유래 세포에 대한 우선적인 세포 독성 효과를 나타내었는바, HCC에 적합한 화학요법 치료제로 유용하게 활

용될 수 있을 것으로 기대된다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0063]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시형태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.

도면

도면1

도면2
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