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심사관 : 신진섭

전체 청구항 수 : 총 2 항

(54) 세포소멸을 유발시킬 수 있는 약제의 제조를 위한프로피오닐 Ｌ-카르니틴의 용도

(57) 요약

본 발명은 특히 혈관의 세포소멸 유발로부터 치료 이점을 얻는 병리상태, 예를 들어 혈관 성형술 또는 관상동맥 스텐팅 후

의 협착증, 또는 특히 종양의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그의 약학적으로 허용가능한

염의 용도에 관한 것이다.

특허청구의 범위

청구항 1.
삭제

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.

세포소멸을 유발시키는 프로피오닐 L-카르니틴 또는 그의 약학적으로 허용가능한 염이 함유되어 있는 것을 특징으로 하

는 혈관 성형술 또는 관상 동맥 스텐팅 후의 협착증 치료용 약제.

청구항 5.
삭제

청구항 6.

제 4 항에 있어서, 프로피오닐 L-카르니틴의 염이 클로라이드, 브로마이드, 오로테이트, 산 아스파테이트, 산 시트레이트,

산 포스페이트, 푸마레이트 및 산 푸마레이트, 락테이트, 말리에이트 및 산 말리에이트, 산 옥살레이트, 산 설페이트, 글루

코스 포스페이트, 타르트레이트 및 산 타르트레이트로 이루어진 그룹 중에서 선택된 것을 특징으로 하는 약제.

청구항 7.
삭제

청구항 8.
삭제

청구항 9.
삭제
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명세서

기술분야

본 발명은 특히 혈관의 세포소멸 유발로부터 치료 이점을 얻는 병리상태, 예를 들어 혈관 성형술 또는 관상동맥 스텐팅 후

의 협착증 또는 종양의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그의 약학적으로 허용가능한 염의

용도에 관한 것이다.

배경기술

순환기 질환에서의 세포 증식

다수의 연구들은 세포 증식이 죽상경화증, 고혈압증의 발병 및 혈관 성형술 또는 관상 동맥 스텐팅 후의 협착증에서 중추

적인 역할을 함을 입증하였다(Ross, 1976; Schwartz, 1990).

인간의 죽상경화성 플라크 상에서 수행된 다수의 실험적인 연구들은 세포 증식이 상기 플라크의 초기 상태 및 진행 단계

모두의 결정적인 현상임을 입증하였다.

더욱이, 혈관 중막으로부터 혈관 내막으로 이동하는 평활근 세포의 증식은 혈관 성형술을 통한 혈관 재통 또는 스텐트에

의한 혈관 확장 후의 관상 동맥 협착증의 세포 기전을 나타낸다.

이러한 장애는 급성 관상 동맥 증후군에 걸린 환자의 피부 관통성 혈관 재통의 적용에 주요한 한계가 되며, 따라서 상기는

수술 후 장애의 약 40%에 책임이 있다(Holmes et al., 1984)

따라서, 상기 증식 현상이 혈관성형술 후 첫 주에 해당하는 결정적인 시기에 발생하므로, 혈관 벽의 평활근 세포의 증식을

억제할 수 있는 이용가능한 물질을 제조하는 것이 혈관 성형술 후 협착증의 예방에서 1 차적으로 중요한 목표이다.

실험적인 죽상경화성 병변에서의 증식 억제가 세포증식 억제성 약물, 예를 들어, 에토포시드(Llera-Moya et al., 1992),

스테로이드 호르몬(Cavallero et al.; 1971; 1973; 1975; 1976), 프로게스테론성 호르몬(Spagnoli et al., 1990), 덱사메

타손(Asai et al., 1993)에 의해 이루어졌다.

평활근 세포 증식은 또한 베라파밀(Stein et al., 1987)의 경우에서와 같은 DNA 합성의 감소 및 니페디핀(Cheung et al.,

1987)에 대해 입증된 바와 같은 2 차 전령 시스템(cAMP)의 방해 모두에 기인한 칼슘 길항물질에 의해 억제된다.

ACE-억제제에 의한 치료는 혈관 내막 비후의 성장을 억제하였다(Powell, 1989).

다른 생체외 연구들은 고지혈증 치료제로서 사용된 HMG-CoA 리덕타제 억제제 심바스타틴에 의한, 주어진 래트 대동맥

의 배양된 평활근 세포에 대한 증식 억제 효과를 입증하였다(Corsini et al., 1991). 더욱이, 트리글리세라이드혈 강하 효

과를 갖는 일부 물질들, 예를 들어 피브레이트가 인간의 죽상경화성 병변의 진행을 예방할 수 있는 것으로 나타났다

(Olsson et al., 1990).

종양에서 관찰된 것과 유사한 방식으로(Kerr, 1994), 죽상경화성 집단 및/또는 혈관 내막 비후에서 집단 감소 현상이 세포

증식과 함께 일어남이 관찰되었으며(Gabbiani, 1995), 따라서 이는 매우 증식성인 세포가 세포소멸에 도움이 되며 이의

조절이 죽상경화증의 발병에 중요한 역할을 함을 시사한다.

세포소멸은 다양한 형태의 인간 및 실험상 심혈관 질환에서 입증되었다(Sharifi AM, Schriffin EL; Am. J. Hypertens.

1998년 9월; 11(9): 1108-16).

혈관 성형술은 세포 이동, 증식 및 세포간질 축적을 포함한 다수의 혈관벽에서의 반응들을 발생시키며, 이들 모두는 신생

혈관내막의 형성 및 협착증의 원인이 된다(Malik N et al; Circulation 1998년 10월 20일; 98(16): 1657-65). 세포소멸의

유도는 또한 폐 혈관 질환과 같은 혈관 질환을 역전시키는데 유리할 수 있다(Cowan K. N. et al., Circ. Res. 1999년 5월

28일; 84(10): 1223-33). 혈관 성형술 후의 협착증은 손상된 혈관 내막 세포에 기인한다.
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세포소멸 유발 물질을, 예를 들어 종양의 치료에 사용하는 것은 가능한 부작용들과 함께 일반화된 현상을 야기시킬 위험성

을 내포하며, 상기 부작용들은 간세포의 경우에서와 같이 매우 심각할 수도 있다.

일반화된 현상이 없는 전 세포소멸제를 발견할 필요가 있다.

협착증 예방을 위한 제안들을 예를 들어 미국 특허 제 5116864 호 및 5835935 호에서 찾을 수 있다.

미국 특허 제 5,786,326 호는 협착증의 현상을 고찰하고 있으며 철이 SMC의 증식에 중요한 필요조건임을 지적한다. 상기

특허에 논의된 기술은 협착증을 예방하는 수단으로서 철 킬레이트제로서 작용하는 약물을 교시한다. 미국 특허 제

5,786,326 호는 새로운 철 킬레이트제, 즉 엑소켈린을 제공한다.

미국 특허 제 5,786,326 호는 협착증의 현상을 고찰하고 있으며 철이 SMC의 증식에 중요한 필요조건임을 지적한다. 상기

특허에 논의된 기술은 협착증을 예방하는 수단으로서 철 킬레이트제로서 작용하는 약물을 교시한다. 미국 특허 제

5,786,326 호는 새로운 철 킬레이트제, 즉 엑소켈린을 제공한다.

종양에서의 세포소멸

인간의 치료에서 항암제를 사용하는 것이 환자의 생명을 위협할 수도 있는 다수의 독성 효과 또는 부작용을 일으키는 것은

잘 알려져 있다. 실제로, 이러한 합병증들은 상기 항암제의 투여량을 감소시키게 하며, 때로는 치료 자체를 중단하게 한다.

다수의 경우에 상기 투여량의 감소 또는 치료 중단은 병의 재발에 유리하므로 개인의 일반적인 상태를 악화시키게 되며,

결과적으로 이는 때때로 환자에게 치명적이다.

인간의 치료에 사용되는 항암제의 수 및 중요성이 증가함에 따라 그의 주요 한계는 독성 효과 또는 부작용의 발생으로 이

어지며, 이는 상기 문제가 여전히 상당한 관심사임을 의미한다.

따라서, 인간 치료에 사용되는 항암제에 의해 야기된 독성 효과 또는 부작용을 실질적으로 감소시킬 수 있는 새로운 약제,

또는 새롭고 적합한 상이한 약제들의 조합을 발견하는 것이 훨씬 더 요구되고 있다.

약리 요법의 일반적인 문제점들 중 하나는 상기 약제의 치료 지수, 즉 독성 투여량 또는 어쨌든 부작용을 발생시키는 투여

량에 대한 치료 유효 투여량의 비이다.

의료계에서는 여전히 환자들이 항암 화학요법의 경우에 특히 견디기 힘든 치료에 직면할 수 있게하는 동시에 허용가능한

삶의 질을 유지하게 하는 치료 섭생의 필요성을 인지하고 있다. 이러한 고려사항을 또한 동물, 예를 들어 애완동물의 치료

에도 적용한다.

따라서, 진정한 세포독성 활성이 없을지라도 종양 세포를 방해할 수 있고, 항종양 약물의 효과를 발휘할 수 있는 물질, 예

를 들어 종양 세포에서 세포소멸을 유발시킬 수 있는 물질이 대단히 유리할 것이다.

WO 97/34596 호에는 암을 비롯한 글루타메이트 매개된 질환의 치료에서의 알카노일 L-카르니틴의 용도가 개시되어 있

다.

따라서, 진정한 세포독성 활성이 없을지라도 종양 세포를 방해할 수 있고, 항종양 약물의 효과를 발휘할 수 있는 물질, 예

를 들어 종양 세포에서 세포소멸을 유발시킬 수 있는 물질이 대단히 유리할 것이다.

WO 97/34596 호에는 암을 비롯한 글루타메이트 매개된 질환의 치료에서의 알카노일 L-카르니틴의 용도가 개시되어 있

다.

본 발명에 이르러, 프로피오닐 L-카르니틴이 그의 뜻밖의 전 세포독성 효과 덕분으로 혈관의 평활근 세포 및 종양 세포에

특이적인 억제 작용을 부여하는 것으로 밝혀졌다.

발명의 요약
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본 발명의 목적은 특히 혈관에서 세포소멸 유발로부터 치료 이점을 얻는 병리상태, 예를 들어 혈관 성형술 후 또는 관상 동

맥 스텐팅 후의 협착증, 또는 특히 종양의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그의 약리학적으

로 허용가능한 염의 용도이다.

상기 연구의 교시는 PLC가 고지혈증 치료제로서 노령의 고지혈증 토끼의 죽상 경화성 병변의 진행을 예방한다는 것이다.

따라서, 죽상경화성 플라크의 세포 증식에 기여하는 지질의 강하에서, PLC는 아테롬 발생 억제제로서 간접적으로 작용한

다. PLC에 대해서 증식 억제 작용은 입증되지 않았다.

이후의 연구(고혈압증, Vol 28, No 2, 1996년 8월, p. 177-182)에서, 선행 저자들 중 일부는 배수체 세포에 대한 PLC의

효과를 조사하였다. 상기 연구에서 “배수성은 DNA 함량 배가 후의 SMC 유사분열성 분할의 장애와 관련있는 듯 하다”고

설명하였다. 상기 저자들에 따르면, PLC는 배수체 세포의 수를 감소시키지만 SHR에서 혈압을 조절함에 있어서는 효과적

이지 않은 것으로 밝혀졌다. 이들은 또한 배수성 SMC가 고혈압증을 유발시키며, SHR 대동맥에서 배수성 SMC의 병생리

학적 중요성은 밝혀지지 않았음을 교시한다. 이어서 세포 주기의 차단을 설명하고 있다. PLC에 의해 발휘되는 가설 또는

기작에서, 상기 화합물이 전 세포소멸 작용을 가질 수도 있음을 제시하고 있지 않다.

프로피오닐 L-카르니틴은 노령의 고지혈증 래트에서 죽상경화성 병변의 진행을 예방하는 것으로서 개시되었다(Spagnoli

L.G., Orlandi A., Marino B., Mauriello A., De Angelis C., Ramacci M.T., Atherosclerosis 1995; 114, 29-44). 상기

연구에서, 저자는 프로피오닐 L-카르니틴(또한 PLC라 명명함)의 강력한 아테롬발생 억제 효과를 입증한다. 이러한 효과

는, 명백하게 인간에게 적용할 수 있는 모델이 아닌 토끼에서 입증되었지만, 지질 강하 효과를 통해 밝혀졌다. 실제로, 상

기 저자는 “[...] 동물들의 수가 매우 많지는 않지만, 전체 트리글리세라이드, IDL- 및 VLDL-트리글리세라이드 [...]의

대단히 현저한 감소를 입증하기에는 충분한 반면, 혈장 콜레스테롤 수준은 약간 일시적으로 변하였다”고 서술하고 있다

(p. 40, 좌측 컬럼, 라인 16-19). 상기 저자는 또한 대식세포 및 플라크를 구성하는 SMC 모두에서 보다 낮은 수준의 증식

활성을 관찰하였다(동일 문헌, 마지막 5 라인). 이어서 상기 저자는 “현재, 우리는 PLC가 어떠한 치료 용도를 갖는지를 추

정할 수 없다”고 표명하였다(동일 문헌, 우측 컬럼, 처음 3 라인). 그러나, 상기 연구의 결과는 섬유성 죽상 플라크의 연령-

관련된 근내막 비후의 진행 및/또는 전환에서 β-VLDL의 아테롬 발생 역할을 확립시켰다(동일 문헌, 라인 5 내지 10). 상

기 저자는 혈장 트리글리세라이드 수준이 플라크 세포 집단의 증식 활성과 직접적으로 관련되며 이들 2 개 인자의 약리학

적 조절이 노령의 고콜레스테롤혈증 토끼의 플라크 진행의 현저한 감소와 관련될 수도 있다는 가설을 제공한다. 또한, 일

부의 실험 데이터가 트리글리세라이드와 세포 증식간의 상관관계에 대한 가설을 지지함을 기술하고 있다(동일 문헌, p.

41, 우측 컬럼, 라인 20-29). 상기 저자는 “PLC가 [...] 성장 인자의 발현 조절을 통해서 작용하는 것 같지는 않으며(동일

문헌, 마지막 2 라인), PLC가 죽상경화성 플라크의 세포 증식을 직접 억제하는 지의 여부와 관계없이 상기 질문에 답하기

위해서는 추가의 생체외 연구가 필요하다”고 결론지었다(동일 문헌, p. 42, 최종 라인).

상기 연구의 교시는 PLC가 고지혈증 치료제로서 노령의 고지혈증 토끼의 죽상 경화성 병변의 진행을 예방한다는 것이다.

따라서, 죽상경화성 플라크의 세포 증식에 기여하는 지질의 강하에서, PLC는 아테롬 발생 억제제로서 간접적으로 작용한

다. PLC에 대해서 증식 억제 작용은 입증되지 않았다.

이후의 연구(고혈압증, Vol 28, No 2, 1996년 8월, p. 177-182)에서, 선행 저자들 중 일부는 배수체 세포에 대한 PLC의

효과를 조사하였다. 상기 연구에서 “배수성은 DNA 함량 배가 후의 SMC 유사분열성 분할의 장애와 관련있는 듯 하다”고

설명하였다. 상기 저자들에 따르면, PLC는 배수체 세포의 수를 감소시키지만 SHR에서 혈압을 조절함에 있어서는 효과적

이지 않은 것으로 밝혀졌다. 이들은 또한 배수성 SMC가 고혈압증을 유발시키며, SHR 대동맥에서 배수성 SMC의 병생리

학적 중요성은 밝혀지지 않았음을 교시한다. 이어서 세포 주기의 차단을 설명하고 있다. PLC에 의해 발휘되는 가설 또는

기작에서, 상기 화합물이 전 세포소멸 작용을 가질 수도 있음을 제시하고 있지 않다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 프로피오닐 L-카르니틴(이후부터 간단히 PLC라고도 명명함)이 세포에서 프로그램화된 사망(세포소멸) 현상을

유발한다는 발견의 적용을 바탕으로 한다. 이러한 효과에 의해 혈관벽의 평활근 세포의 증식을 기본으로 하는 혈관 병리상

태, 예를 들어 폐 고혈압, 고혈압, 혈관 성형술 또는 관상 동맥 스텐팅 후의 협착증이 치료된다.

유리하게는, PLC는 그의 부작용이 꽤 제한된 널리 공지된 약물이다. 프로피오닐 l-카르니틴의 용례가 미국 특허 제

4415589 호 및 4255449 호, 이탈리아 특허 제 1155772 호, 유럽 특허 제 0793962 호 및 0811376 호, WO 99/17623,

PCT/IT97/00113에 개시되어 있다.
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따라서, 본 발명의 첫 번째 태양은 특히 혈관에서 세포소멸 유발로부터 치료 이점을 얻는 병리상태, 예를 들어 혈관 성형술

후 또는 관상 동맥 스텐팅 후의 협착증, 또는 특히 종양의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그

의 약리학적으로 허용가능한 염의 용도에 관한 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 고혈압의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그의 약리학적으로 허

용가능한 염의 용도이다.

본 발명의 또 다른 목적은 폐 고혈압의 치료에 유용한 약제의 제조를 위한 프로피오닐 L-카르니틴 및 그의 약리학적으로

허용가능한 염의 용도이다.

본 발명의 더욱 또 다른 목적은 혈관 성형술 또는 관상 동맥 스텐팅 후의 협착증의 예방에 유용한 약제의 제조를 위한 프로

피오닐 L-카르니틴 및 그의 약리학적으로 허용가능한 염의 용도이다.

본 원에 개시된 본 발명의 목적은 또한 항암제에 의해 얻어지는 보조 효과에 따른 프로피오닐 L-카르니틴의 통합된 용도

이다. 보조 효과로서, 항종양 약물과 프로피오닐 L-카르니틴의 결합 요법에 의해 PLC가 종양 세포에 대해 세포소멸 효과

를 발휘하는 것이 목적이며, 따라서 PLC는 항종양 약물의 세포소멸 효과를 지원한다. 이러한 방식으로 항종양 약물의 치

료 지수의 개선이 예상된다.

본 원에 개시된 본 발명의 추가의 목적은 종양의 치료에 유용한 약제의 제조에서 프로피오닐 L-카르니틴의 용도이다.

본 원에 개시된 본 발명의 더욱 또 다른 목적은 프로피오닐 L-카르니틴과 항암제 및 관련된 약학 조성물과의 결합이다.

본 원에 개시된 발명과 관련하여, 상기 화합물들의 “통합된 용도”가 의미하는 것은 구별 없이 (i) 프로피오닐 L-카르니틴

또는 그의 약리학적으로 허용가능한 염들 중 하나와 항암제의 공동-투여, 또는 (ii) 임의의 약학적으로 허용가능한 부형제

및/또는 비히클 이외에, 상기 유효 성분들을 함께 혼합물로 포함하는 조성물의 투여이다.

따라서 본 원에 개시된 발명은 프로피오닐 L-카르니틴 또는 그의 약리학적으로 허용가능한 염들 중 하나와 항암제의 공동

-투여, 및 약학 조성물 모두를 포함하며, 이들을 상기 2 개의 유효 성분을 혼합물로 포함하는 방출 조절된 형태를 포함하여

경구, 비경구 또는 비내로 투여할 수 있다.

하기 상세한 설명으로부터 명백하지만, 본 발명은 또한 항암제, 예를 들어 탁솔, 블레오마이신, 카르보플라틴, 빈크리스틴,

캄프토테신의 통합된 용도를 고려할 수 있다. 모든 이러한 실시태양에서, 프로피오닐 L-카르니틴을 통합된 용도로 사용할

수 있다.

공동-투여는 또한, 별개의 투여 형태의 프로피오닐 L-카르니틴 또는 그의 약리학적으로 허용가능한 염들 중 하나 및 항암

제를 포함하고 환자의 상태를 근거로 주치의에 의해 지정된 투여 섭생에 따라 유효 성분들의 통합된 동시 복용 또는 시간-

지정된 복용 설명서가 첨부된 패키지 또는 제품을 의미한다.

본 원에 개시된 발명의 실시태양은 또한 금기로 인한 치료의 중단없이 화학요법제의 투여량을 증가시키거나 예정된 치료

프로토콜을 유지시킬 수 있는 가능성에 기인한 치료학적 성공의 증가 덕분에 환자를 치유하고 그의 생명을 연장시키는데

기여한다. 또한, 프로피오닐 L-카르니틴의 보조 효과 덕분에 항암 약물의 투여량 감소를 예견할 수 있다.

본 발명에 따른 약제를 유효 성분(프로피오닐 L-카르니틴 또는 그의 약리학적으로 허용가능한 염)을 소화관내 투여(특히

경구 투여) 또는 비경구 투여(특히 근육내 또는 정맥내 경로를 통해)가 고려된 조성물의 제형화에 적합한 부형제와 혼합하

여 수득할 수 있다. 모든 이러한 부형제들은 당해 분야의 숙련가들에게 널리 공지되어 있다.

프로피오닐 L-카르니틴의 약학적으로 허용가능한 염으로서, 원치않는 부작용을 생성시키지 않는 산과의 임의의 염이 고

려된다. 이러한 산은 약리학자들 및 약학 기술 전문가들에게 널리 공지되어 있다.

상기 염의 비 제한적인 예로 클로라이드, 브로마이드, 오로테이트, 산 아스파테이트, 산 시트레이트, 산 포스페이트, 푸마

레이트 및 산 푸마레이트, 락테이트, 말리에이트 및 산 말리에이트, 산 옥살레이트, 산 설페이트, 글루코스 포스페이트, 타

르트레이트 및 산 타르트레이트가 있다.
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단일 투여 형태 제형의 몇 가지 예는 하기와 같다.

(a) 정제 제형

(b) 정맥내 주사가능한 병 용기 제형

본 발명에 따라 제조된 약제를 당해 분야의 숙련가의 일반적인 통상의 지식에 따라 제조될 수 있는 약학 조성물의 형태로

투여할 것이다.

적합하게 선택된 투여 경로, 경구, 비경구 또는 정맥내 경로에 따라 약학 조성물은 적합한 형태가 될 것이다.

본 발명에 따른 약제가 포함된 약학 조성물의 예는 고체 또는 액체 경구 형태, 예를 들어 정제, 모든 유형의 캡슐, 환제, 용

액, 현탁액, 단일 또는 분할 용량 형태의 유화액, 시럽, 바로 사용할 수 있거나 즉석에서 마실 수 있는 단위 투여형이 있다.

다른 예로 비경구 형태, 근육내, 피하 또는 정맥내 투여를 위한 주사용 형태가 있다. 방출이 조절되거나 프로그램화된 형태

도 또한 적합하다.

투약, 약량학 및 일반적인 치료 섭생을 의사의 지식, 환자의 상태 및 치료하려는 병리상태에 따라 의사가 결정할 것이다.

PLC와 다른 유효 성분들과의 연합이, 동일한 약제로 또는 별도로(동시에 또는 후속적으로) 공동-투여되든지 간에, 또한

본 발명에 포함된다.

첫 번째 바람직한 실시태양에서, 본 발명은 혈관 성형술 후의 협착증에 관한 것이다.

상기 첫 번째 바람직한 실시태양에 따라, PLC의 약리학적 투여량은 100 mM의 혈중 농도를 초과하지 않는 것이다.
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하기의 실시예들은 본 발명을 추가로 예시한다.

실시예

실시예 1

체중 270 내지 290 ㎎의 위스타 수컷 래트들을 실험에 사용하였다. 상기 래트들을 넴부탈(체중 ㎏ 당 35 ㎎)로 복강내 마

취시키고 대동맥의 흉부 부분으로부터, 약간 변형시킨(Orlandi 1994) 바우가르트너와 스투더(Baugartner and Studer)의

방법(1996)에 따라 포가티(Fogarty) 2F 벌룬 탐침(Baxter USA)에 의해 내피를 기계적으로 제거하였다. 상기 동물들을 5

개의 그룹으로 랜덤화시키고, 각각의 그룹을 표 1에 기록하였다.

2 개의 그룹을 프로피오닐 L-카르니틴(PLC, 120 ㎎/㎏, p.c. 사망)으로 약리학적으로 처리하였으며, 하나의 그룹은

ACE-억제제(에날라프릴, 1 ㎎/㎏, p.c. 사망)로 처리하고; 나머지 2 개의 그룹은 대조군이었다. 더욱 또한, 일부의 벌룬 시

술하지 않은 동물을 블랭크로 하였다.

[표 1]

동물들을 내피 제거 후 3 일 및 15 일째에 죽였다. 죽이기 2 시간 전에, 세포 증식을 확인하기 위해서 모든 래트에게 브로

모데옥시유리딘 용액(BrDU)(45 ㎎/㎏)을 정맥내 투여하였다. 죽이기 1 시간 전에, 일부 무작위로 선택된 동물들에게 대동

맥 파열의 정도를 평가하기 위해서 블루 에반스(0.9% NaCl 용액 중의 1%) 1 ㎖을 투여하였다.

죽일 때, 동물들을 넴부탈로 복강내로 마취시키고, 3% 덱스트란 70을 함유하는 등장성 염수로 세척한 후에 완충된 포르말

린으로 20 분간 관류시켰다. 동맥들을 단리시키고, 염수로 가볍게 세척하고 종방향으로 절개하였다. 경동맥, 심장 및 소장

을 또한 절제하였다. 상기 기관들을 모두 실온에서 24 시간 동안 동일한 정착액으로 후-정착시켰다.

일부의 대동맥 단편들을 전자 현미경 검사에 사용하였다. 대동맥을 말아올려 파라핀에 넣었다. 5 ㎛ 두께의 일련의 단면들

을 헤마톡실린-에오신, 베르호에프-반 기슨 및 모뱃의 펜타크롬으로 염색하고 형태학 및 형태계측학적 연구에 사용하였

다.

일부의 비-관류 동물들에서, 대동맥 조직의 단편들을 조직 카르니틴의 측정 및 후속적인 분자 생물학의 연구를 위해 액체

질소에서 냉동시켰다.

면역조직화학 염색

손상된 동맥의 뚜렷한 세포 증식을 설명하기 위해서, 파라핀 중의 일련의 대동맥 부분들로부터 파라핀을 제거하고, 이를

재 수화시키고, 3% H2O2 용액에 20 분간 담그고 37 ℃에서 트립신(트리스-HCl 중의 0.05 M, pH 7.6)과 함께 배양하였

다. 그 후에, 상기 부분들을 37 ℃에서 2N HCl로 30 분간 처리하고, 0.1 M 나트륨 테트라보레이트로 세척하고, 정상적인

말 혈청(Vector) 및 후속적으로 항-BrDU 단클론 항체(Ylem)와 함께 1 시간 동안 배양하였다. 이어서 상기 준비물을 비오

틸린화된 항-마우스 IgG(Vector) 및 스트렙토아비딘-ABC-POD 착체(Ylem)와 반응시켰다.
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상기 반응을 최종 색원체로서 디아미노벤지딘(DAB)을 사용하여 입증하였다. BrDU에 대한 포지티브 핵의 수를 전체 핵의

수에 대해 카운트하였다. 이러한 카운트는 두 명의 연구자들에 의해 별도의 맹검법으로 수행되었다. 상기 2 개의 카운트

간의 차이는 항상 0.5% 미만이었다.

모든 데이터를 T 스튜던트 시험에 의해 분석하였다. 상기 그룹들 간의 차이를 P<0.05에 대한 유의수준으로 간주하였다.

형태계측학적 분석

15 일 후의 혈관 내막 비후의 존재를, 서로로부터 1 ㎝ 떨어져 상 위에 겹쳐진 그리드(400 포인트로 이루어짐)를 사용하여

베르호에프-반 기슨 염색된 부분들에 대해 평가하였다.

상기 분석을 하마마츠(Hamamatsu) DVS 3000 상 분석기에 의해 조절되고 폴리바-라이케르트(Polyvar-Reichert) 현미

경에 연결된 하마마츠 C3077 카메라를 통해 조직학적 준비물에 대해서 수행하였다. 형태계측학적 평가는 X116 배율로

수행하였다. 혈관 내막 및 보통의 피막 상의 겹침 점들을 카운트함으로써 a) 동맥 벽에 속한 혈관 내막의 상대적인 부피; b)

동맥 벽에 속한 중막의 상대적인 부피를 평가하였다.

3 내지 12 개의 대동맥 부분들을 각각의 동물들에 대해 상이한 수준으로 사용하였다. 상기 숫자는 통계학적으로 의미있는

샘플을 수득하는데 필요한 장(fields)의 수를 나타내는 삭스 공식(Sach's formula)에 따른 상기 구조물의 크기 함수였다.

초미세구조 연구

작은 대동맥 샘플들을 전자 현미경 분석을 위해 선택하였다. 대동맥을 오스뮴 테트라옥사이드 중에 후-정착시키고 EPON

812에 묻었다. 초박형 부분들을 우라닐 아세테이트에 이어서 납 시트레이트로 염색하고 히타치(Hitachi) H-7100 FA 전

송 전자 현미경을 사용하여 검사하였다.

조직 및 혈장 카르니틴 분석

2 내지 3 ㎖의 혈액 샘플을 각각의 동물로부터 기계적으로 내피를 제거하기 전 및 죽일 때 회수하였다. 혈장을 20 분간의

원심분리(300 rpm)에 의해 분리시키고 페이스(Pace) 등의 방법에 따라 혈장 카르니틴을 분석하기 위해 냉동시켰다.

대동맥 벽 샘플을 각각의 그룹으로부터 무작위적으로 선택된 일부의 비-관류 동물들로부터 회수하고, 액체 질소 중에서

냉동시키고 상기 페이스 등의 문헌에 따라 카르니틴을 분석하기 위해서 -80 ℃에서 보관하였다.

결과

초미세구조 연구

전자 현미경 분석을 위해 작은 대동맥 샘플들을 선택하였다. 대동맥을 오스뮴 테트라옥사이드 중에서 후-정착시키고

EPOC 812에 묻었다. 초박형 부분들을 우라닐 아세테이트에 이어서 납 시트레이트로 염색하고 히타치 H-7100 FA 전송

전자 현미경을 사용하여 검사하였다.

조직 및 혈장 카르니틴 분석

2 내지 3 ㎖의 혈액 샘플을 각각의 동물로부터 기계적으로 내피를 제거하기 전 및 죽이기 직전에 회수하였다. 혈장을 20

분간의 원심분리(3000 rpm)에 의해 분리시키고 페이스 등의 방법에 따라 혈장 카르니틴을 분석하기 위해 냉동시켰다.

대동맥 벽 샘플을 각각의 그룹으로부터 무작위적으로 선택된 일부의 비-관류 동물들로부터 회수하고, 액체 질소 중에서

냉동시키고 상기 페이스 등의 문헌에 따라 카르니틴을 분석하기 위해서 -80 ℃에서 보관하였다.

결과

손상 형태
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기계적 손상 3 일 후에, 래트의 대동맥은 내피 세포 피막의 부족을 제외하고 현저한 조직학적 변화를 나타내지 않았다.

15 일 후에, 풍부한 세포외 세포간질 중에 잠긴 둥글거나 길어진 세포로 존재하는 혈관 내막 비후(또는 신생 내막)의 존재

에 의해 동맥의 리모델링을 관찰할 수 있었다. 면역 조직화학 연구는 특히 신생 내막 내부의 풍부한 평활근(SMC)의 존재

를 명백하게 입증한다.

증식에 대한 연구

a) 내피 제거 후 3 일째: 포지티브 핵을 염색하는 항-BrDU의 카운트는 검사된 2 개의 그룹들 간에 상당한 차이를 나타내

었다. 정량적인 분석(표 2)은 BrDU-포지티브 핵의 수가 대조군에 대해 PLC-처리된 동물의 중막에서 현저하게 더 낮음을

명백하게 입증한다(대조군에 대해 59.3% 감소, p<0.02). 상기 두 그룹 모두에서, BrDU-포지티브 핵의 분포는 외막 부분

에 대해 보통 막의 루멘 부분에 2:1의 비로 보다 더 집중되어 있다.

b) 내피 제거 후 15 일째: 표 3은 각각의 그룹에서 SMC의 증식 지수가 중막에 대해 내막에서 현저하게 더 높음(p<0.001)

을 나타낸다. PLC, 에날라프릴 및 대조군 동물들의 비교에 의한 내막 및 중막에서 BrDU-포지티브 핵의 수의 현저한 차이

는 관찰되지 않는다.

형태계측학적 분석

표 3에 개시된 바와 같이, 내피 손상으로부터 15 일 후에, 내막의 상대적인 부피는 대조군 동물에 비해 PLC-처리된 동물

(대조군에 대해 31.11% 감소, p<0.02) 및 ACE 길항물질-처리된 동물(대조군에 대해 26.14% 감소, p<0.01) 모두에서 현

저하게 낮다.

[표 2]
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[표 3]

증식/세포소멸의 조절에서 프로피오닐 L-카르니틴의 효과

생체 외에서 자생적으로 고혈압인 래트(SHR)의 대동맥으로부터 단리된 평활근(SMC) 및 대조군으로서 정상 혈압인 래트

(WKY)로부터 단리된 SMC에 대한 프로피오닐 L-카르니틴(PLC)의 효과를 평가하기 위한 실험을 수행하였다.

이러한 생체 외 연구는 PLC가 배양 지수 증식기 동안 투여될 때 세포 수/㎖로서 평가되는 세포 성장뿐만 아니라 삼중수소

화된 티미딘의 결합을 통해 평가되는 DNA 합성을 감소시킴을 입증하였다(표 4 및 5).

[표 4]
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[표 5]

PLC 존재 하의 평활근 세포의 추가의 특징으로서, 세포소멸 세포의 퍼센트를 기본적인 상태 및 산화적인 스트레스 상태

모두에서 측정하였다. 총 1000 개의 세포 상에 존재하는 세포소멸성 세포의 수를 특정 DNA를 훽스트(Hoechst) 33258로

염색한 후에 카운트하여 세포소멸을 평가하였다. 상기 실험의 결과는 SHR 배양액에서 PLC가 기본적인 상태에서 세포소

멸 퍼센트를 현저하게 증가시키며 이러한 증가는 스트레스 상태 하에서 더욱 뚜렷함을 입증하였다.

WKY 배양액에서, 세포소멸 퍼센트는 무시할만하다(표 6).

[표 6]

SHR 평활근 세포에서 관찰된 양상은 자생적인 고혈압 래트를 특성화하는 c-myc의 탈조절된 발현과 어떻게 해서든지 관

련이 있을 수 있다(Negoro et al., 1988). 더욱 또한, c-myc는 세포소멸에 이은 증식 중단을 유발하는데 능동적으로 협력

함이 관찰되었으며(Bennet et al., 1993; Bissonette et al., 1993), 따라서 상기 나타낸 데이터는 PLC 증식 억제 효과가

DNA 복제를 방해하는 것과 관련이 있을 수도 있음을 시사한다.

실시예 2

세포주

이스티투토 주프로필라티코 오브 브레샤(Istituto Zooprofilattico of Brescia)로부터 수득한 인간 기원 종양 세포를 배양

하였다. 실험에 사용된 세포는 U266, 다발성 골수종, HeLa, 자궁 경부 종양, K562, 만성 골수성 백혈구였다. HeLa와

K562를 RPMI+10% FCS에서 배양한 반면, U266 세포주는 RPMI+15% FCS에서 배양하였으며, 이들 두 배지는 모두 페

니실린/스트렙토마이신(50 U/㎖ 및 50 ㎍/㎖)을 함유하였다. 세포들을 6-웰 플레이트(Falcon)에 도말하였다. 50% 융합

된 세포를 분석하였다.

각각의 세포주를 하기의 계획에 따라 PCL로 처리하였다:

a) 1 mM PLC로 24 시간 동안(도 1 내지 3);
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1 mM PLC로 48 시간 동안(도 1 내지 3);

b) 1 mM PLC로 24 시간, 이어서 분자 없는 배지로 24 시간(도 4 내지 6).

각 처리의 끝에서, 세포들을 1:2로 희석시킨 트리판 블루 0.5%의 존재 하에서 버커(Burker) 챔버에서 카운트하였다. 각각

의 실험 그룹에 대해 3 개의 웰로부터 나온 샘플을 카운트하였다.

인간 기원의 종양 세포주를 1 mM 프로피오닐 L-카르니틴으로 처리한 것은 24 시간 후 및 48 시간 후 모두 증식을 억제시

키는 능력을 나타낸다. 특히 HeLa의 경우 대조군에 대해서 24 시간 및 48 시간 후의 억제율은 각각 25% 및 17%이었고;

U266의 경우는 대조군에 대해서 24 시간 및 48 시간 후에 46% 및 26%; K562의 경우는 대조군에 대해서 24 시간 및 48

시간 후에 37% 및 39%이었다.

PLC 억제 효과는 배양 배지로부터 상기 물질을 제거한 후에도 지속된다. 실제로, 이 경우에는 세포를 1 nM PLC로 24 시

간 처리한 다음, PLC 함유 배지를 제거하고 새로운 배지를 상기 물질없이 가하였다. 억제 값은 HeLa, U266 및 K562에 대

해서 각각 20%, 26% 및 21%이었다.
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