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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 화학식 I 또는 화학식 II의 화합물 또는 그것의 약학적으로 허용 가능한 염을 포함하는 조성물로서, 무한

증식된 세포, 암세포 또는 종양 세포에서 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 성장, 확산 또는 역가를 향

상시키기 위한 조성물로서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스,

홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, MG-1과 같은 마라바 바이러스, 광견병 바이러스, 로타바이러스, A형 간염

바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스,

복제성  레트로바이러스,  아데노바이러스,  단순  포진  바이러스  또는  렙도바이러스이거나,  이의  조작된

(engineered) 변이체인 조성물:

[화학식 I]

[화학식 II]

상기에서, R
1
 및 R

2
는 각각 독립적으로 OH 또는 (C1-10)알콕시이고,  

또 상기에서 R1 및 R2 중 하나가 OH일 때, R1 및 R2 중 다른 하나는 OH가 아님.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 유전적으로 인터페론 감수성으로 만들어진 인터페론 비 감수성 바이러스, 약

독화된 인터페론 감수성 바이러스, 인터페론 감수성 암 살상 바이러스 또는 비 복제성 인터페론 감수성 바이러

스인 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 

상기 암세포 또는 상기 종양 세포내 상기 인터페론 감수성 암 살상 바이러스의 암 살상 활성, 세포 사멸 활성

또는 세포독성 활성이 향상 또는 증가되는 조성물.
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청구항 4 

제2항에 있어서, 

상기 암세포 또는 상기 종양 세포내 상기 인터페론 감수성 암 살상 바이러스의 면역치료 활성은, 바이러스에 의

해 암호화되는 이식유전자 또는 사이토카인이 상향 조절되는 것을 비롯하여 향상, 증가 또는 증강되는 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 화합물은 푸마르산디메틸(DMF), 푸마르산디에틸(DEF), 말레산디메틸(DMM), 말레산디에틸(DEM), 말레산모노

에틸, 말레산모노메틸, 푸마르산모노에틸 또는 푸마르산모노메틸(MMF)이거나, 이의 약학적으로 허용 가능한 염,

이의 용매화물 또는 이의 수화물인 조성물.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

제2항에 있어서, 

상기  인터페론  감수성  암  살상  바이러스는  수포성  구내염  바이러스인  랩도바이러스  또는  이의  조작된

(engineered) 변이체를 포함하는 조성물.

청구항 8 

제1항에 있어서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 특정의 성장 조건하에서 선택된 바이러스, 1개 이상의 선택압이 적용된 바이

러스, 당 분야에 공지된 재조합 기법이 사용되어 유전적으로 변형된 바이러스 또는 이의 임의의 조합인 조성물.

청구항 9 

제1항에 있어서, 

상기 세포는 포유류인 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서, 

상기 세포는 인간인 조성물.

청구항 11 

제1항에 있어서, 

상기 무한증식된 세포, 암세포 또는 종양 세포는 293-T 세포, BHK21 세포, MDCK 세포, Vero 세포, HEK-293 세

포,  EB-66  세포,  EB-bX  세포,  PER-.C6  세포,  AGE1.CR  세포,  Age1.CS  세포,  Age1.HN  세포,  Age1.RO  세포,

QOR2/2E11 세포, UMNSAH-DF1 세포, CHO 세포, 하이브리도마 세포, sf9 세포, R4 세포. 293-T 세포, BHK21 세포

또는 MDCK 세포와, 림프모구성백혈병, 골수성백혈병, 부신피질암종, AIDS 관련 암, AIDS 관련 림프종, 항문암,
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충수암, 성상세포종, 비정형 기형종/간상종양, 기저세포암종, 담관암, 방광암, 골암, 골육종, 악성 섬유성조직

구증, 뇌간신경교종, 뇌종양, 소뇌성상세포종, 대뇌성상세포종/악성신경교종, 두개인두종, 뇌실막모세포종, 수

모세포종, 중간 분화의 송과체 실질종양, 천막위 원시 신경외배엽종양 및 송과체 모세포종, 시각경로 및 시상하

부 신경교종, 척수 종양, 유방암, 기관지종양, 버킷 림프종, 유암종, 중추신경계림프종, 자궁경부암, 척색종,

만성 림프구성백혈병, 만성 골수성백혈병, 만성 골수증식성장애, 결장암, 피부 T 세포 림프종, 배아성종양, 자

궁내막암, 뇌실막모세포종, 뇌실막종, 식도암, 두개외생식세포종양, 성선외생식세포종양, 간외담관암, 눈암, 안

내 흑색종, 망막모세포종, 담낭암, 위장암, 위장관 유암종, 위장관 간질종양, 위장관 간질세포종양, 생식세포종

양, 두개외, 성선외, 난소, 융모상피성 종양, 신경교종, 모양세포백혈병, 두경부암, 간세포암, 조직구증, 랑게

르한스세포암, 호지킨림프종, 하인두암, 섬세포종양, 카포시육종, 신장암, 후두암, 림프구성백혈병, 모양세포백

혈병, 구순 및 구강의 암, 간암, 비소세포 폐암, 소세포 폐암, 호지킨 림프종, 비호지킨 림프종, 뼈의 악성 섬

유성 조직구증 및 골육종, 수모세포종, 수질상피종, 흑색종, 안내 흑색종, 메르켈 세포 암종, 중피종, 전이성

편평경부암, 구암, 다발성내분비선종증, 다발성골수종/형질세포신생물, 비강 및 부비강 암, 비인두암, 신경모세

포종, 구강암, 구인두암, 난소암, 췌장암, 부갑상선암, 음경암, 인두암, 크롬친화세포종, 송과체 실질종양, 송

과체 모세포종 및 천막위 원시 신경외배엽종양, 뇌하수체종양, 형질세포 신생물형성/다발성 골수종, 흉막폐모세

포종, 원발성 중추신경계림프종, 전립선암, 직장암, 신세포암, 신우 및 요관 암, 이행세포암, 기도암종, 망막모

세포종, 횡문근육종, 타액선암, 자궁육종, 피부암, 메르켈 세포 피부암종, 소장암, 연조직 육종, 편평세포암종,

편평경부암, 위암, 천막위 원시 신경외배엽종양, T 세포 림프종, 고환암, 인후암, 흉선종 및 흉선 암종, 갑상선

암, 영양막종양, 요도암, 자궁암, 자궁내막암, 자궁육종, 질암, 외음부암 또는 빌름 종양의 세포를 포함하는 조

성물.

청구항 12 

하기 화학식 I 또는 화학식 II의 화합물 또는 그것의 약학적으로 허용 가능한 염을 포함하는, 인터페론 감수성

바이러스를 대상체에 투여하기 이전이나 이후 또는 동시에 그 대상체에 투여하기 위한 조성물로서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스,

홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, MG-1과 같은 마라바 바이러스, 광견병 바이러스, 로타바이러스, A형 간염

바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스,

복제성  레트로바이러스,  아데노바이러스,  단순  포진  바이러스  또는  렙도바이러스이거나,  이의  조작된

(engineered) 변이체인,

종양 또는 암의 치료를 필요로 하는 대상체에서 종양 또는 암을 치료하기 위한 약학적 조성물:

[화학식 I]

[화학식 II]

상기에서, R
1
 및 R

2
는 각각 독립적으로 OH 또는 (C1-10)알콕시이고, 
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또 상기에서 R1 및 R2 중 하나가 OH일 때, R1 및 R2 중 다른 하나는 OH가 아님.

청구항 13 

적어도 하나의 하기 화학식 I 또는 화학식 II의 화합물 또는 그것의 약학적으로 허용 가능한 염을 포함하고 또

한 약학적으로 허용 가능한 담체 또는 부형제를 포함하는, 인터페론 감수성 바이러스의 시험관 내(in vitro) 바

이러스 증강에 사용하기 위한 조성물로서,

상기 인터페론 감수성 바이러스는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스,

홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, MG-1과 같은 마라바 바이러스, 광견병 바이러스, 로타바이러스, A형 간염

바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스,

복제성  레트로바이러스,  아데노바이러스,  단순  포진  바이러스  또는  렙도바이러스이거나,  이의  조작된

(engineered) 변이체인 조성물:

[화학식 I]

[화학식 II]

상기에서, R
1
 및 R

2
는 각각 독립적으로 OH 또는 (C1-10)알콕시이고, 

또 상기에서 R1 및 R2 중 하나가 OH일 때, R1 및 R2 중 다른 하나는 OH가 아님.

청구항 14 

인터페론 감수성 바이러스와 적어도 하나의 하기 화학식 I 또는 화학식 II의 화합물이나 그것의 약학적으로 허

용 가능한 염을 포함하는, 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 성장, 확산 또는 역가를 향상시키기 위한

조성물로서,

상기 인터페론 감수성 바이러스는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스,

홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, MG-1과 같은 마라바 바이러스, 광견병 바이러스, 로타바이러스, A형 간염

바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스,

복제성  레트로바이러스,  아데노바이러스,  단순  포진  바이러스  또는  렙도바이러스이거나,  이의  조작된

(engineered) 변이체인 조성물:
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[화학식 I]

[화학식 II]

상기에서, R
1
 및 R

2
는 각각 독립적으로 OH 또는 (C1-10)알콕시이고, 

또 상기에서 R1 및 R2 중 하나가 OH일 때, R1 및 R2 중 다른 하나는 OH가 아님.

청구항 15 

무한증식된 세포, 암세포 또는 종양 세포를, 적어도 하나의 하기 화학식 I 또는 화학식 II의 화합물이나 그것의

약학적으로 허용 가능한 염의 존재하에 적당한 배지에서 인터페론 감수성 바이러스 또는 이의 구성성분과 함께

배양하는 단계; 및

그 무한증식된 세포, 그 암세포 또는 그 종양 세포에서 인터페론 감수성 바이러스를 제조하는 단계

를 포함하는, 인터페론 감수성 바이러스를 제조하기 위한 방법으로서,

상기 인터페론 감수성 바이러스는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스,

홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, MG-1과 같은 마라바 바이러스, 광견병 바이러스, 로타바이러스, A형 간염

바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스,

복제성  레트로바이러스,  아데노바이러스,  단순  포진  바이러스  또는  렙도바이러스이거나,  이의  조작된

(engineered) 변이체인 방법:

[화학식 I]

[화학식 II]
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상기에서, R
1
 및 R

2
는 각각 독립적으로 OH 또는 (C1-10)알콕시이고, 

또 상기에서 R1 및 R2 중 하나가 OH일 때, R1 및 R2 중 다른 하나는 OH가 아님.

청구항 16 

제15항에 있어서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 약독화된 바이러스, 유전적으로 변형된 바이러스, 비 복제성 바이러스 또는

암 살상 바이러스인 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서, 

상기 인터페론 감수성 바이러스는 암 백신을 제조하는데 사용되되, 단 상기 바이러스는 백신이거나, 상기 백신

은 상기 바이러스로 감염된 세포를 포함하는 방법.

청구항 18 

제16항에 있어서, 

제조된 바이러스는 인터페론 감수성 바이러스 기반 암 유전자치료용 벡터인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 인터페론 감수성 바이러스 생산, 감염, 성장 및/또는 확산을 향상시키고/향상시키거나, 암 살상 바이[0001]

러스의 암 살상 및 면역치료 활성을 증강시키는 화합물, 방법 및 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

유전적으로 약독화된 바이러스는 증가하고 있는 생물공학 및 약학 플랫폼의 근간을 이룬다. 유전적으로 약독화[0002]

된 바이러스는 유전자 조작에 의해 직접 제조될 수 있거나, 또는 유전자 선택을 통해 간접적으로 제조될 수 있

다. 제한하고자 하는 것은 아닌 예를 들자면, 약독화는 종 특이적일 수 있는데, 즉 일련의 계대 배양에 의해 하

나의 숙주(예컨대 알)에서 성장하도록 순응된 바이러스는 순응불량(maladaptation)을 일으키게 되고, 그 결과

다른 숙주(예컨대 인간)에서의 약독화로 이어진다. 이와 유사하게, 바이러스의 유전적 선택은 암세포 내에서 이

루어질 수 있는데, 그 결과 바이러스는 정상 세포에서의 복제에 대해 순응하지 않게 된다. 이와 같이 정상 세포

에서 약독화되되, 암세포에서는 최적으로 성장하도록 순응되었거나 또는 유전적으로 조작된 복제성 바이러스는

종종 암 살상 바이러스라 지칭된다. 약독화는 종종 선택 또는 조작된 바이러스가, 대상 숙주 세포의 항 바이러

스 방어 기작(단, 이러한 방어 기작의 핵심 매개체는 항 바이러스성 사이토카인 인터페론(IFN)임)을 극복 불가

능하게 되는 것을 수반할 것이다. 다양하고 폭넓은 약독화 바이러스가 존재하며, 이러한 약독화 바이러스는 다

수의 응용예와 목적을 위해 사용된다. 약독화 바이러스는 약독화 생백신 또는 비활성화 백신 중 어느 하나의 생

산에 대해 안전하도록 만들어진 바이러스 균주(예컨대 인플루엔자, 변형 백시니아 앙카라)를 포함한다. 약독화

바이러스는 또한 바이러스 유전자의 부분적 제거(예컨대 아데노바이러스(Adenovirus)) 또는 전체 제거(예컨대

렌티바이러스(Lentivirus) 또는 레트로바이러스(retrovirus)) 중 어느 하나로 말미암아 그 복제가 불가능하게

되어, 바이러스가 자신의 필수 바이러스 유전자/기능을 트랜스 방식(in trans)으로 보충하는 것에 의존하게 되

었을 때의(예컨대 공동형질감염된 플라스미드로부터 바이러스 단백질을 발현시키게 되었을 때의) 바이러스 벡터

를 포함한다. 이러한 바이러스는 종종 치료적 이식유전자의 몇 가지 형태를 운반하는 유전자치료용 벡터로서 사

용된다. 복제 불능 바이러스 또는 복제 결함 바이러스라고 지칭되기도 하는 비 복제성 바이러스는, 비 바이러스

구성성분, 예컨대 제2 세포를 감염시킬 수 있는 바이러스 입자의 생성을 궁극적으로 유도하는 플라스미드(이에
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한정되는 것은 아님)의 도움을 받아 제1 세포에서는 생산될 수 있지만, 추후 제2 세포에서는 복제할 수 없는 바

이러스로서 정의된다.

암 치료 분야에서 급부상중인 암 살상 바이러스치료법은 지난 10년간 유의미한 가능성을 보여주었다. 소형 RNA[0003]

바이러스(예컨대 랩도바이러스(rhabdovirus))로부터 대형 DNA 바이러스(예컨대 폭스바이러스, 포진 바이러스)에

이르기까지 다양하고 폭넓은 바이러스 백본(backbone)을 기반으로 한 암 살상 바이러스(OV) 다수가 현재 임상

실험을 통해 다양한 유형의 암을 치료할 수 있는지에 대해 평가되고 있다. 이러한 형태의 암 치료법에 대한 부

푼 기대감에 부응하여 반갑게도 단순 포진 바이러스-1(HSV-1)을 기반으로 한 혁신 신약 OV가 흑색종 치료용으로

서 2015년 FDA에 의해 승인을 받게 되었다.

암 살상 바이러스(OV)는 암세포를 우선적으로 감염시켜 이를 사멸하도록 선택 또는 조작된, 자기 증식성 생물치[0004]

료 제제이다. OV는 그 활동성이 유효할 때, 암세포의 직접적인 용해에 의해서뿐 아니라, 항암 면역 반응의 후속

발현, 혈관의 활동정지 및 치료적 이식유전자 발현을 통해서도 종양을 없앨 수 있다. 이러한 이유로 OV는 면역

치료제로서 간주된다. OV는 암 선택에 대한 기반으로서 암성 표현형에 고유한 세포 결함을 이용한다. 암성 표현

형으로서는 제 기능을 하지 못하는 항 바이러스 반응, 예컨대 I형 인터페론 반응, 면역 회피, 증가한 세포 증식

및 대사, 그리고 누설성(leaky) 종양 혈관조직을 포함한다. 종양발생에 따라 수반되어 조성되는 생물 환경은 유

전적으로 약독화된 OV(단, 이러한 OV는 유전적으로 약독화되지 않을 경우 정상 세포에 유해함)의 성장을 지원하

기에 매우 적합하다.

OV의 치유 잠재성과 OV의 비교적 약한 부작용(급성 독감과 유사한 증상)으로 말미암아, OV는 암에 대한 매력적[0005]

인 치료 수단으로서 자리매김하였다. 그러나 인간을 대상으로 한 몇몇 임상 실험에서 입증된 바와 같이, OV에

대한 임상 반응의 이질성은 넘어야 할 큰 장애물로 남아있다. 이러한 반응의 이질성은, OV의 종양으로의 유효한

전달과 종양내 확산을 방해하는 요인들로 말미암을 수 있다.

비록 약독화 바이러스와 암 살상 바이러스는 독립적인 제제로서 작용을 할 수 있고, 작용을 하고 있지만, 다수[0006]

의 연구는 약리학적 화합물이 사용될 때 바이러스 확산, 전체적인 효능 및/또는 암 살상능이 개선될 수 있음을

보여주었다[1-3]. OV는 또한 종양 세포에 대한 암 살상 효과 이외에도, 종양에 대해 면역 반응을 유도함으로써

항종양 면역성을 증강시킬 수 있다[4-7]. 이러한 면역자극 효과는, 면역자극 유전자가 바이러스 게놈[6-9]에 통

합됨으로써 더욱 향상될 수 있으며, 예컨대 T-VEC, 즉 1형 단순 포진 바이러스 기반 OV가 최근 미 식품의약품국

(FDA)에 의해 흑색종 치료에 대하여 승인받았다[10-12]. OV와 기타 형태의 면역치료제의 조합은 현재 인간 환자

를 대상으로 하는 접근법으로서, 전도유망한 것으로 부상하였다[5-7].

푸마르산 에스테르(FAE), 예컨대 푸마르산디메틸(DMF)은 푸마르산의 에스테르 유도체이다[13]. 푸마르산은 미토[0007]

콘드리아에서 에너지를 발생시키는 기본적인 세포내 과정인 시트르산 회로의 중간체이다. 푸마르산 에스테르

(FAE)는 공지의 소염 및 신경보호 효과를 가지는 화합물 군이다[14, 15, 17]. 이에 수반되는 기작들은 아직 완

전히 밝혀지진 않았지만, 항산화 전사 인자 핵 인자(적혈구 유래 2)-유사 2(NRF2) 경로의 활성화[15], NF-κB의

억제[16], 그리고 글루타치온(GSH)의 기능 고갈(depletion)[18-19]을 통해 매개되는 것으로 생각되고 있다.

FAE(Fumaderm®, Psorinovo®으로 시판됨)는 건선 치료제로서 독일에서 처음 승인을 받았다. 최근 들어, 푸마르[0008]

산디메틸(DMF), 즉 Tecfidera®로서 시판되고 있는 FAE는 다발성 경화증의 재발성 형태 및 다발성 경화증의 재

발-감퇴성(relapsing-remitting) 형태의 치료에 대해 미 식품의약품국(FDA) 및 유럽 의약청에 의하여 승인을 받

았다[20]. DMF의 장기 사용에 대한 임상 연구는 몇몇 임의의 만성 부작용을 규명하지 못하였다[20-22]. 최근의

보고는, DMF는 항암 잠재성을 가지고 있으며, 화학치료법에 대해 종양을 감작화하는 것[26, 29]에 더하여 종양

의 성장과 전이를 억제하는 것[23-28]으로 보인다고 제안하고 있다. 더욱이 DMF는 현재 만성 림프구성 백혈병

치료와 피부 T 세포 림프종 치료에 대하여 임상 평가중에 있다(예컨대 NCT02546440, NCT02784834).

당 분야에는 바이러스 성장 및 확산을 향상시키는 화합물과 조성물을 찾을 필요가 있다. 당 분야에는 바이러스[0009]

치료의 항암 효능을 향상시키는 화합물과 조성물을 찾을 필요도 또한 있다. 더욱이 당 분야에는 시험관내 및/또

는 생체내 암세포를 치료하기 위한 신규 방법을 찾을 필요도 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제
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과제의 해결 수단

본 발명은 인터페론 감수성 바이러스 생산, 감염, 성장 및/또는 확산을 향상시키고/향상시키거나, 암 살상 바이[0010]

러스의 암 살상 활성 및/또는 면역치료 활성을 증강시키는 조성물과 방법에 관한 것이다.

본원에 기술된 결과들은 이전에는 보고되지 않았던 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE)의 효과 1가지 이상, 즉[0011]

복제성 및 비 복제성 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 성장 및/또는 확산을 향상시키는 능력과; 예를

들어 암세포의 선천적 항 바이러스 반응을 억제하는 것을 수반할 수 있는, 또 다른 내성의 암에서 암 살상 바이

러스의 치료 효능을 증가시키는 능력을 관찰한 결과이다.

구현예에서, 본원에는 무한증식된 세포, 암세포 또는 종양 세포에서 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 성장,[0012]

감염, 확산 또는 역가를 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 무한증식된 세포, 암세포 또는 종양 세포를 인터페

론 감수성 바이러스로 감염시키기 이전, 동시 또는 이후에, FMAE 화합물을 세포에 투여하는 단계를 포함하는 방

법이 제공된다.

다른 구현예에서, 본원에는 암세포 또는 종양 세포에서 암 살상 바이러스의 생산, 감염, 확산, 역가 또는 암 살[0013]

상 활성을 향상, 증가 또는 증강시키는 방법으로서, 푸마르산디메틸(DMF), 푸마르산디에틸(DEF), 말레산디메틸

(DMM), 말레산디에틸(DEM), 말레산모노에틸, 말레산모노메틸, 푸마르산모노에틸, 푸마르산모노메틸(MMF) 및 이

의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택된 FMAE 함유 화합물 1개 이상을 투여하는 단계를 포함하는 방법이 제공

된다.

임의의 구현예에서, 바이러스 향상(viral enhancement)을 도모하기 위한 화합물은, R1 및 R2가 동일하거나 상이[0014]

할 수 있고, 예를 들어 OH, O
-
 및 (C1-6)알콕시로부터 독립적으로 선택될 수 있는, 하기 화학식 I, 화학식 II에

의해 정의되는 화합물, 이의 조합, 푸마르산 에스테르 또는 말레산 에스테르, 이의 약학적으로 허용 가능한 부

가염, 또는 이의 라세미 또는 입체화학적 이성체 형태, 또는 이의 약학적으로 허용 가능한 염을 포함할 수

있다:

[화학식 I][0015]

[0016]

[화학식 II][0017]

[0018]

또 다른 비제한적 구현예에서, R1 및 R2는 동일하거나 상이할 수 있고, 선형, 분지형 또는 사이클릭 포화 또는[0019]

불포화 (C1-2)알콕시 또는 (C3-20)알콕시로부터 독립적으로 선택될 수 있으며, 상기 라디칼은, 예컨대 할로겐, 하

이드록시, (C1-4)알킬, 니트로 또는 시아노로 선택적으로 치환될 수 있는, 화학식 I 및/또는 화학식 II에 의해

정의되는 화합물 1개 이상을 포함할 수 있다.

임의의 비제한적 구현예에서, 화학식 I 및/또는 화학식 II의 화합물은 또한 에놀 형, 케토 형 및 이의 혼합물을[0020]

비롯하여 몇몇 호변이성체 형태로서 존재할 수 있다. 따라서 본원에 묘사된 화학 구조는 있을 수 있는 호변이성

체 형태 모두를 포함한다.

비제한적 구현예에서, 화학식 I 및/또는 화학식 II의 화합물로부터 선택된 화합물은 동위원소 표지화된 화합물,[0021]

즉 1개 이상의 원자가 자연에서 통상적으로 발견되는 원자량과 상이한 원자량을 가지는 화합물을 포함할 수 있

다. 본원에 개시된 화합물에 혼입될 수 있는 동위원소의 예로서는 
2
H, 

3
H, 

11
C, 

13
C, 

14
C, 

15
N, 

18
O, 

17
O 등을 포함

하나, 이에 한정되는 것은 아니다.
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또 다른 비제한적 구현예에서, 예시적 화합물로서는 R1 및 R2 둘 다 OH 또는 O
-
인, 화학식 I 및/또는 화학식 II[0022]

에 의해 정의되는 화합물을 포함할 수 있다.

임의의 구현예에서, 본원에 기술된 바와 같은 화합물, 또는 본원에 기술된 바와 같은 화합물 1개 이상의 조합,[0023]

또는 본원에 기술된 바와 같은 화합물 적어도 1개를 포함하는 조성물은, 세포가 바이러스로 감염되기 이전, 동

시 또는 이후에 세포에 투여될 수 있다. 그 다음, 세포, 1개 이상의 화합물 및 바이러스는 성장 또는 배양될 수

있다.

본원에 기술된 방법 또는 방법들 중 임의의 하나에 관한 또 다른 구현예에서, FMAE 함유 화합물 또는 이러한 화[0024]

합물들의 조합은 화합물(들)과, 1개 이상의 담체, 희석제 또는 부형제를 포함하는 조성물 중에 존재할 수 있다.

또 다른 구현예에서, 본원에는 FMAE 함유 화합물 1개 이상과, a) 인터페론 감수성 바이러스, 유전적으로 변형된[0025]

인터페론 감수성 바이러스, 약독화 인터페론 감수성 바이러스, 암 살상 인터페론 감수성 바이러스, 인터페론 감

수성 바이러스 기반 암 백신 또는 암 유전자치료용 벡터, b)  암세포 1개 이상, c)  약학적으로 허용 가능한

담체, 희석제 또는 부형제, d) 비 암세포; e) 세포 배양 배지; f) 1개 이상의 암 치료제 중 하나 이상; 또는 a)

~ f)의 임의의 조합을 포함하는 조성물이 제공된다. 본 발명은 또한 a) ~ f) 중 임의의 하나 또는 이의 조합이

조성물이나 키트로부터 특별히 배제된 구현예들도 고려한다. 임의의 구성성분 또는 구성성분들의 군은 원한다면

배제될 수 있다.

또 다른 구현예에서, 본원에는 FMAE 함유 화합물 1개 이상과, a) 인터페론 감수성 바이러스, 유전적으로 변형된[0026]

인터페론 감수성 바이러스, 약독화된 인터페론 감수성 바이러스, 암 살상 인터페론 감수성 바이러스, 인터페론

감수성 바이러스 기반 암 백신 또는 암 유전자치료용 벡터, b) 암세포 1개 이상, c) 약학적으로 허용 가능한 담

체, 희석제 또는 부형제, d) 비 암세포, e) 세포 배양 배지, f) 암 치료제 1개 이상, g) 세포 배양 평판 또는

다중 웰 디쉬(dish), h) 화합물을, 세포, 배지 또는 대상체에 전달하는 장치, i) 키트 내 화합물 또는 임의의

구성성분 사용에 관한 지침 중 하나 이상; 또는 a) ~ i)의 임의의 조합을 포함하는 키트가 본원에 제공된다. 본

발명은 또한 a) ~i) 중 임의의 하나 또는 이의 조합이 특별히 배제된 키트도 고려한다.

다른 구현예에서, 세포는 생체내 또는 시험관내 암세포일 수 있다.[0027]

추가의 구현예에서, 생체내 암세포는 포유류 대상체로부터 유래할 수 있다.[0028]

또 다른 추가의 구현예에서, 포유류 대상체는 인간 대상체일 수 있다.[0029]

다른 구현예에서, 세포는 시험관내 비 암세포일 수 있다.[0030]

또 다른 구현예에서, 본원에는 암세포 또는 종양 세포에서 암 살상 인터페론 감수성 암 살상 바이러스의 암 살[0031]

상 활성을 증가시키는 방법으로서, 암 살상 바이러스 감염 이전, 동시 또는 이후에 FMAE  함유 화합물, 또는

FMAE 함유 화합물들의 조합을 상기 암세포 또는 종양 세포에 투여하는 단계를 포함하는 방법이 제공된다.

또 다른 구현예에서, 암세포 또는 종양 세포는 생체내 또는 시험관내의 것일 수 있다.[0032]

또 다른 구현예에서, 생체내 암세포 또는 종양 세포는 포유류 대상체로부터 유래할 수 있다.[0033]

또 다른 구현예에서, 포유류 대상체는 인간 대상체이다.[0034]

또 다른 구현예에서, 본원에는 암세포 또는 종양 세포내에서 암 살상 인터페론 감수성 바이러스의 감염, 확산,[0035]

역가, 세포독성 또는 면역치료 활성을 향상 또는 증가시키기 위한 의약의 제조에 있어 FMAE 함유 화합물의 용도

가 제공된다.

또 다른 구현예에서, 상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 조성물 또는 방법 중 임의의 것에 있어 FMAE 함유[0036]

화합물은 감염 내성 세포내 인터페론 감수성 바이러스의 감염, 성장, 확산 또는 이의 임의의 조합을 향상 또는

증가시킨다.

또 다른 구현예에서, 상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 조성물 또는 방법 중 임의의 것에 있어 FMAE 함유[0037]

화합물은 주요 장기로의 바이러스 확산을 유도하지 않고 암세포 또는 종양내 인터페론 감수성 바이러스의 감염,

성장, 확산 또는 이의 임의의 조합을 생체내에서 향상 또는 증가시킨다.

추가의 구현예에서, 상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 조성물 또는 방법 중 임의의 것에 있어 FMAE 함유[0038]

화합물은 바이러스에 의해 유도되는 생체내 및/또는 시험관내 암세포 사멸을 향상시킨다.
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상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 방법 중 임의의 것에 관한 구현에에서, 인터페론 감수성 바이러스는 인[0039]

터페론 감수성이거나 인터페론에 감수성이 되도록 만들어진, 당 분야에 공지된 임의의 적합한 바이러스일 수 있

으며, 그 예로서는 복제성 또는 비 복제성 바이러스, 예컨대 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염

바이러스, 홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, 마라바(Maraba) 바이러스(예컨대 MG-1), 광견병 바이러스, 로

타 바이러스, A형 간염 바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아(Chikungunya) 바이러스, 호흡기

융합 바이러스, LCMV, 렌티바이러스, 복제성 레트로바이러스, 아데노바이러스, 단순 포진 바이러스 또는 랩도바

이러스, 또는 이것들의 변이체나 유도개체를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 방법 중 임의의 것에 관한 구현에에서, 인터페론 감수성 바이러스는 암[0040]

살상 인터페론 감수성 바이러스이다. 그 대표적인 예는 비 암세포 또는 정상 세포에 비해 암세포 또는 종양 세

포를 우선적으로 감염시켜 이를 용해하는, 당 분야에 공지된 임의의 적합한 암 살상 바이러스일 수 있다. 암 살

상 바이러스로서 사용되도록 조작될 수 있는, 당 분야에 공지된 바이러스의 예가 본원에 사용될 수 있으며, 레

오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바이러스, 홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스,

랩도바이러스, 예컨대 수포성 구내염 바이러스, 아데노바이러스, 단순 포진 바이러스 및 이의 유도개체/변이체

를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 바람직한 구현예에서, 바이러스는, 예컨대 특정의 성장 조건하에서

선택된 수포성 구내염 바이러스(VSV) 또는 이와 관련된 랩도바이러스 변이체/유도개체로서, 다양한 선택압이 적

용된 것, 당 분야에 공지된 재조합 기법이 사용되어 유전적으로 변형된 것 또는 이의 조합이다. 또 다른 바람직

한 구현예에서, 바이러스는 VSVΔ51일 수 있다[30]. 기타 유도개체 또는 변이체는, 예컨대 마라바 바이러스(예

를  들어  MG-1),  광견병  바이러스,  로타  바이러스,  인플루엔자  바이러스,  A형  간염  바이러스,  이하선염

바이러스, 홍역 바이러스, 풍진 바이러스, 레오바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합

바이러스, LCMV, 렌티바이러스 또는 복제성 레트로바이러스와 같은 바이러스를 기반으로 할 수 있다.

상기 기술되었거나 본원 전체에 기술된 임의의 방법에 관한 일 구현예에서, 무한증식된 세포의 유형 1가지 이상[0041]

은 인간, 랫트, 마우스, 고양이, 개, 돼지, 영장류 및 말 등(이에 한정되는 것은 아님)의 임의의 세포, 세포주,

조직 또는 장기로부터 유래하는 시험관내 또는 생체내 무한증식된 세포, 예컨대 Vero, HEK-293 세포, EB-66 세

포, EbX 세포, PER.C6 세포, AGE1.CR, Age1.CS, Age1.HN, Age1.RO, QOR2/2E11, UMNSAH-DF1, CHO, 하이브리도마

세포, sf9 세포 또는 R4 세포(이에 한정되는 것은 아님)일 수 있다. 

다른 구현예에서, 암세포 또는 종양 세포의 유형 1가지 이상은, 예컨대 인간, 랫트, 마우스, 고양이, 개, 돼지,[0042]

영장류 및 말 등(이에 한정되는 것은 아님)의 임의의 세포, 세포주, 조직 또는 장기로부터 유래하는 시험관내

또는 생체내 암세포 또는 종양 세포, 예컨대 종양 형성 세포, 예컨대 293-T 세포, BHK21 세포 또는 MDCK 세포

(이에 한정되는 것은 아님)일 수 있다. 바람직한 구현예에서, 암세포 또는 종양 세포 1개 이상은 인간의 암세포

또는 종양 세포, 예컨대 림프모구성백혈병, 골수성백혈병, 부신피질암종, AIDS 관련 암, AIDS 관련 림프종, 항

문암, 충수암, 성상세포종, 비정형 기형종/간상종양, 기저세포암종, 담관암, 방광암, 골암, 골육종, 악성 섬유

성조직구증, 뇌간신경교종, 뇌종양, 소뇌성상세포종, 대뇌성상세포종/악성신경교종, 두개인두종, 뇌실막모세포

종, 수모세포종, 중간 분화의 송과체 실질종양, 천막위 원시 신경외배엽종양 및 송과체 모세포종, 시각경로 및

시상하부 신경교종, 척수 종양, 유방암, 기관지종양, 버킷(Burkitt) 림프종, 유암종, 중추신경계림프종, 자궁경

부암, 척색종, 만성 림프구성백혈병, 만성 골수성백혈병, 만성 골수증식성장애, 결장암, 피부 T 세포 림프종,

배아성종양, 자궁내막암, 뇌실막모세포종, 뇌실막종, 식도암, 두개외생식세포종양, 성선외생식세포종양, 간외담

관암, 눈암, 안내 흑색종, 망막모세포종, 담낭암, 위장암(위암), 위장관 유암종, 위장관 간질종양(GIST), 위장

관  간질세포종양,  생식세포종양,  두개외,  성선외,  난소,  융모상피성  종양,  신경교종,  모양세포백혈병,

두경부암, 간세포암(간암), 조직구증, 랑게르한스세포암, 호지킨림프종, 하인두암, 섬세포종양, 카포시육종, 신

장암, 후두암, 림프구성백혈병, 모양세포백혈병, 구순 및 구강의 암, 간암, 비소세포 폐암, 소세포 폐암, 호지

킨 림프종, 비호지킨 림프종, 뼈의 악성 섬유성 조직구증 및 골육종, 수모세포종, 수질상피종, 흑색종, 안내 흑

색종, 메르켈(Merkel) 세포 암종, 중피종, 전이성 편평경부암, 구암(mouth cancer), 다발성내분비선종증, 다발

성골수종/형질세포신생물, 비강 및 부비강 암, 비인두암, 신경모세포종, 구강암(oral cancer), 구인두암, 난소

암, 췌장암, 부갑상선암, 음경암, 인두암, 크롬친화세포종, 송과체 실질종양, 송과체 모세포종 및 천막위 원시

신경외배엽종양,  뇌하수체종양,  형질세포  신생물형성/다발성  골수종,  흉막폐모세포종,  원발성

중추신경계림프종, 전립선암, 직장암, 신세포암(신장암), 신우 및 요관 암, 이행세포암, 기도암종, 망막모세포

종, 횡문근육종, 타액선암, 자궁육종, 피부암, 메르켈 세포 피부암종, 소장암, 연조직 육종, 편평세포암종, 편

평경부암, 위암(위장암), 천막위 원시 신경외배엽종양, T 세포 림프종, 고환암, 인후암, 흉선종 및 흉선 암종,

갑상선암, 영양막종양, 요도암, 자궁암, 자궁내막암, 자궁육종, 질암, 외음부암 또는 빌름(Wilm) 종양의 세포를
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포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 그러나 본원에 기술된 화합물과 조성물은 가능하게는 생체내 또는 시험

관내 기타 암 또는 종양을 치료하는데 사용될 수 있다.

본 발명은 또한 본원에 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물(들)과, 허용 가능한 담체, 희석제 또는 부형제를 포[0043]

함하는 조성물을 제공한다. 추가의 구현예에서, 담체는 약학적으로 허용 가능한 담체이다.

세포내에서 바이러스의 감염, 확산 및/또는 역가, 그리고/또는 세포독성을 향상 또는 증가시키는 방법으로서,[0044]

바이러스 이전, 이후 또는 동시에 본원에 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물(들)을 세포에 투여하는 단계와,

바이러스와 세포를 배양하여 상기 세포에서 바이러스의 감염, 확산 및/또는 역가, 또는 세포독성을 향상 또는

증가시키는 단계를 포함하는 방법도 또한 제공된다. 바람직하게 세포는 암세포, 종양 세포 또는 무한증식된 세

포이다. 더욱 바람직하게 세포는 포유류, 더욱더 바람직하게는 인간 대상체로부터 유래하는 생체내 암세포이고,

이 방법은 생체내에서 수행된다. 또 다른 별도의 구현예에서, 세포는 시험관내 무한증식된 세포이다.

암세포내 암 살상 바이러스의 암 살상 활성을 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 암 살상 바이러스 이전, 동시[0045]

또는 이후에 본원에 기술된 바와 같은 화합물(들)을 암세포 또는 대상체에 투여하는 단계와, 암 살상 바이러스

및  암세포를  배양하는  단계를  포함하는  방법도  또한  제공된다.  추가의  구현예에서,  암세포는  생체내

암세포이다. 별도의 구현예에서, 암세포는 시험관내 암세포이다. 세포는 포유류 대상체, 바람직하게 인간 대상

체로부터 유래할 수 있다.

어떠한 방식으로든 제한하고자 하는 것은 아닌 특정의 구현예에서, FMAE 함유 화합물과, 바이러스로 세포를 감[0046]

염시키거나, 바이러스와 함께 세포를 성장시키거나 배양하기 위한 배지, 그리고 선택적으로는 바이러스에 의해

감염될 수 있는 세포 1개 이상, 그리고/또는 바이러스 1개 이상을 포함하는 키트가 제공된다. 이 키트는 또한

임의의 구성성분 또는 이 구성성분들의 조합을 사용하는 것, 그리고/또는 본원에 기술된 바와 같은 임의의 방법

을 수행하는 것에 관한 지침을 포함할 수 있다.

본 발명은 또한 세포내 바이러스의 감염, 확산 및/또는 역가, 또는 암 살상 활성을 향상 또는 증가시키는 방법[0047]

으로서, 바이러스 이전, 이후 또는 동시에 본원에 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물을 세포에 투여하는 단계

를 포함하는 방법을 제공한다. 이 방법은 생체내 또는 시험관내에서 수행될 수 있다.

본 발명은 또한 종양 세포나 암세포내 암 살상 바이러스의 확산을 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 암 살상[0048]

바이러스 이전, 이후 또는 동시에 상기 기술된 바와 같은 화합물을 암세포 또는 종양 세포에 투여하는 단계를

포함하는 방법을 제공한다. 암세포 또는 종양 세포는 생체내 또는 시험관내의 것일 수 있으며, 바람직하게는 포

유류 대상체, 예컨대 인간 대상체(이에 한정되는 것은 아님)로부터 유래한 생체내의 것일 수 있다. 

암세포 또는 종양 세포내 암 살상 바이러스의 암 살상 활성을 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 암 살상 바이[0049]

러스 이전, 동시 또는 이후에 암세포 또는 종양 세포에 상기 기술된 바와 같은 화합물을 투여하는 단계를 포함

하는 방법도 또한 제공된다. 암세포 또는 종양 세포는 생체내 또는 시험관내의 것일 수 있으며, 바람직하게는

포유류 대상체, 예컨대 인간 대상체(이에 한정되는 것은 아님)로부터 유래한 것일 수 있다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0050]

로써, 바이러스를 제조하는 방법도 고려한다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0051]

로써, 약독화된 인터페론 감수성 바이러스를 제조하는 방법도 고려한다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0052]

로써, 유전적으로 변형된 바이러스를 제조하는 방법도 고려한다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0053]

로써, 암 살상 바이러스를 제조하는 방법도 고려한다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0054]

로써, 바이러스 생백신을 제조하는 방법도 고려한다.

본 발명은 또한 상기 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물의 존재하에 적당한 배지중에서 바이러스를 성장시킴으[0055]

로써, 바이러스 기반 유전자치료용 벡터를 제조하는 방법도 고려한다.

이와 같은 본 발명의 "과제의 해결 수단"은 반드시 본 발명의 특징 모두를 기술하여야 하는 것은 아니다.[0056]
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도면의 간단한 설명

본 발명의 이와 같은 특징들 및 기타 특징들은 첨부된 도면이 참조될 때 하기 설명으로부터 더욱 분명해질 것이[0057]

다.

도 1은, DMF가 암세포주에서 바이러스 감염 및 암 살상 활성을 향상시켰음을 보여준다. 도 1a: 푸마르산디메틸

의 구조. 도 1b ~ 도 1f: 내성인 인간 신장 암세포주 786-0(도 1b 및 도 1d)과, 다양한 인간 및 마우스 세포주

는 DMF로 4시간 동안 전처리된 후, VSV51(MOI = 0.01)로 감염되었거나(도 1b ~ 도 1d), HSV(MOI = 0.01)로 감

염되었거나(도 1e), 또는 신드비스(Sindbis)(MOI =10)로 감염되었다(도 1f). 도 1b: 감염 후 24시간 경과시,

감염된 암세포의 형광 영상이 촬영되었다. 도 1c ~ 도 1f: 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시 상

청액으로부터 확정되었다(N = 3 ~ 4; 오차 막대는 SD(표준 편차)를 나타내고; 도 1d ~ 도 1f는 양측 꼬리 t-검

정으로 분석된 결과로서; 각각의 세포주에 대한 미처리 대응개체(counterpart)와 비교됨(p < 0.05); 도 1c는 일

원 ANOVA로 분석된 결과로서; *p<0.05, *** p<0.001, 미처리 조건의 대응개체와 비교). 도 1g: 도 1b에서와 같

이 전처리되었고, 반딧불이 루시퍼라아제를 발현하는 아데노바이러스(Ad5) MOI 1만큼으로 감염된 인간 종양 세

포주 A549. 루시퍼라아제 활성은 7일의 기간에 걸쳐 측정되었다. 결과는 상대적 발광 단위로 표시되어 있고, 백

그라운드는 검정 선으로 표시되어 있다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타내고; 2일차 ~ 5일차 동안 유의미성이 증

가함; p<0.05, 2원 ANOVA에 의해 분석), 도 1h: DMF로 전처리되고, VSV51(MOI = 0.001, 0.01 또는 3)로 감염된

786-0의 다단계 및 일단계 성장 곡선으로서; 상청액은 플라크 검정에 의해 역가 분석되었다(N = 3; 오차 막대는

SD를 나타냄). 도 1i: 786-0은 DMF로 4시간 동안 전처리되었고, VSV51(MOI = 0.0001)로 감염되었으며, 감염 후

1시간 경과시, 아가로스 오버레이(agarose overlay)가 놓였다. 감염 후 48시간 경과시의 대표적인 플라크 형광

현미경사진. 전체 웰을 쿠마시 블루로 염색하였을 때 그에 따른 영상과, DMF 존재시 플라크 직경이 증가함을 설

명해주는 평균 플라크 직경(N = 20; 막대는 평균을 나타냄; 1원 ANOVA; *p<0.05, *** p<0.001, 대응하는 모의

조건과 비교). 도 1j: 786-0, CT26WT 및 B16F10 세포주는 도 1b에서와 같이 전처리 및 감염되었다. 세포 생존능

은 감염 후 48시간 경과시에 검정되었다. 결과는, 대응하는 미감염, 미처리 세포에 대해 얻어진 값의 평균에 대

해 정규화되었다(N = 8; 오차 막대는 SD를 나타냄; ***p<0.001, 1원 ANOVA에 의해 분석; VSV51 조건과 비교).

도 1k: VSV51(MOI = 0.01)에 의한 감염전 또는 감염 후 여러 시점에서 DMF 150 μM로 처리된 786-0 세포, 또는

미처리된 모의개체의 상청액은 감염 후 24시간 경과시에 수집되었으며, 플라크 검정에 의해 역가 분석되었다(N

= 3; 오차 막대는 SD를 나타냄; 양측 꼬리 t-검정; * p<0.05, ** p<0.01, 대응하는 모의 조건과 비교).

도 2는, DMF가 생체외에서, 그리고 인간의 임상 시료에서 암 살상 바이러스의 감염을 선택적으로 향상시킴을 보

여준다. 도 2a 및 도 2b: CT26WT 및 B16F10 종양은 각각 BALB/c 및 C57BL/6 마우스의 피하에서 성장된 다음,

절개되었다. BALB/c 및 C57BL/6 마우스의 비장, 근육, 폐 및 뇌 조직도 또한 수집되었으며, 이것들의 코어부

(core)가 채취되었다. 종양과 정상 조직의 코어부는 150 μM의 DMF로 4시간 동안 전처리되었고, 이후 GFP를 발

현하는 암 살상 VSV51 1 x 10
4
 PFU로 감염되었다. 인간 종양 조직의 코어부(도 2c 및 도 2d). 인간 정상 조직의

코어부(도 2f)  또는 환자 유래 세포주(도 2e)는 4시간 동안 DMF로 처리되었고, 이후에는 GFP  발현 암 살상

VSV51 1 x 10
4
 PFU(도 2c, 도 2d 및 도 2f) 또는 0.01 MOI(도 2e)로 감염되었다. 도 2a 및 도 2d: 감염 후 24

시간 경과시, 종양 또는 정상 조직의 코어부에 대한 형광 영상이 확득되었다. 3회 1세트 각각으로부터 얻은 대

표적 영상들이 제시되어 있다. 도 2b, 도 2c, 도 2e, 도 2f: 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시에 확정되

었다(N = 3 ~ 4; 오차 막대는 SD를 나타냄; 양측 꼬리 t-검정; ns = 통계적 유의미성이 보이지 않음; *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001, 미처리 대응개체의 경우와 비교).

도 3은, 다양한 푸마르산 및 말레산 에스테르가 암 살상 바이러스 VSVΔ51의 감염을 촉진하였음을 보여준다. 도

3a: 푸마르산 에스테르(DEF, DMF) 및 말레산 에스테르(DEM, DMM)의 구조가 제시되어 있다. 도 3b: DMF의 대사.

DMF는 푸마르산모노메틸(MMF)로 가수분해되는데, 이는 추후 푸마르산(FA)으로 대사된다. 그 다음, FA는 TCA 회

로에 도입된다. 786-0 세포(도 3c) 또는 CT26WT(도 3d)의 생체외 종양 코어부는 다양한 FMAE와 유사체로 4시간

동안 전처리된 다음, GFP 발현 암 살상 VSV51 0.01 MOI만큼(도 3c) 또는 1 x 10
4
 PFU만큼(도 3d)으로 감염되었

다. 감염 후 24시간 경과시, 감염된 786-0 세포 또는 CT26WT 종양 코어부의 형광 영상이 촬영되었다. 감염 후

48시간 경과시 상청액을 대상으로 대응 바이러스 역가가 확정되었다(N  =  3;  오차 막대는 SD를 나타냄; 1원

ANOVA; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, 미처리 대응개체와 비교). 도 3e: 786-0 세포 및 CT26WT 세포는 명

시된 농도만큼의 다양한 FMAE로 4시간 동안 처리된 후, VSV51(MOI = 0.01)로 감염되었으며, 감염 후 48시간 경

과시 상청액이 수집되었고, 플라크 검정으로 그 역가가 분석되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 3f:

786-0는 다양한 FMAE로 4시간 동안 전처리된 후, GFP 발현 VSV51로 감염되었으며, 감염 후 1시간 경과시 아가로

등록특허 10-2475845

- 14 -



스 오버레이가 놓였다. 감염 후 24시간 경과시 각각의 플라크에 대한 형광 현미경사진. 전체 웰에 대한 쿠마시

블루 염색에 따른 영상과, DMF가 존재할 때 플라크 직경이 증가함을 설명해주는 평균 플라크 직경(N = 20; 막대

는 평균을 나타냄; 1원 ANOVA; *** p<0.001, 대응하는 모의 조건과 비교).

도 4는, 동계 및 이종이식 종양 모델에 있어 푸마르산디메틸은 VSV51의 치료 효능을 향상시켰음을 보여준다. 도

4a ~ 도 4c: CT26WT, B16F10 및 HT29 종양 보유 마우스들의 종양내에 비이클(DMSO), 또는 (도 4a에 보인 바와

같이) DMF 50 mg/kg 또는 200 mg/kg이 4시간 동안 처리된 다음, 반딧불이-루시퍼라아제 발현 암 살상 VSV51 1

x 10
8 
PFU 또는 비이클(PBS)이 종양내 주사되었다. 도 4c에 화살표로 표시된 바와 같이, 이러한 처리는 2회 또는

3회 행하여졌다. 감염 후 24시간 경과시 바이러스 복제가 모니터링되었다. 도 4a: 마우스의 대표적 생물발광 영

상이 제시되었다. 도 4b: 발광에 대한 정량 결과. 눈금은 광자 수로 표시되었다(N = 10 ~ 18. 막대는 평균을 나

타냄; ns = 통계적 유의미성이 보이지 않음; **p < 0.01, 양측 꼬리 t-검정으로 분석; VSV51 감염 조건과 비

교).  도 4c:  그래프로 제시된 종양 부피(N  =  9  ~  15.  오차 막대는 SEM을 나타냄; *p  <  0.05,  **  p<0.01,

***p<0.001, 2원 ANOVA에 의해 분석; DMF + VSV51 처리 조건 대 DMSO 단독 처리 조건과 비교). 도 4d: 생존률

은 경시적으로 모니터링되었다. 로그 순위(Mantel-Cox) 검정은, 조합 처리가 VSV51 단독 처리에 비하여 생존률

을 유의미하게 증가시켰음을 나타낸다(CT26WT N = 10 ~ 13, p=0.0008; B16F10의 N = 9 ~ 14, p=0.0039; HT29의

N = 10 ~ 15, p=0.0003). 도 4e: 도 4d의 완치(cured) 마우스 및 처녀(naive) 마우스에 CT26WT가 재이식된 후,

종양 부피와 생존률이 모니터링되었다(N = 3 ~ 5, 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 4f: CT26WT-완치 및 처녀 마우

스에 4T1 세포가 이식된 후 종양 부피가 모니터링되었다(N = 3, 오차 막대는 SD를 나타냄).

도 5는, 푸마르산 및 말레산 에스테르가 항 바이러스성 사이토카인 생산 및 I형 인터페론에 대한 반응을 억제하

였음을 보여준다. 도 5a ~ 도 5e: FMAE로 처리되었고, GFP 발현 VSV51로 감염된 786-0의 세포 용해물이 감염 후

24시간 경과시 수집되었고, 이로부터 RNA 또는 단백질이 추출되었다. 도 5a: DMF가 존재할 때 또는 존재하지 않

을 때의 감염 786-0  사이에서 차등 발현된 유전자의 발현 수준을 보여주는 산포도. 도 5b:  유전자 온톨로지

(ontology) 관계에 관한 요약. 도 5c: 바이러스 감염된 상태일 때 FMAE에 의해 하향조절된 GO텀(GOterm) 중 상

위를 차지하는 것의 목록. 도 5d: 차등 발현된 "바이러스에 대한 반응" GO텀 유전자의 발현 수준을 보여주는 히

트맵(heatmap). 도 5e: 단백질은 추출되어, 웨스턴 블럿팅(western blotting)에 의해 명시된 단백질에 대해 프

로빙(probing)되었다. 도 5f: 786-0 세포는 4시간 동안 DMF로 전처리되었거나, 또는 모의 처리된 후, VSV51 또

는 wtVSV(MOI = 0.01)로 감염되었다. 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시에 상청액으로부터 확정

되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 5g: 786-0 세포는 4시간 동안 DMF, MMF로 처리되었거나, 또는 모

의 처리된 후, VSV Δ51ΔG(MOI = 1)로 감염되었다. 감염 후 12시간 또는 16시간 경과시 상청액이 수집되었

고, 이 상청액은 786-0 세포를 4시간 동안 예비 조건 형성(proconditiong)하는데 사용되었으며, 이후에는 VSV51

또는 wtVSV으로 감염되었다. 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시 상청액으로부터 확정되었다(N =

3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 5h 및 도 5i: 786-0는 도 5a에서와 같이 처리되었다. 도 5h: 감염 후 16시간

경과시 상청액은 수집되었으며, 이후에는 IFNβ에 대해 ELISA로 검정되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄).

도 5i: 감염 후 36시간 경과시 상청액이 수집되었으며, 이후에는 IFNα에 대해 ELISA로 검정되었다(N = 3; 오차

막대는 SD를 나타냄). 도 5j: 786-0 세포는 FMAE로는 6시간 동안, 그리고 IFNβ 또는 IFNα로는 4시간 동안 처

리되었으며, 이후에는 VSVΔ51(MOI = 0.1)로 감염되었다. 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시에

상청액으로부터 확정되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 5k: 786-0 세포는 DMF 200 μM로 1시간 또는

4시간 동안 전처리되었고, IFNβ(250 U/mL)로 30분 동안 처리되었다. 단백질이 추출되었으며, 이후에는 pSTAT1,

STAT1 및 액틴에 대해 웨스턴 블럿팅으로 프로빙되었다.

도 6은, 감염시 DMF가 NF-κB의 전위(translocation)를 억제하였음을 보여준다. 도 6a: DMS, MMS, S의 구조.

도  6b  및  도  6c:  786-0는  명시된  DMF  유사체로  4시간  동안  전처리되었으며,  이후에는  GFP  발현  암  살상

VSV51(MOI 0.01)로 감염되었다. 도 6b: 감염 후 24시간 경과시, 감염이 된 786-0 세포의 형광 영상이 촬영되었

다. 도 6c: 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시 상청액으로부터 확정되었다(N = 3; 오차 막대는
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SD를 나타냄; 1원 ANOVA; *** p<0.001, 미처리 대응개체와 비교). 도 6d: GSH 수준은 FMAE 처리 4시간 후에

786-0 세포에서 확정되었다(N = 4; 오차 막대는 SD를 나타냄; 1원 ANOVA; *** p<0.001, 미처리 대응개체와 비

교). 도 6e: 차등 발현된 산화 스트레스 유전자의 발현 수준을 보여주는 히트맵. 유전자 발현은 미처리 감염 대

조군에 대해 얻어진 값에 대해 정규화되었다. 도 6f: FMAE으로 6시간 처리 후 786-0 세포로부터 qPCR에 의해 정

량된 hmox1 발현 수준(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 6g: 786-0은 BSO(2 mM) 존재하에 7일 동안 성장하

였으며, DMF(200 μM)로 4시간 동안 전처리된 다음, GFP 발현 암 살상 VSV51(MOI 0.01)로 감염되었다. 대응하는

바이러스 역가는 감염 후 48시간 경과시에 상청액으로부터 확정되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도

6h: siNRF2 녹다운(knockdown) 786-0 세포는 도 6g에서와 같이 DMF로 처리된 후, 감염되었다. 대응하는 바이러

스 역가는 감염 후 24시간 경과시에 상청액으로부터 확정되었다. RNA가 추출되었으며, nrf2 및 ifitm1 유전자의

발현은 qPCR에 의해 정량되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄). 도 6i 및 도 6j: DMF(200 μM)로 4시간 동

안  처리된  786-0  세포로부터  세포질내  및  핵내  단백질  분획이  추출되었으며,  이후에는  GFP  발현  암  살상

VSV51(MOI = 1)로 8시간 동안 감염되었거나(도 6i), 또는 TNFα(30 ng/ml)로 30분 동안 처리되었다(도 6j). 세

포 용해물은 명시된 바와 같은 다수의 단백질에 대해 웨스턴 블럿팅으로 프로빙되었다. 도 6k: 786-0는 4시간

동안 NF-κB 억제제(IKK16[10 μM], TPCA1[40μM])로 전처리되었으며, 이후에는 DMF(150 μM) 및 GFP 발현 암

살상 VSV51(MOI = 0.01)로 공동 처리되었다. 대응하는 바이러스 역가는 감염 후 24시간 경과시에 상청액으로부

터 확정되었다(N = 3; 오차 막대는 SD를 나타냄; 1원 ANOVA; ***p<0.001, 미처리 대응개체와 비교).

도 7은, MMF가 293-T 세포로부터 생산되는 렌티바이러스를 증가시켰음을 보여준다. 293-T 세포는 DMEM + 10%

FBS + 35mM HEPES이 사용되면서 96웰 평판에 접종되었고, 37℃ 및 5% CO2에서 항온처리되었다. 3개의 웰 내에서

세포는  MMF로  처리되었거나,  비이클(DMSO)  단독  처리되었거나,  아니면  배지로  모의  처리된  다음,

PEIpro(Polyplus Transfection, France)가 사용되어 4-플라스미드 3세대 렌티바이러스 루시퍼라아제 리포터 유

전자 시스템으로 형질감염된 후, 37℃ 및 5% CO2에서 48시간 동안 항온처리되었다. 항온처리 후, 상청액은 새로

마련된 96웰 평판에 옮겨졌으며, 이 96웰 평판은 접착성 평판 밀봉제로 밀봉된 직후에 -80℃에서 동결되었다.

생산된 LV의 수를 측정하기 위해, HT1080 세포는 DMEM + 10% FBS + 35mM HEPES가 사용되면서 웰당 5e3개 세포

(부피 100 μl)로 96웰 평판에 접종된 다음, 37℃ 및 5% CO2에서 밤새도록 항온처리되었다. 다음날 아침, 성장

배지 80 μl가 제거되었고, 그 대신 해동된 LV 함유 상청액 30 μl가 두 번에 걸쳐 채워졌다. 평판은 890 G에서

10분 동안 회전되었으며, 이후 37℃ 및 5% CO2에서 6시간 동안 항온처리되었다. 그 다음, 세포에 100 μl DMEM

+ 10% FBS + 35 mM HEPES가 보충되었고, 이 세포는 37℃ 및 5% CO2에서 72시간 동안 항온처리되었다. 각각의 웰

에 루시페린이 첨가된 후(2 mg/ml; 웰당 25 μl씩), Biotek 평판 판독기가 사용되어 루시퍼라아제 발현이 측정

되었다. 데이터는, 조건당 6개씩의 웰로부터 산정된 평균 RLU의 배수 변화 대 모의 처리시 산정된 평균 RLU의

배수  변화를  나타낸다.  ANOVA에  따르면  모의  처리  조건  대  MMF  처리  조건  사이의  차이는  유의미하였다

(p<0.0001).

도 8은, VERO-SF 세포에 있어서 인플루엔자 A/FM/1/47 역가에 미치는 DMF의 영향력을 ELISA에 의해 보여준다.

VeroSF 세포(무혈청 배지에 적응된 Vero 세포)는 96웰 평판에 접종된 후, 비이클 단독 처리 및 DMF 처리가 행하

여졌고, 인플루엔자 A/FM/1/47(MOI = 0.01)로 감염되었다. 이로부터 3일 후, 감염성 상청액이 수집되어, 풀링

(pooling)된 다음(N = 조건당 3개 웰), 이를 대상으로 ELISA가 수행되었는데(Cat# IAV142, Virusys), 여기서

흡광도 값은, 플라크 검정에 의해 앞서 역가 분석된 FM/1/47 스톡(stock)으로부터 얻어진 표준 곡선을 기반으로

"pfu/ml"로 전환되었다. 데이터는 2회 ~ 4회 실험의 평균을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

하기 발명의 설명은 1개 이상의 바람직한 구현예에 관한 것이다. 몇몇 발명은, 동일하거나, 유사하거나, 변별적[0058]

인 용도와 함께 제공된 키트, 조성물 또는 사용 방법과 함께 본원에 기술될 수 있다.

제1 양태에서, 본원에는 세포 내에서 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 확산 또는 역가, 그리고/또는 암[0059]

살상 또는 면역치료 활성 중 1가지 이상을 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 바이러스로 세포를 감염시키기 이

전, 이후 또는 동시에 상기 세포에 FMAE 함유 화합물을 투여하는 단계를 포함하는 방법이 제공된다.

제한하고자  하는  것은  아닌  다른  양태에서,  본원에는  무한증식된  세포  내에서  인터페론  감수성  바이러스의[0060]

생산,  감염,  확산  또는  역가를  시험관내  향상  또는  증가시키는  방법으로서,  바이러스로  세포를  감염시키기

이전, 이후 또는 동시에 상기 세포에 FMAE 함유 화합물을 투여하는 단계를 포함하는 방법이 제공된다.
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제한하고자 하는 것은 아닌 추가의 양태에서, 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 확산, 역가는 FMAE 함유[0061]

화합물이 존재하지 않을 때의 이 바이러스의 감염, 확산, 역가에 비하여 증강된다.

추가의 양태에서, 본원에는 암세포 또는 종양 세포에서 암 살상 인터페론 감수성 바이러스의 생산, 감염, 확산,[0062]

역가, 또는 암 살상 활성이나 면역 치료 활성을 향상 또는 증가시키는 방법으로서, 바이러스로 세포를 감염시키

기 이전, 이후 또는 동시에 상기 세포에 FMAE 함유 화합물을 투여하는 단계를 포함하는 방법이 제공된다.

제한하고자 하는 것은 아닌 추가의 양태에서, 암 살상 바이러스의 암 살상 활성은, 암세포 또는 종양 세포에서[0063]

바이러스 단독의 암 살상 활성 또는 FMAE 함유 화합물 단독의 치료 활성에 비하여 증강된다.

상기 기술된 조성물, 방법 또는 방법들 중 임의의 것에 관한 또 다른 구현예에서, FMAE 함유 화합물은 감염 내[0064]

성 세포내에서 인터페론 감수성 바이러스의 감염, 성장 또는 확산을 향상시킨다.

본 발명은 바이러스 향상, 즉 처리 결과가, 바이러스의 감염(형질도입 포함) 능력, 또는 세포내에서의 성장 또[0065]

는 복제 능력, 1개 이상의 조직 내에서의 확산 능력, 세포에서의 바이러스 암호화 이식유전자 생산 능력, 감염

된 세포 또는 이와 이웃하는 미감염 세포를, 직접적으로는 바이러스에 의해 암호화된 구성성분에 의하거나 간접

적으로는 면역 반응을 통하여 사멸시키는 능력의 증가로 이어지는 때를 고려한다. 바이러스 향상이란, 그 처리

가, 바이러스 고유의 감염, 복제 또는 확산 능력을 증가시키거나, 또는 트랜스 방식으로 제공되는 추가 구성성

분(예컨대 형질감염된 플라스미드)의 도움으로 제공되는 바이러스 능력 증가로 말미암아 세포로부터 생산되는

바이러스 생산량(yield) 증가의 유도로 이어지는 때를 또한 의미하기도 한다.

상기 기술된 조성물, 방법 또는 방법들 중 임의의 것에 관한 또 다른 구현예에서, FMAE 함유 화합물은 주요 장[0066]

기로의 바이러스 확산을 유도하지 않고 암세포 및 종양에서 인터페론 감수성 암 살상 바이러스의 감염, 성장 또

는 확산을 생체내 향상 또는 증가시킨다.

상기 기술된 조성물, 방법 또는 방법들 중 임의의 것에 관한 추가의 구현예에서, FMAE 함유 화합물은 바이러스[0067]

에 의해 유도된 생체내 및 시험관내 암세포 사멸을 향상 또는 증가시킨다.

제한하고자 하는 것은 아닌 또 다른 추가의 구현예에서, FMAE 함유 화합물 1개 이상과, a) 인터페론 감수성 바[0068]

이러스, 유전적으로 변형된 인터페론 감수성 바이러스, 약독화 인터페론 감수성 바이러스, 암 살상 인터페론 감

수성 바이러스, 인터페론 감수성 바이러스 기반 백신 또는 유전자치료용 벡터, b) 암세포 1개 이상, c) 담체,

희석제 또는 부형제, d) 약학적으로 허용 가능한 담체, 희석제 또는 부형제, e) 비 암세포, f) 세포 배양 배지,

g) 1개 이상의 암 치료제 중 하나 이상; 또는 a) ~ g)의 임의의 조합을 포함하는 조성물이 제공된다. 본 발명은

또한 a) ~ g) 중 임의의 하나 또는 이의 조합이 조성물이나 키트로부터 특별히 배제되는 구현예도 고려한다. 임

의의 구성성분 또는 구성성분들의 군은 원한다면 배제될 수 있다.

또 다른 구현예에서, 본원에는 FMAE 함유 화합물 1개 이상과, a) 인터페론 감수성 바이러스, 유전적으로 변형된[0069]

인터페론 감수성 바이러스, 약독화 인터페론 감수성 바이러스, 암 살상 인터페론 감수성 바이러스, 인터페론 감

수성 바이러스 기반 백신 또는 유전자치료용 벡터, b) 암세포 1개 이상, c) 약학적으로 허용 가능한 담체, 희석

제 또는 부형제, d) 비 암세포, e) 세포 배양 배지, f) 암 치료제 1개 이상, g) 세포 배양 평판 또는 다중 웰

디쉬, h) 화합물을, 세포, 배지 또는 대상체에 전달하는 장치, i) 키트 내 화합물 또는 임의의 구성성분을 사용

하는 것에 관한 지침, j) 담체, 희석제 또는 부형제 중 하나 이상; 또는 a) ~j)의 임의의 조합을 포함하는 키트

가 제공된다. 본 발명은 또한 a) ~j) 중 임의의 하나 또는 이의 조합이 특별히 배제된 키트도 고려한다.

바이러스 활성, 생산, 암 살상 활성 또는 세포독성을 향상 또는 증가시키는 것은, 바이러스 감염 및/또는 감염[0070]

률, 바이러스 생산 및/또는 이의 생산률, 바이러스 역가 및/또는 전체 역가가 달성될 수 있을 때의 비율, 바이

러스 확산 및/또는 확산률, 세포 용해및/또는 용해율, 바이러스 세포독성 및/또는 세포독성률, 또는 이의 임의

의 조합을, 1개 이상의 화합물이 사용되지 않을 때에 비하여 향상 또는 증가시키는 것을 포함할 수 있음은 본원

에 교시된 사항을 유념하는 당 업자에 의해 이해될 것이다.

암 살상 바이러스의 면역치료 활성을 향상 또는 증가시키는 것은, 다수의 사이토카인의 상향조절, 예컨대 FMAE[0071]

함유 화합물이 존재할 때 바이러스에 의해 유도 또는 발현되는 사이토카인의 더 많은 발현을 통하여 전신 항종

양 면역 반응을 향상 또는 증가시키는 것을 포함할 수 있음은 본원에 교시된 사항을 유념하는 당 업자에 의해

이해될 것이다.

이해될 바와 같이, 임의의 구현에에서, FMAE 함유 화합물은 말레산 또는 푸마르산의 메틸 에스테르 또는 에틸[0072]

에스테르의 시스형 또는 트랜스형 이성체일 수 있는 유기 화합물들을 포함할 수 있다. 시스형 및 트랜스형 이성
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체의 혼합물도 또한 고려된다.

임의의 구현예에서, 적합한 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE) 화합물의 구체적인 예로서는 이하의 것들, 즉[0073]

[0074]

[0075]

을 포함할 수 있다.[0076]

이해될 바와 같이, 임의의 구현예에서, 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE) 화합물은, 에스테르기 적어도 1개와[0077]

α - β 불포화 탄소를 함유하는 임의의 적합한 푸마르산 또는 말레산 유도체를 포함할 수 있다. 임의의 구현예

에서, FMAE 화합물은 하기 화학식 III 또는 하기 화학식 IV의 화합물, 즉

[화학식 III][0078]

 또는[0079]

[화학식 IV][0080]

[0081]
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을 포함할 수 있되, 식 중, Ra 및 Rb는 동일하거나 상이할 수 있고, Ra 및 Rb 중 1개 이상은 생체내 가수분해될[0082]

수 있는 에스테르 작용기를 제공하도록 선택된다.

임의의 구현예에서, FMAE 화합물은 하기 화학식 III 또는 화학식 IV의 화합물, 즉[0083]

[화학식 III][0084]

 또는[0085]

[화학식 IV][0086]

[0087]

을 포함할 수 있되, 식 중, Ra 및 Rb는 동일하거나 상이할 수 있고, Ra 및 Rb는 각각 독립적으로 수소; (예를 들[0088]

어 1개 이상의 할로겐, 하이드록실, 니트로 또는 시아노로) 선택적으로 치환될 수 있거나, 또는 존재하지 않을

수 있는(즉 화학식 III 또는 화학식 IV에 카복실산염을 제공할 수 있는) 선형, 분지형 또는 사이클릭 포화 또는

불포화 알킬(예컨대 C1-C10 알킬)로부터 선택되며; 

Ra 및 Rb 중 어느 하나가 존재하지 않거나 수소일 때, 다른 하나는 존재하되 수소는 아니다.[0089]

이해될 바와 같이, 임의의 구현예에서, FMAE 화합물은 또한 이 FMAE 화합물의 임의의 적합한 염, 에스테르, 전[0090]

구약물, 기능성 모의체, 전구체 또는 기타 적합한 유도체를 포함할 수도 있다.

암 살상 바이러스는 비 암세포 또는 정상 세포에 비하여 암세포 또는 종양 세포(종양을 형성할 수 있는 임의의[0091]

세포 포함)를 우선적으로 감염시켜 용해하는 바이러스를 포함할 수 있다. 당 분야에 공지된 암 살상 바이러스의

예로서는 레오바이러스, 뉴캐슬병 바이러스, 아데노바이러스, 포진 바이러스, 소아마비 바이러스, 이하선염 바

이러스, 홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, 백시니아 바이러스, 랩도바이러스, 예컨대 수포성 구내염 바이러

스 및 이의 유도개체/변이체를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 바람직한 구현예에서, 본원에 기술된 바

와 같은 FMAE 함유 화합물 또는 이의 유도체가 존재할 때 바이러스는, 바이러스만이 단독으로 감염을 진행할 때

에 비하여, 그리고 정상 세포만이 단독으로 존재할 때 또는 FMAE 함유 화합물 또는 유도체만이 존재할 때에 비

하여, 암세포 또는 종양 세포를 우선적으로 감염시켜 용해한다.

인터페론 감수성 바이러스는 당 분야에 공지된 임의의 적합한 바이러스로서, 인터페론 감수성이거나 인터페론[0092]

감수성으로 만들어진 바이러스, 예컨대 복제성 또는 비 복제성 바이러스, 예컨대 뉴캐슬병 바이러스, 소아마비

바이러스, 이하선염 바이러스, 홍역 바이러스, 인플루엔자 바이러스, 마라바 바이러스(예컨대 MG-1), 광견병 바

이러스, 로타바이러스, A형 간염 바이러스, 풍진 바이러스, 뎅기열 바이러스, 치쿤구니아 바이러스, 호흡기융합

바이러스, LCMV, 렌티바이러스, 복제성 레트로바이러스, 아데노바이러스, 단순포진바이러스 또는 랩도바이러스,

아니면 이의 변이체 또는 유도개체(이에 한정되는 것은 아님)일 수 있음이 고려된다. 바람직한 구현예에서, 바

이러스는 본원에 기술된 바와 같은 FMAE 함유 화합물 또는 이의 유도체의 존재하에 감염을 진행한다.

임의의 구현예에서, 인터페론 감수성 바이러스는 정상 세포 또는 인터페론 반응성 암세포에서 자체의 복제가 I[0093]

형 또는 III형 항 바이러스성 인터페론의 작용에 의해 제어 또는 억제되는 바이러스를 포함할 수 있다.

인터페론 감수성이란, 상기 인터페론 처리에 반응하여 정상적인 능력을 보이고, 그렇지 않을 경우에는 상기 바[0094]

이러스에 관용하던 세포가 생물학적으로 유관한 인터페론으로 처리된 후, 바이러스(즉 야생형이거나, 또는 유전

자 조작 및/또는 선택을 통하여 약독화되도록 유도된 균주 중 어느 하나일 수 있는 바이러스)가, 상기 세포에

형질도입되는 능력, 상기 세포를 감염시키는 능력, 상기 세포에서 복제, 성장, 확산하는 능력, 상기 세포를 이

용하여 이식유전자를 발현하는 능력, 상기 세포에서 바이러스 자손을 생산하는 능력 또는 상기 세포를 사멸하는
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능력의  감소를  경험하게  되는  경우를  의미한다.  도  5j는  바이러스의  인터페론  감수성을  시험하는  방법의

예로서, 감염된 세포내에서 인터페론 존재하 또는 부재하에 이루어진 생 바이러스의 성장 여부가 바이러스의 인

터페론 감수성을 결정해 주는 것인 방법을 제공한다. 예를 들어 임의의 인터페론, 예컨대 I형 IFN(이에 한정되

는 것은 아님)으로 전처리된 세포에서는 성장하지 않지만, 미처리 세포에서는 잘 성장하는 바이러스는 인터페론

감수성인 것으로 간주될 것이다. 인터페론 처리 후, 인터페론 감수성 세포에 있어서의 바이러스 성장 감소는 임

의의 검출 가능한 감소, 더 약한 효과와 연관된 더 작은 감소, 그리고 더 강한 효과와 연관된 더 큰 감소로서

나타날 수 있다.

바이러스의 세포독성/암 살생 활성은 시험관내, 생체내 또는 이 둘 다에서 발휘될 수 있거나, 관찰될 수 있거나[0095]

또는 입증될 수 있다. 어떠한 방식으로든 제한하고자 하는 것은 아닌 구현예에서, 바이러스는 세포독성/암 살생

활성을 생체내에서 보인다.

바이러스의 유도개체 또는 변이체란, 상이한 성장 조건하에서 바이러스를 선택함으로써 얻어진 바이러스로서,[0096]

다양한 선택압이 적용된 것, 당 분야에 공지된 재조합 기법을 사용하여 유전적으로 변형된 것, 또는 복제 결함

성이 되도록 조작되었고/조작되었거나 이식유전자를 발현하도록 조작된 것, 또는 이의 임의의 조합을 의미한다.

이러한 바이러스의 예는, 예컨대 미국 특허출원 제20040115170호, 동 제20040170607호, 동 제20020037543호,

WO 00/62735; 미국 특허 제7,052,832호, 동 제7,063,835호, 동 제7,122,182호(이 문헌들은 본원에 참조로서 인

용되어 있음) 및 기타 문헌들에 기술된 바와 같이 당 분야에 공지되어 있다. 바람직하게 바이러스는 수포성구내

염 바이러스(VSV) 또는 이의 관련 랩도바이러스 변이체/유도개체, 예컨대 특정의 성장 조건하에서 선택된 것,

다양한 선택압이 적용된 것, 당 분야에 공지된 재조합 기법을 사용하여 유전적으로 변형된 것 또는 이의 임의의

조합이다. 바람직한 구현예에서, 바이러스는 VSVΔ51이다[30].

암세포 또는 종양 세포의 유형 1가지 이상은, 예컨대 인간, 랫트, 마우스, 고양이, 개, 돼지, 영장류 및 말 등[0097]

(이에 한정되는 것은 아님)의 임의의 세포, 세포주, 조직 또는 장기로부터 시험관내 또는 생체내 얻어진 암세포

또는 종양 세포, 또는 예컨대 293-T 세포, BHK21 세포 또는 MDCK 세포와 같은 종양 형성 세포(이에 한정되는 것

은 아님)일 수 있다. 바람직한 구현예에서, 암세포 또는 종양 세포 1개 이상은 인간의 암세포 또는 종양 세포,

예컨대 림프모구성백혈병, 골수성백혈병, 부신피질암종, AIDS 관련 암, AIDS 관련 림프종, 항문암, 충수암, 성

상세포종, 비정형 기형종/간상종양, 기저세포암종, 담관암, 방광암, 골암, 골육종, 악성 섬유성조직구증, 뇌간

신경교종,  뇌종양,  소뇌성상세포종,  대뇌성상세포종/악성신경교종,  두개인두종,  뇌실막모세포종,  수모세포종,

중간 분화의 송과체 실질종양, 천막위 원시 신경외배엽종양 및 송과체 모세포종, 시각경로 및 시상하부 신경교

종, 척수 종양, 유방암, 기관지종양, 버킷 림프종, 유암종, 중추신경계림프종, 자궁경부암, 척색종, 만성 림프

구성백혈병, 만성 골수성백혈병, 만성 골수증식성장애, 결장암, 피부 T 세포 림프종, 배아성종양, 자궁내막암,

뇌실막모세포종, 뇌실막종, 식도암, 두개외생식세포종양, 성선외생식세포종양, 간외담관암, 눈암, 안내 흑색종,

망막모세포종, 담낭암, 위장암(위암), 위장관 유암종, 위장관 간질종양(GIST), 위장관 간질세포종양, 생식세포

종양, 두개외, 성선외, 난소, 융모상피성 종양, 신경교종, 모양세포백혈병, 두경부암, 간세포암(간암), 조직구

증, 랑게르한스세포암, 호지킨림프종, 하인두암, 섬세포종양, 카포시육종, 신장암, 후두암, 림프구성백혈병, 모

양세포백혈병, 구순 및 구강의 암, 간암, 비소세포 폐암, 소세포 폐암, 호지킨 림프종, 비호지킨 림프종, 뼈의

악성 섬유성 조직구증 및 골육종, 수모세포종, 수질상피종, 흑색종, 안내 흑색종, 메르켈 세포 암종, 중피종,

전이성 편평경부암, 구암, 다발성내분비선종증, 다발성골수종/형질세포신생물, 비강 및 부비강 암, 비인두암,

신경모세포종, 구강암, 구인두암, 난소암, 췌장암, 부갑상선암, 음경암, 인두암, 크롬친화세포종, 송과체 실질

종양, 송과체 모세포종 및 천막위 원시 신경외배엽종양, 뇌하수체종양, 형질세포 신생물형성/다발성 골수종, 흉

막폐모세포종, 원발성 중추신경계림프종, 전립선암, 직장암, 신세포암(신장암), 신우 및 요관 암, 이행세포암,

기도암종, 망막모세포종, 횡문근육종, 타액선암, 자궁육종, 피부암, 메르켈 세포 피부암종, 소장암, 연조직 육

종, 편평세포암종, 편평경부암, 위암(위장암), 천막위 원시 신경외배엽종양, T 세포 림프종, 고환암, 인후암,

흉선종 및 흉선 암종, 갑상선암, 영양막종양, 요도암, 자궁암, 자궁내막암, 자궁육종, 질암, 외음부암 또는 빌

름 종양의 세포(이에 한정되는 것은 아님)를 포함한다. 그러나 본원에 기술된 화합물과 조성물은 생체내 또는

시험관내 기타 암 또는 종양을 치료하는데 사용될 수 있다.

생체내 치료적 응용을 위한 것으로서, 바람직하게는 FMAE 함유 화합물 1개 이상과, 약학적으로 허용 가능한 담[0098]

체, 희석제 또는 부형제를 포함하고, 선택적으로는 다른 용질, 예컨대 용해된 염 등을 함유하는 약학 조성물이

제공된다. 바람직한 구현예에서, 용액은, 용액을 등장성으로 만들기에 충분한 염수 또는 글루코스 등을 포함한

다. 약학 조성물과, 약학 조성물을 제조하는 방법은 당 분야에 공지되어 있으며, 예를 들어 본원에 참고문헌으

로서  인용된  문헌[Remington:  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy"(구  "Remingtons  Pharmaceutical
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Sciences"); Gennaro, A., Lippincott, Williams & Wilkins, Philidelphia, PA (2000)]에 기술되어 있다.

이러한 조성물의 투여는 국소 치료 및/또는 전신 치료 중 어느 것이 요망되는지와, 치료될 부위에 따라서 임의[0099]

의 수만큼의 경로를 통해 이루어질 수 있다. 제한하고자 하는 것은 아닌 제1 구현예에서, 화합물은 치료될 부위

에 국소 투여된다. 투여는 국부(안내 및 점막, 예컨대 질 및 직장 전달 포함), 폐(예컨대 분무기에 의한 분말

또는 에어로졸의 흡입 또는 흡기), 기관내, 비내, 상피 및 경피, 경구 또는 비경구로 이루어질 수 있다. 비경구

투여는 정맥내, 동맥내, 피하, 복막내 또는 근육내 주사 또는 주입, 아니면 두개내, 예컨대 척수강내 또는 뇌실

내 투여를 포함한다. 종양내 주사, 일반적으로 종양 근처로의 관류 또는 전달, 또는 종양을 지지하는 혈관조직

으로의 주사도 또한 고려된다.  대안적으로 FMAE  함유 화합물은 경구 투여용 정제 또는 캡슐로 제제화될 수

있다. 당 분야에 공지된 바와 같은 대안적 투여형, 예컨대 서방형, 지연 방출형, 연장 방출형 투여형도 또한 고

려된다.

본 화합물은 흡입 또는 흡기에 의한 투여를 위해 추후 에어로졸의 형태로 활용될 수 있는 수용액 또는 부분 수[0100]

용액으로 제제화될 수 있다. 조절제는 국소 이용을 위해 약학적으로 허용 가능한 비이클 중 로션, 크림 또는 살

포제(dusting powder)로 제제화되어, 피부의 발병 부위에 적용될 수 있다.

제한적이기를 바라지 않을 때, 본 발명의 FMAE 함유 화합물의 투여량 요건은 적용된 구체적인 조성, 투여 경로[0101]

및 처리되는 특정의 대상체에 따라서 달라질 수 있다. 투여량 요건은 당 업자에게 공지된 표준 임상 기법에 의

해 결정될 수 있다. 통상적으로 처리는 보통 화합물 또는 화합물/바이러스의 최적 용량에 못미치는 소량에서부

터 개시될 것이다. 그 다음, 어떤 상황에서 최적이거나 만족스러운 효과가 달성될 때까지 투여량은 증량된다.

일반적으로 FMAE 함유 화합물, 또는 FMAE 함유 화합물을 포함하는 약학 조성물은, 일반적으로 유의미하게 해롭

거나 유해한 부작용을 일으키지 않고 유효한 결과를 달성할 농도만큼 투여된다. 투여는 단일의 단위 용량으로서

이루어질 수 있거나, 원한다면 투여량은 하루라는 시간을 통틀어서 적합한 시간에 투여되는, 편리한 종속 단위

들로 분할될 수 있다.

FMAE 함유 화합물은 순차적 투여, 예컨대 인터페론 감수성 바이러스, 예컨대 약독화 바이러스, 유전적으로 변형[0102]

된 바이러스, 백신 바이러스, 유전자치료용 벡터 또는 암 살상 바이러스(이에 한정되는 것은 아님) 투여 이전,

이후 또는 이전과 이후 둘 다에서 사용될 수 있다. 대안적으로 FMAE 함유 화합물은 상기 기술된 바와 같이 바이

러스와 동시에 또는 조합하여(예컨대 암 살상 바이러스와 조합하여) 투여될 수 있다. 뿐 아니라, FMAE 함유 화

합물은 상기 기술된 바와 같이 암 살상 바이러스와 함께, 그리고 당 업자에게 공지된 바와 같은 암 치료제 또는

암 치료법 1가지 이상, 예컨대 인터페론 치료법, 인터루킨 치료법, 콜로니 자극 인자 치료법, 면역치료법, 면역

관문 억제제 치료법(이에 한정되는 것은 아님), 화학치료법용 약물, 예컨대 5-플루오로데옥시우리딘 암사크린,

블레오마이신, 부설판, 카페시타빈, 카보플라틴, 카머스틴, 클로람부실, 시스플라틴, 클라드리빈, 클로파라빈,

크리산타스파제, 사이클로포스파미드, 시타라빈, 다카바진, 닥티노마이신, 도노루비신, 도세탁셀, 독소루비신,

에피루비신, 에토포시드, 플루다라빈, 플루오로우라실, 겜시타빈, 글리아델, 하이드록시카바미드, 이다루비신,

이포스파미드, 이리노테칸, 루코보린, 로머스틴, 멜파란, 머캅토퓨린, 메스나, 메토트렉세이트, 미토마이신, 미

토잔트론, 옥살리플라틴, 파클리탁셀, 페메트렉시드, 펜토스타틴, 프로카바진, 랄티트렉시드, 사트라플라틴, 스

트렙토조신, 테가퍼-우라실, 테모졸로미드, 테니포시드, 티오테파, 티오구아닌, 토포테칸, 트레오설판, 빈블라

스틴,  빈크리스틴,  빈데신,  비노렐빈  또는  이것들의  조합(이에 한정되는  것은  아님)과 조합하여  사용될  수

있다. 뿐 아니라, 항암 생물의약품, 예컨대 모노클로날 항체 등(이에 한정되는 것은 아님)도 또한 사용될 수 있

다.

본 발명은 또한 인터페론 감수성 바이러스, 예컨대 유전적으로 변형된 바이러스, 약독화된 바이러스, 백신 바이[0103]

러스, 유전자치료용 벡터 또는 암 살상 바이러스의 1개 이상의 세포, 예컨대 무한증식된 암세포 또는 종양 세포

(이에 한정되는 것은 아님) 중 1개 이상의 유형 내에서의 확산을 증가 또는 향상시키기 위하거나, 암 살상 바이

러스의 세포독성/암 살상 활성을 1개 이상의 암세포 또는 종양 세포에 대하여 증가 또는 향상시키기 위하거나,

바이러스, 예컨대 유전적으로 변형된 바이러스, 약독화된 바이러스, 백신 바이러스, 유전자치료용 벡터, 암 살

상 바이러스의 생산, 생산량 또는 생식능을 증가 또는 향상시키기 위하거나, 또는 상기의 것들의 임의의 조합을

달성하기 위한, 본원에 기술된 바와 같은 방법과 조성물의 용도도 고려한다. 어떠한 방식으로든 제한하고자 하

는 것은 아닌 구현예에서, 본 조성물은 암세포 또는 종양 세포를 사멸하거나, 또는 이의 성장을 일정 기간 동안

제한함으로써 암세포 또는 종양 세포의 생존능을 감소시킨다.

다른 구현예에서, 세포는 생체내 또는 시험관내 암세포일 수 있다. 추가의 구현예에서, 생체내 암세포는 포유류[0104]

대상체로부터 유래될 수 있다. 또 다른 추가의 구현예에서, 포유류 대상체는 인간 대상체일 수 있다. 다른 구현
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에에서, 세포는 시험관내에서 무한증식된 세포이다.

본 발명은 또한 1개 이상의 세포, 예컨대 무한증식된 암세포 또는 종양 세포(이에 한정되는 것은 아님) 중 1개[0105]

이상의 유형 내에서의 인터페론 감수성 바이러스, 에컨대 유전적으로 변형된 바이러스, 약독화된 바이러스, 백

신  바이러스,  유전자치료용  벡터  또는  암  살상  바이러스의  생산,  감염,  성장  및  확산을  증가  또는

향상시키거나, 바이러스, 예컨대 유전적으로 변형된 바이러스, 약독화된 바이러스, 백신 바이러스, 유전자치료

용 벡터, 암 살상 바이러스의 생산, 생산량 또는 생식능을 증가 또는 향상시키기 위하거나, 또는 상기의 것들의

임의의 조합을 달성하기 위한, 본원에 기술된 바와 같은 방법과 조성물의 용도를 고려한다.

이하 실시예들에는 DMF와 다양한 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE)가, 암세포주뿐 아니라, 인간 종양 생검편[0106]

에서 몇몇 암 살상 바이러스(OV)의 바이러스 감염을 향상시키고, 내성을 보이는 동계 및 이종이식 종양 모델에

서 치료 결과를 개선하는 것으로 관찰되었다. OV 및 약물의 단독치료법이 그 효능을 보이지 않는 예시적 모델에

서조차 지속적인 반응, 예컨대 향상된 확산 및 암 살상이 관찰되었다. 이론에 의해 국한되기를 바라지 않을 때,

DMF가 바이러스 확산을 향상시키는 것으로 관찰된 능력은, 이 DMF가 I형 IFN 생산 및 반응을 억제하는 능력으로

말미암을 수 있는데, 이는 전사 인자 NF-kB의 핵내 전위를 차단함으로써 선천적 암세포 면역 반응을 피하는 것

을 도와주는 능력과 연관되어 있을 수 있다. 실험 결과에 관한 임의의 비제한적 구현예에서, FMAE는 정상 조직

에서의 바이러스 성장에 비하여 종양 세포에서의 바이러스 확산/성장을 개선시켰는데, 이는, 예를 들어 암을 표

적화하는데 유리할 수 있다. 이하 연구들에서, FMAE 처리는 암 살상 바이러스 감염에 대한 선천적 면역 반응을

감소시킴으로써 바이러스 효능을 향상시키는 것으로 관찰되었다.

추가의 예들은, DMF와 다양한 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE), 예컨대 MMF가 무한증식된 비 암세포에서 바[0107]

이러스의 생산, 생산량 또는 생식 능력을 증가 또는 향상시킬 수 있음을 보여준다. 일 구현예에서, DMF 처리는

약독화된 복제 가능 인터페론 감수성 인플루엔자 A H1N1 FM/1/47 바이러스의 무한증식된 비 암성 Vero 아프리카

녹색 원숭이 신장 세포내 생산성을 향상시키는 것으로 확인되었다. 다른 구현예에서, MMF는, 바이러스 팩키징

(packaging) 단백질을 암호화하는 플라스미드로 293T 세포가 형질감염된 후, 복제 결함성 렌티바이러스의 생산

을 향상시키는 것으로 관찰되었다.

본 발명은 하기 실시예들에서 추가로 설명될 것이다.[0108]

실시예[0109]

실시예 1: 푸마르산디메틸은 시험관내에서 종양 특이적 바이러스 확산 및 암 살상을 향상시킨다.[0110]

본 발명자들은 처음에 암 살상 수포성 구내염 바이러스(VSVΔ51) 성장에 대한 DMF(도 1a에 도시된 구조를 가지[0111]

는 화합물)의 영향력을 관찰하였다. 특히 VSV 및 이와 밀접하게 관련된 마라바는 현재 임상 평가중에 있지만,

암들 중 대략 3분의 1은 감염에 내성을 보이고 있다[30-31]. 786-0 신 암종 세포는 VSVΔ51 감염에 대해 내성을

크게 보이지만, 이 세포에 50 μM 내지 200 μM의 용량만큼의 DMF가 4시간 동안 전처리되었을 때 낮은 감염다중

도(MOI)에서도 VSVΔ51 바이러스 성장은 100배 넘게 증가하였다(도 1c). 현미경에 의해 가시화되는 바와 같이

바이러스 암호화 GFP 발현도 또한 크게 향상되었다(도 1b). 이러한 효과는, 전처리 시간이 감염전 24시간 이하,

그리고 감염 후 8시간 이하일 때 관찰되었다(도 1k). 한발 더 나아가, DMF는 VSVΔ51에 대한 감수성이 광범위한

인간 및 마우스 암세포주(육종, 골육종, 유방암, 결장암, 흑색종, 난소암) 패널에서 감염을 확고하게 향상시켰

다(도 1d). DMF는 또한 786-0 세포에 처리된 후, 암 살상 포진 바이러스(HSV-1 돌연변이 N212) 및 신드비스 바

이러스의 바이러스 아웃풋(viral output)을 개선하였다(도 1e 및 도 1f). 더욱이 본 발명자들은 또한 암 살살

바이러스치료법에 더하여 유전자치료용 벡터로서 광범위하게 사용되어 온 아데노바이러스에 대한 DMF의 효과를

시험하였다[32]. 인간 폐 선암종 A549 세포를 DMF로 전처리하였을 때, 7일에 걸친 비복제성 아데노바이러스, 즉

E1A-결실 Ad5의 루시퍼라아제 이식유전자 발현은 20배 이하로 증가하였다(도 1g). 786-0 세포를 통해 얻어진 1

단계 및 다단계 성장 곡선은, VSVΔ51이 낮은 MOI로 사용되었을 때 DMF가 이 VSVΔ51의 바이러스 아웃풋을 향상

시켰지만, 높은 MOI로 사용되었을 때에는 그렇지 않았음을 규명하였는데(도 1h), 이 점은 DMF가 감염된 세포당

바이러스 아웃풋보다는 바이러스 확산에 (악)영향을 미치는 기작을 억제함을 나타낸다. 바이러스 확산에 대한

DMF의 효과를 더 탐구하기 위하여, 786-0 세포 단일층을 VSVΔ51로 감염시키고, 그 위에 아가로스를 덮어, 바이

러스 복제 초점(virus replication foci)의 한정된 플라크를 형성시켰다. 감염된 세포 단일층의 형광 영상화와

쿠마시 블루 염색 결과를 바탕으로 보았을 때, DMF는 VSVΔ51의 플라크 평균 직경을 상당히 증가시켰다(도 1i).

DMF가 존재할 때 VSVΔ51의 암 살상 효과를 더 평가하기 위해, 본 발명자들은 암세포를 DMF로 전처리한 후, 낮

은 MOI의 VSVΔ51로 감염시켰으며, 감염 후 48시간 경과시에 대사 염료인 alamarBlue®로 세포의 생존능을 평가

하였다. DMF 및 VSVΔ51의 조합 처리는 인간 786-0 세포뿐 아니라, 마우스 CT26WT 및 B16F10 세포에서도 세포
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생존능의 상승적 감소를 초래하였다(도 1j).

실시예 2: 푸마르산디메틸은 생체외에서, 그리고 인간의 임상 시료에서 종양 특이적 감염을 향상시킨다.[0112]

본 발명자들은, DMF가 마우스 유래 조직에서의 VSVΔ51 감염을 생체외에서 향상시키는 능력을 추가로 검정하였[0113]

다. CT26WT 마우스 결장암세포 또는 B16F10 마우스 흑색종 암세포가 피하 이식된 마우스로부터 얻은 종양 코어

부뿐 아니라, 정상의 폐, 근육, 비장으로부터 얻은 코어부를 수집한 후, 이를 150 μM의 DMF 존재시 또는 부재

시에 VSVΔ51-GFP로 감염시켰다. DMF는 종양 CT26WT 및 B16F10 코어부에서 바이러스 성장을 각각 31배 및 13배

만큼 확고하게 증가시켰지만, 정상 조직의 코어부에서는 바이러스 성장을 증가시키지 못하였다(도 2a  및 도

2b). 게다가, 플라크 검정과 현미경에 의해 관찰된 바에 따르면, DMF는 원발성 인간 흑색종, 폐, 전립성 및 난

소 종양 시료에서(도 2c 및 도 2d)뿐 아니라, 다양한 흑색종 및 난소암 환자 유래 암세포주에서도(도 2e) VSVΔ

51 감염을 10배 초과하여 생체외 증가시켰다. DMF는, 마우스 정상 조직의 코어부에서와 유사하게, 다양한 인간

환자로부터 유래하되 정상인 인간의 폐와 근육 조직에서도 바이러스 성장을 개선하지 못하였다(도 2f).

실시예 3:[0114]

DMF에 더하여, 다양한 푸마르산 및 말레산 에스테르(FMAE)는 소염 특성 및 면역조절 특성을 보이는 것으로 확인[0115]

되었다[33]. 따라서 본 발명자들은, 기타 FAE와 이의 시스형 및 트랜스형 이성체(말레산 에스테르)(도 3a 및 도

3b)가, 암세포의 바이러스 감염에 대한 DMF의 영향력과 유사한 영향력을 가지는지 여부를 시험하였다. 실상, 세

포 투과성 FAE, 예컨대 푸마르산디에틸(DEF)과 말레산 에스테르 말레산디메틸(DMM), 그리고 말레산디에틸(DEM)

은 786-0 세포 및 CT26WT 세포에서의 VSVΔ51 감염, 확산 및 암 살상을 확고하게 시험관내에서 향상시켰다(도

3c, 도 3e, 도 3f). 생체외 감염된 CT26WT 종양 코어부에서도 또한 FMAE로 말미암아 감염이 향상되는 것이 관찰

되었다(도 3d). DMF는 (도 3b에 보인 바와 같이) 에스터라아제에 의해 생체내에서 신속하게 푸마르산모노메틸

(MMF)로 가수분해된 후, 푸마르산(FA)으로 가수분해되었다[34].  실상, MMF는 다발성 경화증의 치료에 있어서

DMF의 활성 대사물질인 것으로 생각된다[34]. 786-0 세포에서 MMF는 또한 실질적으로 (그 유효 용량은 더 많았

지만) VSVΔ51의 감염을 DMF에 의한 경우와 유사한 정도로 향상시켰다. 세포 투과성 에스테르인 MMF 및 DMF와는

대조적으로 푸마르산(FA)은 바이러스 성장에 영향을 미치지 않았다(도 3c 및 도 3e). 종합하여 보았을 때, 본

발명자들의 데이터는, DMF 및 기타 세포 투과성 FMAE가 마우스 및 인간 세포주와, 암 조직 이식편 둘 다에서 OV

의 확산을 극적으로 향상시킬 수 있음을 나타낸다.

실시예 4: 푸마르산디메틸은 마우스 전임상 모델에서 암 살상 랩도바이러스의 치료 효능을 개선한다.[0116]

DMF는 임상 승인을 받은 약물이고, 본원에 기술된 연구들에 의하면 인간 종양 외식편 및 마우스 종양 외식편 둘[0117]

다에서 VSVΔ51의 성장과 활성을 광범위하고도 확고하게 시험관내 향상시켰으며, 정상 조직과는 반대되게 종양

에서 우선적으로 그렇게 작용을 하였으므로, 이후 본 발명자들은 DMF와 암 살상 VSVΔ51을 조합 사용하였을 때

의 생체내 잠재적 치료 이익을 평가하였다. 이를 위하여, 본 발명자들은 동계 마우스 종양 모델 및 이종이식 마

우스 종양 모델 둘 다를 사용하였는데, 단 본 발명자들은 앞서 VSVΔ51이 단독치료수단으로서는 유효하지 않음

을 보였다[35-38]. 마우스 CT26WT, B16F10 및 인간 결장암 HT29 세포를 Balb/c, C57BL/6 또는 누드 마우스 각

각의 피하에서 성장시켰다. 마우스의 종양 내에 DMF를 4시간에 걸쳐 주사한 후, 루시퍼라아제 발현 VSVΔ51을

감염시켰다. 생체내 영상화 시스템(IVIS)을 사용하여 평가된 바에 따르면, DMF는 특히 바이러스 1차 주사후 24

시간 경과시에 B16F10 모델을 제외한 종양에서 바이러스 연관 루시퍼라아제 유전자 발현을 향상시켰다(도 4a 및

도 4b). 그럼에도 불구, 모델 3개 모두에 있어서 조합 치료법은 종양 진행의 상당한 지연을 유도하였을뿐더러

(도 4c), 어느 한 가지를 사용하는 단독치료법에 비하여 생존률도 유의미하게 연장시켰다(도 4d). 조합 치료법

은 CT26WT 모델 및 B16F10 모델 둘 다의 대략 20%의 마우스에서 완전 관해를 유도하였다. 이후, 완치된 CT26WT

보유 마우스로서, 조합 치료계획이 수행되었던 마우스는 동일한 암세포에 의한 면역 재공격에 대해 면역성을 보

이게 되었다(도 4e). 그러나 완치된 CT26WT 보유 마우스가 외래 종양(마우스 4T1 유방암)으로 공격되었을 때,

이 완치되었던 CT26WT 마우스에서는 4T1 종양이 처녀 마우스에서와 유사한 비율로 성장하였다(도 3f). 종합하여

보았을 때, 이는 특이적이고 장기간 지속되는 항 종양 면역성이 유효하게 달성됨을 나타낸다.

실시예 5: 푸마르산 및 말레산 에스테르는 항 바이러스 반응을 억제한다.[0118]

DMF 및 기타 FMAE에 의해 OV의 향상을 매개하는, 일어날 수 있는 기작에 대한 추가의 통찰력을 얻기 위해, DMF,[0119]

DEM, DEF, DMM의 존재하 또는 부재하에서 VSVΔ51로 인한 감염 후 24시간 경과시에 786-0 세포를 대상으로 마이

크로어레이 유전자 발현 분석을 수행하였다. VSVΔ51 감염이 진행되었을 때, 예상대로 다수의 항 바이러스 유전

자가 상향조절되었지만; DMF는 이러한 항 바이러스 유전자 다수(ifitim1, mx2, gbp4, ifi27, ifna, cxcl10)와,
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상향조절된 다양한 유전자,  예컨대 산화환원 반응 유전자 다수(cyp4f11,  cdk5rap2,  anxa10  hmox1,  osgin1,

txnrd1, akr1b10, akr1b15, akr1c1, akr1c2)의 억제를 유도하였다(도 5a 및 도 5d). GO텀 분석은, 감염된 786-

0 세포에의 FMAE 처리가 바이러스에 대한 반응의 억제뿐 아니라, I형 IFN 신호전달의 억제를 유도하였음을 규명

하였다(도 5b, 도 5c 및 도 5d). I형 IFN 반응의 억제와 일치되게도, 감염 후 24시간 경과시, DMF는 STAT1 및

STAT2 둘 다의 활성화(인산화)를 감소시켰다(도 5e). 이에 더하여, 항 바이러스성 단백질 IFITM1의 발현 수준은

DMF에 의해 강력하게 억제되었던 반면에, VSV 바이러스 단백질은 증가하였다(도 5e). 게다가, DMF는 VSVΔ51의

감염을 향상시켰지만, 야생형 VSV(wtVSV)에 의한 786-0 세포의 감염에는 영향을 미치지 못하였다(도 5f). VSVΔ

51과는 달리, wtVSV는 I형 IFN 생산을 확고하게 억제하는 것으로 공지되어 있으므로, DMF의 효과는, 만일 I형

IFN 반응이 실제로 DMF의 향 바이러스 효과(pro-viral effect)를 이끌어내는데 관여한다면, wtVSV의 환경에서

왕성하게 발휘될 것으로 예상될 수 있다. FMAE가 항 바이러스 반응에 미치는 효과에 대한 기계적 통찰력을 얻기

위해, 본 발명자들은 바이러스 공격 및 IFN 매개 항 바이러스 신호전달에 대한 FMAE의 방어 능력을 검사하였다.

FMAE(또는 모의체) 처리 이후, 본 발명자들은 바이러스 G 단백질(바이러스 출아(virus budding), 숙주 세포에의

결합 및 바이러스 도입에 관여하는 당단백질)을 암호화하지 않는 확산 불능 VSVΔ51 개체(VSVΔ51ΔG)로 세포를

감염시켜, 새로운 비리온이 생성되는 것을 막았다[39]. 감염 후 12시간 또는 16시간 경과시에 세포 상청액을 수

집한 다음, VSVΔ51 또는 wtVSV에 의한 감염을 실시하기 이전에 표적 세포를 전처리하는데 사용하였다. 본 발명

자들이 얻은 결과들은, VSVΔ51ΔG로 감염된 세포의 상청액은 VSVΔ51 또는 wtVSV에 의한 추후 바이러스 감염에

대해 방어 작용을 보일 수 있었던 반면에, DMF 또는 MMF가 첨가되면 VSVΔ51 및 wtVSV 둘 다에 대한 이러한 억

제 효과가 완전히 극복될 수 있었음을 보여준다(도 5g). 실제로, 본 발명자들은 FMAE 존재하에 감염이 이루어진

후에는 IFNβ 및 IFNα의 생산이 감소한다는 것을 ELISA를 통해 관찰하였다(도 5h 및 도 5i). 또한, DMF 및 기

타 FMAE에 의한 세포 처리는 I형 IFN 전처리의 VSVΔ51 감염에 대한 항 바이러스 효과를 길항시켰다(도 5j). 종

합하여 보았을 때, 이 데이터는 FMAE가, I형 IFN 생산 및 JAK-STAT 경로를 통한 후속 신호전달을 억제하는 항

바이러스 신호전달에 영향을 미침을 암시한다. 이와 일치되게, 웨스턴 블럿팅 실험은, VSVΔ51 감염을 향상시켰

던 용량만큼의 IFNβ로 조건 형성된 세포에서 DMF 및 DEM이, 바이러스 감염 후 I형 IFN의 전사 및 이에 대한 반

응에 수반되는 STAT1 인산화를 억제하였음을 규명하였다(도 5k).

실시예 6: 푸마르산 및 말레산 에스테르는 GSH 고갈과는 독립적으로 NF-κB 억제를 통하여 감염을 촉진한다[0120]

본 발명자들의 데이터는, 항 바이러스 반응에 대한 FMAE 다수의 효과를 명확하게 시사하므로, 본 발명자들은 이[0121]

러한 효과를 유도하는 현상들의 분자적 연쇄과정을 추가로 연구하였다. DMF, DEM, DEF 및 MMF는, Michael 첨가

반응에서 GSH에 의해 공격당하고, 세포내 GSH를 고갈시키며, 항산화 반응을 활성화하는 이들 화합물의 능력에

연루된, 공통의 α,β-불포화 탄소를 공유한다[40]. 그러므로 본 발명자들은 이 작용기가 결여된 숙신산디메틸

(DMS)(도 6a)의 영향력을 시험하였다. 본 발명자들은 DMS 뿐 아니라, DMS의 가수분해된 형태인 숙신산염(S)도

바이러스 아웃풋에 영향을 미치지 않음을 발견하였다(도 6b 및 도 6c). FA, DMS 및 S와는 대조적으로, FMAE 모

두는 GSH를 고갈시킬 수 있었다(도 6d). 그러나 DMF의 향 바이러스 활성은, GSH 합성에 필요한 글루탐산염 시스

테인 리가아제(GCL) 억제제인 부티오닌설폭시민(BSO)의 존재하에 세포를 10일 동안 배양하여 GSH의 세포내 수준

을 예비 고갈 상태로 만든 후에도 여전히 분명하였다(도 6g). 마이크로어레이에 의한 항 바이러스성 유전자 발

현에 대한 FMAE의 영향력에 더하여, 이 FMAE는 또한 항산화 반응에 수반되는 다수의 유전자의 확고한 발현을 유

도하였다(도 6e). 구체적으로, 실시간 PCR에 의해 확정되는 바에 따르면 hmox1 발현은 일관되게 FMAE에 의해

100배 이상 잘 상향조절되었지만(도 6f), FA, DMS 또는 S가 처리되었을 때에는 그렇지 않았다(도 6f). DMF와 기

타 FMAE는, 항산화 유전자의 유도를 달성하는 KEAP1의 공유 변형을 통해 NRF2의 핵내 전위를 유도하는 것으로

보였다[41]. 이 점은, 본 발명자들의 관찰 결과, 즉 FMAE에 의해서는 hmox1 및 기타 NRF2 표적 유전자가 유도되

지만, FA, DMS 또는 S에 의해서는 그렇지 않다는 결과와 일치하였다(도 6e 및 도 6f). DMF의 향 바이러스 효과

가 NRF2 활성에 의존적인지 여부를 확정하기 위하여, NRF2에 대한 siRNA 녹아웃을 수행하였다. 본 발명자들은,

NRF2에 대한 녹다운(knockdown)이 DMF의 능력, 즉 VSVΔ51 감염을 향상시키는 능력을 차단하지 않았을 뿐 아니

라, 항 바이러스성 인자 ifitm1도 억제하지 않았음을 발견하였다(도 6h). 게다가, DMF는 KEAP1 돌연변이를 포함

하는 다수의 세포주(A549[42], CT26WT[43])에서 감염을 향상시킬 수 있었다(도 1d). 종합하여 보았을 때, 이러

한 데이터는, FMAE의 능력, 즉 감염을 향상시키는 능력은 GSH 고갈에 수반되는 α,β-불포화 탄소를 필요로 하

지만, GSH 고갈 또는 NRF2 활성 그 어떤 것도 이러한 현상의 핵심 매개체일 것 같지는 않음을 암시한다. 앞서

DMF는 LPS 자극시 NF-κB 핵내 도입의 억제를 통해 사이토카인 생산을 억제하는 것으로 보였다는 점을 고려하여

[44-45], 본 발명자들은 감염된 세포의 핵 및 세포질 분획들을 살펴보았다. NF-κB 서브유닛 p65을 프로빙한 결

과, DMF는 감염시 또는 TFNα 자극시 특히 IFNβ의 전사에 관여할 뿐만 아니라 I형 IFN에 대한 반응에도 관여하

는, 이러한 전사 인자의 인산화 및 전위를 억제하였음이 규명되었다(도 6i 및 도 6j).
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실시예 7: MMF는 293-T 세포로부터 생산되는 렌티바이러스를 증가시킨다.[0122]

도 7은, 4-플라스미드 3세대 복제 불능 렌티바이러스 시스템(단 이 렌티바이러스는 루시퍼라아제를 암호화함)으[0123]

로 형질감염된 293T 세포가 MMF로 처리되었을 때에는 배지 또는 비이클(DMSO)만이 단독으로 존재할 때에 비하여

바이러스 생산량이 2.4배 증가하였음을 보여준다. 바이러스 역가는 렌티바이러스 함유 상청액을 관용성 HT1080

세포에 옮긴 후의 루시퍼라아제 발현에 의해 확정되었다. 이는, 플라스미드의 무한증식된 세포로의 공동형질감

염에 의해 만들어진 복제 불능 렌티바이러스의 생산을 MMF가 유의미하게 증가시킴을 나타낸다.

실시예 8: DMF는 VeroSF 세포에서 인플루엔자 바이러스의 역가를 증가시킨다.[0124]

도 8은, VeroSF 세포(무혈청 배지에서의 성장에 적응한 Vero 세포)에의 DMF 처리는 (DMSO 비이클 및 배지 각각[0125]

의 단독 처리시에 비하여) 인플루엔자 A H1N1 FM/1/47 생산량을 3.0배 ~ 3.8배 증가시켰음을 보여준다. 이 실시

예에서, 바이러스의 핵단백질 항원을 표준 대조군과 비교하여 ELISA에 의해 정량하였으며, 이 데이터를 바이러

스 역가 추산에 사용하였다. 이 데이터는, 직접적으로는 DMF가 인플루엔자 바이러스 단백질 항원 생산을 향상시

켰음을, 그리고 간접적으로는 인플루엔자 바이러스 생산량을 유사하게 개선하였음을 나타낸다.

재료 및 방법[0126]

약물, 화학물질 및 사이토카인. 본 연구에 사용된 약물, 화학물질 및 사이토카인과, 이것들 각각의 공급처, 그[0127]

리고 용매는 이하와 같다.

[0128]

세포주. B16F10(흑색종), CT26WT(결장), 76-9(육종), 293-T 세포, EMT6(유방), K7M2(골육종) 마우스 암세포주;[0129]

Vero 원숭이 신장 세포(무혈청 배지에 적응시킨 Vero 세포); 및 786-0(결장), A549(폐), HT29(결장), M14(흑색

종),  OVCA433(난소),  SKOV3(난소),  EKVX(폐),  HT1080(육종)  인간 암세포를 HyQ  고  글루코스 Dulbecco  개질

Eagle 배지(DMEM)(Hyclone), 또는 10 % 소 태아 혈청(CanSera), 페니실린/스트렙토마이신(Gibco) 보충 로즈웰
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파트 메모리얼 인스티튜트(Roswell Park Memorial Institute; RPMI)-1640 배지(Corning)에서 배양하였다. 모든

세포주를 37℃ 및 5% CO2의 가습 항온처리기 내에서 항온처리하였다. 세포 모두가 마이코플라스마 오염이 일어나

지 않았는지 확인하기 위해 모든 세포를 시험하였다.

인간 유래 세포주.  Ottawa  Health  Science  Network  연구 윤리 위원회(OHSN-REB)  프로토콜(번호: 20140075-[0130]

01H)에 따라서 일상적인 천자가 수행되는 동안, 난소암 개체의 복수로부터 난소암 1차 배양액을 구하였다. 이

세포를 10% 소 태아 혈청이 보충된 완전 Dulbecco 개질 Eagle 배지에 유지시켰다. 이 배양액을 특성 규명하였으

며, 실험 모델로 사용하기 위해 저온보존하여 두었다. 수술에 의해 절제한 표본으로부터 흑색종 1차 배양액을

구하였다. 수술은 Ottawa 병원에서 수행하였으며, 표본은 OHSN-REB # 20120559-01에 따라서 환자의 동의를 받은

이후에 채취하였다. 1차 배양액을, 10% 소 태아 혈청이 보충된 로즈웰 파트 메모리얼 인스티튜트(RPMI)-1640 배

지에 유지시켰다. 종양 표본을 매스를 사용하여 균질화한 다음 이 균질화물을 70 μm 나일론 메쉬 세포 스트레

이너(cell strainer)(ThermoFisher Scientific)에 통과시켜 여과함으로써 1차 배양액을 확립하였다. 실험 목적

에 충분한 세포 증식이 일어날 때까지, 배지를 주기적으로 새것으로 바꾸어주면서 균질화물을 배양액중에 유지

시켰다. 흑색종 1차 배양액 둘 다를 특성 규명하였으며, 실험 모델로 사용하기 위해 저온보존하여 두었다.

바이러스 및 정량. 랩도바이러스. 본 연구를 통틀어 VSV(VSVΔ51 또는 야생형)의 인디아나(Indiana) 혈청형을[0131]

사용하였으며, 이를 Vero 세포에서 증식시켰다. GFP 또는 반딧불이 루시퍼라아제 발현 VSVΔ51은 이전에 기술된

VSVΔ51의 재조합 유도개체이다[30]. 모든 바이러스를 Vero 세포에서 증식시키고, 5% ~ 50% Optiprep(Sigma,

St Louis, MO) 구배하에 정제하였으며, 이전에 기술된 바와 같이 표준 플라크 검정에 의해 Vero 세포상 모든 바

이러스 역가를 정량하였다[46]. 감염성 바이러스 입자의 수를 밀리리터(ml)당 플라크 형성 단위(Plaque-Forming

Unit; PFU)로서 표현하였다. 아데노바이러스. 이 연구에서는 Ad5-루시퍼라아제(반딧불이 루시퍼라아제를 발현하

는 아데노바이러스 혈청형 5)를 사용하였다. 단순 포진 바이러스. GFP를 발현하는 HSV-1 N212. HSV 바이러스 역

가를, 이전에 기술된 바와 같이 표준 플라크 검정으로 Vero 세포상에서 정량하였다. 신드비스 바이러스. 신드비

스 바이러스를, 표준 플라크 검정으로 Vero 세포상에서 정량하였다. 감염 후 3일 경과시 플라크를 계수하였다.

렌티바이러스. 루시페린을 상청액에 첨가하고 나서, Biotek 평판 판독기를 사용하여 루시퍼라아제 리포터 유전

자 시스템을 가지는 렌티바이러스를 정량하였다. 인플루엔자. 인플루엔자 A/FM/1/47 바이러스를 사용하였으며,

ELISA에 의해 흡광도 값을 구하였다.

세포 생존능 검정. 제조자의 프로토콜에 따라 alamarBlue®(Bio-Rad)를 사용하여 세포의 대사 활성을 평가하였[0132]

다. Fluoroskan Ascent FL(Thermo Labsystems)을 사용하여 530 nm에서 여기되었을 때의 형광도(590 nm)를 측정

하였다.

마이크로어레이 및 분석. 786-0 세포를, 6웰 디쉬 중 밀도 1 x 10
6
개가 되도록 도말하고 나서, 밤새도록 부착시[0133]

켰다. 다음날, 세포를 DEM(350 μM), DEF(350 μM), DMM(300 μM), DMF(200 μM) 또는 비이클로 4시간 동안 전

처리하였다. 전처리 후, 세포를 VSVΔ51(MOI = 0.01)로 감염시키거나 또는 모의 감염시켰다. 감염 후 24시간 경

과시, RNAeasy 키트(Qiagen)를 사용하여 RNA를 수집하였다. 이후 생물물질 3개씩을 풀링한 다음, Agilent 2100

Bioanalyzer(Agilent  Technologies)를 사용하여 RNA  품질을 측정한 후, Affymetrix  Human  PrimeView  어레이

(The Centre for Applied Genomics, The Hospital for Sick Children, Toronto, Canada)에 잡종화시켰다. 유

전자  수준  차등  발현  분석(Gene  Level  Differential  Expression  Analysis)의  디폴트  매개변수  적용하에

TAC(Transcriptome  Analysis  Console)  3.0을 사용하여 마이크로어레이 데이터를 가공하였다. 미감염, 미처리

대조군과 관련된 각각의 유전자에 대한 유전자 발현 배수 변화를 산정하였다. 정규화한 발현 값의 히트맵을, R

팩키지 피트맵(pheatmap)을 이용하여 작성하였다. 유전자 발현 값의 볼케이노 플롯(Volcano plot)을, R을 시용

하여 작성하였다. 다수의 가설 검정(Benjamini-Hochberg)에 대하여 교정을 수행한 후 Gorilla를 이용하여 유전

자 온톨로지 강화 분석을 평가하였다[47]. 미가공 및 가공 마이크로어레이 데이터를 NCBI-유전자 발현 옴니버스

데이터베이스(GSE97328)에 저장하여 두었다.

마우스 종양 모델. CT26WT 모델. Charles River Laboratories에서 입수한 6주령 암컷 BALB/c 마우스에, 100 μ[0134]

l PBS 중 현탁한 5 x 10
5
개의 동계 CT26WT 세포를 피하 주사하여 종양을 이식하였다. 이식후 11일차에 종양 내

부에 (DMSO  중에 용해한) DMF  200  mg/kg  또는 비이클(단독)을 1회 처리(i.t.)하였다. 4시간 후 종양 내부에

(25 μl PBS 중) 반딧불이 루시퍼라아제 발현 VSVΔ51 1 x 10
8
 PFU 만큼을 주사하였다. HT29 모델. 6주령 암컷

BALB/c 누드 마우스에, 100 μl Geltrex(Thermo Fisher) 및 100 μl 무혈청 DMEM 중에 현탁한 5 x 10
6
개의 동

계 HT29 세포를 피하 주사하여 종양을 이식하였다. 종양이 대략 5 mm x 5 mm로 성장하였을 때(이식후 11일차),
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마우스의 종양 내부에 명시된 바와 같은 비이클 또는 (DMSO 중에 용해한) DMF 200 mg/kg을 1회 처리하였다. 4시

간  후,  종양  내부에  반딧불이  루시퍼라아제  발현  VSVΔ51  1  x  10
8
 PFU  만큼을  주사하였다.  B16F10  모델.

Charles River Laboratories로부터 입수한 6주령 암컷 C57BL/6 마우스에, 100 μl PBS 중 현탁한 5 x 10
5
개의

동계 B16F10 세포를 피하 주사하여 종양을 이식하였다. 이식후 11일 차에 종양 내부에 (DMSO 중에 용해한) DMF

50 mg/kg 또는 비이클(단독)을 1회 처리(i.t.)하였다. 4시간 후 종양 내부에 (25 μl PBS 중) 반딧불이 루시퍼

라아제 발현 VSVΔ51 1 x 10
8
 PFU 만큼을 주사하였다. 종양 크기를 전자식 캘리퍼를 사용하여 이틀에 한 번씩

측정하였다. 종양 부피를 (길이
2
 x 폭)/2로서 산정하였다. 생존률 연구를 위해, 종양이 1,500mm

3
에 도달하였을

때 마우스를 도태시켰다. 생체내 영상화를 위해 이미 기술된 바와 같이 IVIS(Perkin Elmer)를 사용하였다[36].

Living Image® v2.50.1 소프트웨어를 사용하여 각각의 마우스에 있어서 생물발광 신호의 세기를 정량하였다.

모든 동물 실험에 있어서의 표본의 크기(n)는 5 이상이었다. 모든 실험에서의 종양 크기에 따라 마우스를 무작

위로 상이한 처리 군들에 할당하였다. 초기 치료일에 종양이 만져지지 않는 마우스는 연구에서 배제하였다. 연

구자들은  어느  처리  군에  어느  마우스를  할당하였는지  모르는  상태에서  실험  및  결과에  대한  평가를

수행하였다. 모든 실험은 동물 보호에 관한 오타와 대학교 동물 복지 및 수의학 서비스 가이드라인에 따라서 프

로토콜 OHRI-2265 및 OHRI-2264 하에 수행하였다.

생체외 마우스 모델. BALB/c 마우스에 CT26WT를 피하 이식하였다. 종양 크기가 적어도 10 mm x 10 mm에 이르렀[0135]

을 때 마우스를 죽였다. 종양, 폐, 비장 및 뇌 조직을 마우스로부터 추출하여, 두께 2  mm의 박편으로 자른

다음, 펀치 생검(punch biopsy)을 이용하여 이의 코어부를 2 mm x 2 mm의 조각으로 채취하였다. 각각의 조직 코

어부를, 10% 소 태아 혈청, 30 mM HEPES가 보충된 Dulbecco 개질 Eagle 배지(DMEM) 1 mL 중에서 항온처리하고

나서, 37℃ 및 5% CO2의 가습 항온처리기 내에서 항온처리하였다. 명시된 농도만큼의 화학적 화합물로 4시간 동

안 코어부를 처리하였다. 그 다음, 코어부를 VSVΔ51-GFP로 감염시켰다. 감염 후 24시간 경과시 각각의 코어부

에 대해 GFP 사진을 촬영하였다.

생체외 인간 시료. 수술중 동의 의사를 밝힌 개체들로부터 종양 시료를 획득하였으며, 표본을 이전에 서사된 바[0136]

와 같이 다루었다[48]. 인간 조직 시료를 필요로 하는 모든 연구에 대하여 Ottawa Health Science Network 연

구 윤리 위원회(OHSN-REB # 2003109-01H 및 OHSN-REB # 20120559-01)의 승인을 얻었다. 헬싱키 선서 가이드라

인에 따라 사전고지 서면동의서를 환자로부터 제공받았다.

면역블럿팅. 세포를 펠릿으로 만든 다음, 50mM HEPES, pH 7.4, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 10mM Na4P2O7, 100mM[0137]

NaF, 2mM Na3VO4, 프로테아제 억제제 칵테일(Roche) 및 1% Triton X-100를 사용하여 이 펠릿으로 만들어진 시료

를 얼음상에서 30분 동안 용해하였다. 핵 추출 및 세포질 추출을 위해, 제공된 프로토콜에 따라서 NE-PER쪠 핵-

세포질  추출  키트(ThermoFisher  Scientific,  Rockford  IL)를  사용하였다.  Bradford  검정(Bio-Rad  Protein

Assay  Solution)에 의한 단백질 확정 후, 청징화된 세포 용해물 20 μg을 XCell  SureLock® 미니-셀 시스템

(ThermoFisher  Scientific)을  사용하여  NuPAGE®  Novex®  4-12%  Bis-Tris  예비성형  겔(ThermoFisher

Scientific)  상에서 전기영동한 다음, 니트로셀룰로스 막(Hybond-C, Bio-Rad)에 옮겼다. 블럿을 5% BSA 또는

밀크로 차단한 다음, 포스포-Stat1(Tyr701, #9171, Cell Signalling Technology, 1:1000으로 사용) 및 Stat1

(#9172, Cell Signalling Technology, 1:1000으로 사용), Stat2(#72604, Cell Signalling Technology, 1:1000

으로  사용),  포스포-Stat2(#88410S,  Cell  Signalling  Technology,  1:1000으로  사용),  IFITM1(#60074-1-Ig,

Proteintech  Group,  1:1000으로  사용,  5%  밀크  중),  VSV(Earl  Brown  박사  기증,  1:2000으로  사용),

HMOX1(#70081,  Cell  Signalling  Technology,  1:2000으로  사용)  또는  β-액틴(#4970,  Cell  Signalling

Technology, 1:1000으로 사용)에 특이적인 항체로 프로빙하였다. 그 다음, 블럿을 염소 항 토끼 또는 마우스 퍼

옥시다아제 접합 항체(Jackson Immunoresearch Labs, West Grove, PA)로 프로빙하였다. Supersignal West Pico

화학발광 기질(ThermoFisher Scientific)을 사용하여 밴드를 가시화하였다.

ELISA. 12웰 디쉬에 도말한 786-0 세포를 화합물 또는 비이클로 4시간 동안 전처리한 다음, 명시된 MOI만큼의[0138]

VSVΔ51-GFP로 감염시키거나, 또는 미감염된 상태로 놔두었다. 감염 후 명시된 바와 같은 상이한 시점에서 세포

상청액을 수집하였다. 제조자의 지침에 따라서 Verikine 인간 IFN 알파 또는 IFN 베타 ELISA 키트(PBL Assay

Science)를 사용하여 IFN 알파 및 IFN 베타의 정량을 수행하였다. Multiskan Ascent 미세평판 판독기(MXT Lab

Systems) 상에서 450 nm에서의 흡광도 값을 측정하였다.

정량적 실시간 PCR. 786-0 세포를, 명시된 화학적 화합물 또는 비이클로 6시간 동안 처리하였다. 세포를 수집한[0139]
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다음, Qiagen  RNeasy  키트(Qiagen)를 사용하여 RNA 추출을 수행하였다. NanoDrop ND-1000 분광분석계(Thermo

Scientific)를  사용하여 RNA의  양과  순도를 평가하였다.  RevertAid  H  Minus  First  Strand  cDNA  합성 키트

(Thermo Scientific)에 의해 RNA를 cDNA로 전환시켰다. 제조자의 프로토콜에 따라 7500 신속 실시간 PCR 시스

템(Applied Biosystems) 상에서 QuantiTect SYBR Green PCR 키트(Qiagen)에 의해 실시간 PCR 반응을 수행하였

다. GAPDH 또는 b-액틴에 상대적인 유전자 발현. 미처리/미감염 시료를 기준으로 각각의 유전자에 대한 유도 배

수를 산정하였다. 사용된 qPCR 프라이머의 목록:

[0140]

상청액 운반 실험. 12웰 디쉬에 도말한 786-0 세포를 FMAE 또는 비이클로 4시간 동안 전처리한 다음, VSVΔ51Δ[0141]

G-GFP(MOI = 1)로 감염시켰다. 이 바이러스는 세포를 감염시켜 자신의 게놈을 복제할 수 있지만, 바이러스 G 단

백질이 결여되었기 때문에 더이상 출아한다거나 확산한다거나 하지는 못하였던 관계로, 상청액 중 바이러스 입

자의 방출은 방지될 수 있었다. 감염 후 1시간 경과시 상청액을 따라내어 잔여 약물 및 바이러스를 제거하였으

며, 10% 소 태아 혈청이 보충된 성장 배지를 다시 공급하였다. 감염 후 12시간 또는 16시간 경과시 상청액을 수

집한 다음, 이를 새로 공급한 786-0 세포에 옮긴 후, 추가의 분석을 위해 처리하였다.

siRNA.  12웰 디쉬에 도말한 786-0 세포를, NRF2에 대한 소형 간섭 RNA(100 nM)(ON-TARGETplus NFE2L2 siRNA[0142]

#L-003755-00-0005, GE Dharmacon) 또는 비 표적화 스크램블 siRNA(scramble siRNA)(GE Dharmacon)로 형질감염

시켰다. 제조자의 프로토콜에 따라서 형질감염을 수행하였다(Oligofectamine, Life Technologies).

글루타치온 검정 96웰 디쉬에 도말한 786-0 세포를 FMAE 또는 비이클로 4시간 동안 전처리한 다음, 제조자의 지[0143]

침에 따라 GSH-Glo
TM
 글루타치온 검정 키트(Promega)를 사용하여 글루타치온 수준을 확정하였다. 발광 기반 검정

은, 글루타치온 존재하에 글루타치온 S 트랜스퍼라아제(GST)에 의해 촉매화되는 과정, 즉 루시페린 유도체가 루

시페린으로 전환되는 과정을 바탕으로 한다. 반딧불이 루시퍼라아제와 쌍을 이루어 진행된 반응에서 발생한 신

호는 시료 중에 존재하는 글루타치온의 양에 비례하였다. 검정 결과는, 키트로 제공된 GSH 표준 용액을 사용하

여 정규화되었다. 이후, SynergyMx 미세평판 판독기(BioTek) 상에서 루시퍼라아제 발현을 측정하였다.

통계. 도면의 설명에 명시된 바와 같이, Welch 교정, 1원 또는 2원 ANOVA 검정을 수행함과 아울러 스튜던트 t-[0144]

검정을 이용하여 통계적 유의미성을 산정하였다. 모든 통계적 분석에 있어서, p-값이 0.05 이하이면 차이는 유

의미한  것으로  간주하였다.  오차  막대는  평균의  표준  오차를  나타낸다.  로그  순위(Mantel-Cox)  검정을

사용하여,  플롯에서의  유의미한  차이를  확정함으로써  생존률  연구를  수행하였다.  GraphPad  Prism  6.0  및

Microsoft Excel을 이용하여 통계적 분석을 수행하였다.
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