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(54) 발명의 명칭 카르복시아미도트리아졸 오로트산에 반응한 다중 신호화 경로에 대한 방법과 분자의 약역학
바이오마커

(57) 요 약

본 발명은 대상자로부터 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)에 반응하는 성장기털과 같은 샘플, 세포 내에서

다수의 신호화 경로에 대해 약역학 바이오마커 시그니쳐, 방법을 제공한다. CTO는 임상적 연구에서 다른 유전적

돌연변이를 갖는 몇 가지의 암에서 반응이 입증되었다. 본 발명은 성장기털 분석에서 P53 또는 EGR1과 같은 종양

억제자 시그니쳐를 유도하면서 EGFR, MEK, HDAC, RAS, GFS, WNT, HSP90 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호화를 포

함하는 종양 억제와 연관된 몇 가지 전사적 시그니쳐에서 -100배 내지 +25배 차등 발현 범위로 되는 CTO에 대한

반응을 모니터링하기 위한 진단적 및 예측적 분석을 제공한다. 

대 표 도
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다중 시그니쳐 경로에서 약력학 바이오마커의 카르복시아미도트리아졸 오로트산(CTO)에 대한 반응을 정량화하는

방법으로서, 

상기 방법은:

a) 개체로부터 얻은 세포 샘플을 상이한 기간동안 다양한 용량의 CTO에 노출하는 단계;

b) 상기 처리된 세포 샘플로부터 mRNA를 분리하고, 이들로부터 cDNA를 제조하며, CTO 노출로 인한 세포 샘플 내

발현에서의 전사 변화(transcriptional alteration)를 측정하는 단계;

c) 진정 경로 분석(Ingenuity pathway analysis, IPA) 시스템을 사용하여 발현에서의 전사 변화를 통해 다중

시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커 각각에 대한 시그니쳐 스코어를 계산하고, 다양한 용량의 CTO 노출에 대한

반응을 정량화하며, 하기 표의 리스트로부터 CTO에 24시간 노출 후에 과발현하는 유전자와 CTO에 8시간 노출 후

에 과발현하는 유전자 간의 중첩 유전자의 리스트를 선택하는 단계; 및

d) 다중 시그니쳐 경로의 각 약력학 바이오마커를 리스트된 유전자 3개 이상에 의해 식별하고, 각각의 식별된

유전자에 대해 IPA 또는 국립 암 연구소(National Cancer Institute, NCI)에 의해 수집된 레퍼런스 데이터세트

를 사용하여 다중 시그니쳐 경로의 각 약력학 바이오마커를 확인하는 단계

를 포함하고,

상기 시그니쳐 경로는 RAS, GFS, MEK, HDAC, NOTCH, WNTβ-catenin, HSP90, EGFR, P53, EGR1, PTEN, TGF-β,

CEACAMI 및 다이스토닌 경로로 구성되는 군으로부터 선택되며,

상기 약력학 바이오마커는 RAS, GFS, MEK, HDAC, NOTCH, WNTβ-catenin, HSP90, EGFR, P53, EGR1, PTEN, TGF-

β, CEACAMI 및 다이스토닌으로 구성되는 군으로부터 선택되는 시그니쳐 경로에 대한 바이오마커인,
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CTO에 대한 반응을 정량화하는 방법:
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청구항 2 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,
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상기 시그니쳐 경로는 RAS 또는 GFS이며,

RAS 또는 GFS에 대한 시그니쳐 경로의 약역학 바이오마커의 시그니쳐 스코어는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억

제되는, 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 P53이며, P53에 대한 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마

커의 시그니쳐 스코어는 CTO에 대한 노출에 반응하여 안정화되는, 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고, 

상기 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 IPA로부터 식별된 카르복시아미도트리아졸(CAI) 시그니쳐이며,

상기 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,

상기 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 생체 외 CAI 시그니쳐이며,

상기 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,

상기 시그니쳐 경로는 칼슘 신호화 경로이며,

상기 칼슘 신호화 경로는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,

상기 시그니쳐 경로는 칼슘 신호화 경로이며,

상기 칼슘 신호화 경로는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.
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청구항 8 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,

상기 시그니쳐 경로는 비-전압 의존성 칼슘 신호화 경로이며,

상기 비-전압 의존성 칼슘 신호화 경로는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 하기 표의 리스트로부터 선택되는 3 이상의 유전자를 더

포함하고,

상기 시그니쳐 경로는 칼슘 신호화 경로이며,

상기 칼슘 신호 경로에 대한 시그니쳐 경로는 CTO에 대한 노출에 반응하여 억제되는, 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 EGR1, CEACAM1, TGFβ 및 다이스토닌을 포함하는 레퍼런

스 데이터세트에 리스트된 3 이상의 유전자를 더 포함하고,

EGR1, CEACAM1, TGFβ 및 다이스토닌의 시그니쳐 경로의 약력학 바이오마커는 CTO에 대한 노출에 반응하여 자극

되는, 방법.

청구항 11 

삭제

청구항 12 

EGFR, MEK, HDAC, HSP90, WNTβ-카테닌, P53, EGR1, PTEN, TGFβ, RAS, GFS, CEACAM1 및 다이스토닌으로 구성

된  군으로부터  선택되는  전사  시그니쳐  경로에  대한  약력학  바이오마커의  카르복시아미도트리아졸  오로트산

(CTO)에 대한 반응을 정량화하는 방법으로서, 

상기 방법은:
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a) 개체로부터 얻은 세포 샘플을 상이한 기간동안 다양한 용량의 CTO에 노출하는 단계; 

b) 상기 처리된 세포 샘플로부터 mRNA를 분리하고, 이들로부터 cDNA를 제조하며, CTO 노출로 인한 세포 샘플 내

발현에서의 전사 변화를 측정하는 단계;

c) 진정 경로 분석(IPA) 시스템을 사용하여 발현에서의 전사 변화를 통해 다중 시그니쳐 경로의 약력학 바이오

마커 각각에 대한 시그니쳐 스코어를 계산하고, 생체내(in vivo) 상이한 용량의 CTO 노출 내지 다양한 용량의

CTO에 대한 반응을 정량화하는 단계; 및

d) 하기 표의 리스트 또는 레퍼런스 데이터세트로부터 CTO에 8시간 노출 후 과발현하는 유전자와 CTO에 24시간

노출 후 과발현하는 유전자 간의 중첩 유전자의 리스트를 선택하는 단계

를 포함하는,
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CTO에 대한 반응을 정량화하는 방법:
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청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제
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청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제
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청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제
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청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 건강한 대상자 또는 다른 질병을 갖는 환자로부터 획득한 인간 성장기털에 생체 외에서 카르복시아미[0001]

도트리아졸 오로트산 (CTO)에 대한 반응에 있어 분자 약역학 시장의 평가에 대한 것이다. CTO는 항종양성 활성

을 갖는 구강으로 활성인 제제로, 비-전압 조작된 Ca2+ 채널을 억제하여, 세포 안으로 Ca2+ 유입과 세포질 내

저장으로부터 Ca2+ 유리 양자를 차단하고 칼슘-매개 신호 전달의 파과와, AKT, MEK-ERK, 또는 Ber-Abl을 포함하

는 혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 신호화, 다중 티로신 키나제 신호화의 억제를 초래한다. 보다 자세하게는, 본

발명은 실험실 내에서 생체 외 배양된 인간 성장기털에 부가될 때 또는 환자에게 투여된 CTO에 대한 반응의 전

사 평가에 의해 전반적인 신호화 산물의 분자 약동학적 바이오마커의 평가에 관한 것이다. 

배 경 기 술

작금에 새로운 암 약물의 개발은 이들이 빼앗는 신호 전달 경로의 명료화와 악성을 재촉하는 유전자의 동정에[0002]

기초되어 진다. 거대한 진보가 종양 성장을 재촉하는 신호화 경로와 결정적 분자로 방해하도록 디자인된 표적

치료법을 개발하기 위해 소분자 키나제 억제제의 영역에서 이루어져 왔는데, 예를 들어 Imatinib® (BCR-ABL),

Gefitnib® (EGFR), Erlotinib® (EGFR) 및 예비임상 및 임상적 개발 하에 있는 많은 기타 제제가 있다. 표적

치료법의 효과를 최적화하기 위해 표적 잠재성 및 분자 선택성에 대해서뿐만 아니라 약동학 및 대사적 특성에

촛점을  맞추는  것이  중요하다.  「Collin,  I  and  Workman,  Cancer  Signal  Transduction  Therapy,  I;  3-23

(2006)」. 키나제 억제제의 임상적 개발에 있어서, 분자 의존성을 예측하고 이에 의해 특정한 제제로부터 개인

화된 의약으로부터 유익하게 되는 환자와 전개하는 약물 내성의 문제를 동정하기 위한 분석법을 개발하여 강력

하고 유익한 바이오마커를 개발하는 것이 중요하다. 

분자 치료법의 개발이 직면한 또 다른 도전은 약물 내성의 전개를 방지하고나 또는 중성화하는 것뿐만 아니라[0003]

몇 가지 비정상에 의해 구동된 암을 극복하기 위해 몇몇 종양 표적을 억제하기 위한 필요성일 것이다. 몇몇 경

우에 있어서, 약물에 대한 내성은 약물의 민간성과 유효성과 충돌하는 종양 미시-환경에서 분자의 증가된 산물

(예를 들어, 사이토키아제, 칼슘 채널 신호화, 또는 분자 신호화)에 연계되어 질 것이다. 따라서, 가장 이성적

으로 고려되더라고 약물 분자는 약물이 그의 표적이 도달하는 것을 결코 허용하지 않거나 약물 분자에 대해 피

드백 메카니즘을 촉발하는 종양의 대사적 특징 또는 그의 의도된 표적으로부터 돌연변이적 변화 다운스트림 때

문에 실패할 것이다. 

약물 내성을 극복하기 위한 현재로 사용되는 몇 가지 방법이 있다. 하나는 특정한 암의 분자의 구성에 따라 디[0004]

자인된 고도로 표적화된 제제 칵테일의 사용이다. 또 다른 접근법은 다중-표적화된 키나제 억제제 (예를 들어

Sorafenib®)를 사용하는 것이다. 부가적인 전략은 악성화에 있어 많은 종양 플레이어와 경로를 조절하는 몇몇

키나제류의 억제제, 예를 들어 히스톤 디아세틸라제 (HDAC) 및 HSP90 분자의 샤프롱의 억제제의 사용이다. 「

Garon  E.B,  et  al,  Mol  Cancer  Ther.,  12:  890-900  (2013);  and  Witi  O  t  al,  Cancer  Letters  277:  8-21

(2009)」. 

특정한 암을 촉진하는 종양 마커에 대한 표적화된 약물의 스크리닝 및 구조-기재 디자인은 현재 예비 임상 및[0005]

임상적 연구를 위해 빠른 속도로 표적화된 약물을 전달하는 것이다. 그러나, 중요한 종양 억제 단백질이 정상

세포질 기능의 게이트키퍼로 될 수 없도록 하는 인자를 보다 잘 이해하기 위해 정상 세포의 신호화 경로를 연구

하는 것이 필요하다. 이들 종양 억제 단백질이 어떻게 스트레스 신호에 반응하여 이들의 정상 신호화의 손실을

방지하기 위해 조절되어 질 수 있는가를 보다 잘 이해하는 것이 요구된다. 
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보다 특별하게는, 성장 및 증식을 조절하기 위한 게이트 키퍼로서의 이들의 역활을 고양하기 위해 또는 다중 신[0006]

호화 경로를 통합하기 위해 정상 세포를 보조할 수 잇는 약물을 개발하는 것이 중요하다. 예를 들어, P53 전사

인자는 다중 세포질 조직에서 세포질 운명의 게이트 키퍼로서 작용하는 주요한 종양 억제 단백질이다. P53은 다

양한 스트레스 신호에 반응하여 활성화되고 그리고 P53 표적 유전자의 트랜스 활성화를 포함하는 경로를 통해

세포 주기 어레스트, 노화 또는 어팜토시스를 촉발한다. 「Stambolie V et al., Mot Cell: 317- 325 (2001)」.

유전적 통합의 이 보편적인 보호는 그러나 많은 인간의 암에서 손상되어 진다. 새로운 패러다임은 정상 세포 주

기, 성장 및 증식을 유지하는 정확한 분자의 신호화를 표적하는 제제를 개발하는 것이다. 

따라서, 조합 치료의 합리적인 선정과 개발은 극단적으로 도전으로 되고 그리고 정상 세포 및 암 세포에서 p53[0007]

전사 인자 및 PTEN의 종양 억제 신호화 경로를 고양할뿐만 아니라 주어진 경로의 봉쇄에 의해 적용하는 피드백

루프의 이해와 함께, 분자의 비정상 특별하게는 암의 인식에 기초된 표적 약물 및/또는 화학치료 제제의 조합의

개발이 필요하다. 

카르복시아미도트리아졸(CAI)의 오로트산 염인, 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)은 수용체-조작 칼슘 채[0008]

널-매개 칼슘 유입의 억제제이고, 그리고 인간 교아종 세포를 포함하는 몇 가지 인간 암 세포 라인에서 항-증식

적 및 항-침습적 기능을 가지는 것으로 여겨진다. 「Ge S et al., Clin Cancer Res 6: 1248-1254 (2000)」. 이

차 메신저로서 칼슘 유동을 방해함에 의해, CAI는 아라키돈산과 그의 대사산물; 질소 산화물 유리; 이노시톨 인

산염의 생성; 및 트립신 인산화를 포함하는 칼슘-민감성 신호 변환 경로를 억제할 수 있다. 「Kohn E C et al,

Cancer Res 52:3208-3212(1992); Kohn E C et al., Froe Na l Acad Sci 92: 1307-1311 (1995); Feider CF et

al, J Pharmacol Exp Therap 257: 967-971(l990); Hupe DJ et al., J Biol Chero 266: 10136-10142( 1991);

Mignen  O  et  al.,  J  Cell  Sc  118:  5615-5623  (2005);  and  Enfissi  E  et  al.,  Cell  Calcium  36;  459-467

(2004)」. CAI는 세포질 단백질 STATS 및 CrkL의 인산화를 억제하고, 그리고 BCR-ABL을 하방-제어함에 의해 이

마티니브 메실레이트-내성 만성 골수성백혈병 세포에서 어팝토시스를 유도한다 (Alessandro  et  al.,  PLOS  7:

1~13 (2012)). 

임상적 연구(NCT01107522)에서, 다른 종양 타입을 가지고 그리고 다른 유전적 돌연변이를 갖는 암 환자에 있어[0009]

단독으로 주어진 CTO는 안정하고 그리고 최대 내성 복용량을 결정함이 없이 내성이 있었고, 그리고 CTO 치료는

암에 있어 종양 수축을 보여주는 부분적 반응 또는 안정한 질병에 반응하고 입증됨을 초래하였다. 따라서 막대

한 노력은 다른 종류의 암에서 분자 표적에 대해 조합적 요법을 디자인하기 위해 CTO의 산물을 신호화하는 분자

의 약역학 바이오마커의 개발에 대한 것이다. 종양에서 경로 활성화를 평가하기 위한 현행 방법은 공지된 종양

형성 유전자 또는 공지된 종양 억제자인 약물 표적의 평가를 포함한다. 그러나, 일 경로는 다중의 점에서 활성

화될 수 있어, 단지 공지된 암 관련 유전자를 평가함에 의해 경로 활성화를 시금하는 것은 실현 가능하지 않다.

따라서, 다중 키나제, 티로신 키나제 및 칼슘 신호 전달 경로의 신호화에 대한 그의 효과의 관점에서 CTO의 완[0010]

전한 분자의 시그니쳐를 개발하는 것이 중요하다. 본 발명은 생체 내에서 또는 실험실 내에서 환자로부터 또는

건강한 대상자로부터 얻어진 성장기털과 같은 인간 세포 또는 조직에 CTO 처리 반응하는 분자의 약역학 마커의

반응의 평가에 관한 것이다. 

생체 내 모델에서, 성장기털은 CTO를 환자에게 복용하기 전에 그리고 치료적 양의 매일 복용량의 CTO가 주어진[0011]

후 다른 시점에서 얻어진다. 환자의 임상적 상태 및 CAI의 혈액 준위가 이 기간 동안 모니터되어 진다. 

실험실 내 모델에서, 성장기털은 처리되지 않은 대상자로부터 얻어지고 털은 치료적 유효성을 위해 필요로 되는[0012]

복용량의 범위로 되는 CTO의 다른 복용량으로 생체 외에서 배양 처리된다. 

양자의 모델에서, RNA는 성장기털의 말단 구근에서 추출되고, cDNA는 그런 다음 RNA로부터 제작되어 지고 그리[0013]

고 구근의 전사의 또는 유전자 발현 준위가 마이크로어세이 분석에 의해 또는 정량적 PCR (qPCR)에 의해 결정되

어 진다. 생물적 정보 분석이 그런 다음 수행되어 성장기털에서 CTO 유도된 유전자 발현 변화를 동정한다. 이러

한 프로토콜은 또한 건강한 대상자나 환자로부터 얻어진 성장기털 이외의 조직에도 적용될 수 있다.

따라서, 본 발명은 실험실 내에서 mRNA 및 단백질 발현 준위의 영향을 연구하기 위해 발모 바이오마커 분석의[0014]

사용을 자세하게 기술한다. 뽑은 두발은 CTO로 처리의 직접적인 반응을 평가하기 위한 이상적인 대용물이다. 고

도로 혈관화된 모낭은 노출의 시간 내에서 반응할 수 있다. 이 혈관화, 이들의 상피의 특성과 빠른 증식율이 주

어지면, 뽑힌 모의 기초와 외부 뿌리 초에서 모 구근 내 세포는 고형 종양에 대한 아주 관련된 대용물 마커 조

직이다. 고도로 혈관화된 모낭은 노출의 시간 내에 약물 처리에 대해 반응할 수 있다. 생체정보의 분석이 털에

서 약물-유도 변화를 동정하기 위해 수행되어 진다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 생체 내에서 또는 실험실 내에서, 생체 외에서 배양된 인간 성장기털에 주어진 CTO에 반응하는 다중[0015]

신호화 경로의 분자 약역학적 바이오마커의 평가에 관한 것이다. 환자에 있어 치료학적으로 달성되어 진 카르복

시아미도트리아졸 (CAl)의 준위에 동등한 다른 복용량의 CTO로 처리에 대한 반응에 관한 상업적으로 이용할 수

있는 뽑힌 털 분자 플랫폼 어세이(Episiem Ltd, Manchester, UK.)를 사용하여, 종양학 및 기타 치료적 영역에서

세포질 내 신호화 경로를 표적화하는 것을 시험하는 것이 평가되어 진다.

따라서, 본 발명은 대상자로부터 뽑힌 모발을 사용하였고, 성장기털의 말단 구근으로부터 RNA를 추출하였고,[0016]

RNA로부터 c-DNA를 제작하였고, 마이크로어세이 분석 또는 정량적 PCR (qPCR)에 의해 유전자 발현 준위를 결정

하였고, 그리고 CTO 및 기타 약물, 예를 들어, Tarceva® (EGFR 억제제) 또는 BEZ235 (FI3K 억제제)에 대한 약

물 유도 유전자 발현 변화를 동정하기 위해 생체 정보의 분석을 수행하였다.

본 발명은 암 또는 다른 질병을 갖거나 가지지 않은 인간 대상자로부터 생체 외에서 배양된 인간 성장기털에[0017]

CTO에 대한 반응의 전사적 평가에 의한 신호화 산물의 분자 약역학 바이오마커의 개발에 대한 것이다. CTO 노출

의 분자의 약동학적 바이오마커는 RAS, GFS (PI3K.PBK TOR), EK, HDAC, NOTCH, WNT-β catenin, HSP90, EGFR,

F5.1 CAIIPA. CAI ex vivo 칼슘 신호화 비-전압 의존성, 칼슘 신호화 전 유전자. 생체 외 칼슘 신호화, 규범적

칼슘  신호화,  생체  외  규범적  칼슘.  칼슘  전  유전자  비-전압  의존성,  EGR1,  PTEN,  TGFp,  CEACAML  또는

Dystonin을 포함한다.

과제의 해결 수단

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 RAS 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0018]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 GFS 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0019]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 MEK 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0020]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 HDAC 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0021]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 NOTCH 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0022]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 WNT-β 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0023]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 HSP90 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0024]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 EGFR 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0025]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 P53 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.[0026]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 연계된 유전자를 시그[0027]

니쳐를 억제하는 방법을 제공한다.

자세하게는, 본 발명은 CTO에 반응한 약역학 마커로서 CAI 정교한 경로 분석, 생체 외 CAI 경로, 칼슘 신호화[0028]

경로 및 규범적 칼슘 신호화 경로의 시그니쳐 스코어를 제공한다.

부가적인  측면에  있어서,  본  발명은  CTO로  처리에  반응한  EGRl  경로  시그니쳐를  상향  조정하는  방법을[0029]

제공한다.

부가적인  측면에  있어서,  본  발명은  CTO로  처리에  반응한  PTEN  경로  시그니쳐를  상향  조정하는  방법을[0030]

제공한다.

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 TGF-β 경로 시그니쳐를 유도하는 방법을 제공한다.[0031]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 CEACAMl 경로를 하향 조정하는 방법을 제공한다.[0032]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 다이스토닌 경로를 하향 조정하는 방법을 제공한다.[0033]

본 발명은 또한 처리된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의 약[0034]

역학 바이오마커를 모니터링함에 의해 EGFR, MEK, VEGF, HDAC, HSP90, ERK, BCK-ABL, p53, ERG1 , CEACAM1, 다
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이스토닌 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 유전자 조합을 포함하는 하나 또는 그 이상의 유전자 시그니쳐를

제어하면서, 민감성과 유효성은 개선하고 그리고 독성은 감소하도록 CTO 또는 조합된 기타 제제를 포함하는 약

학적 조성물에 대한 것이다.

더욱 부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 EGFR, MEK, VEGF, HDAC, HSP90, ERK, BCK-ABL, p53, ERG1 , CEACAM1,[0035]

다이스토닌 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 유전자 조합을 포함하는 하나 또는 그 이상의 유전자 시그니쳐

의 제어가 증상의 병리학이나 증상학을 방지, 억제 또는 개선하는 포유동물에 있어서 증상을 치료 또는 예방하

는 방법을 제공하고, 이 방법은 단독 치료법으로서 또는 조합적 치료법으로서 치료학적으로 유효한 양의 CTO의

투여를 포함하고, 처리된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의

약역학 바이오마커를 모니터링하는 것을 포함한다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 대상자에 있어 증식적 증상을 방지하거나 또는 치료하는 방법을 제공하고,[0036]

이 방법은 단독으로 또는 다른 제제와 조합하여 치료학적으로 유효한 양의 CTO의 투여를 포함하고, 그리고 처리

된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의 약역학 바이오마커를 모

니터링하는 것을 포함한다. 유전자 발현 패턴은 다른 조직에서 확립될 수 있고 뿐만 아니라 다른 질병 상태에서

조직 사이에서 구분을 위해 또는 하나 또는 그 이상의 치료법에 반응한 암과 같은 질환의 예후를 예측하기 위해

확립될 수 있다. 또 다른 패러다임은 유전자 발현 패턴에 기초한 특정하고 커스터마이즈된 제형을 디자인하기

위해 약역학의 플랫폼을 개발하는 것이다.

본 발명은 처리된 약물에 의해 차단된 소정의 경로의 차단에 의해 적용하는 피드백 루프의 것과, 치료 결과를[0037]

최적화하기 위해 억제 유전자를 유도하는 몇몇 경우에 있어서 뿐만 아니라 질병을 개시하는 분자 표적의 지속적

인 억제를 유지하기 위해 어떻게 이들 피드백 루프가 방지되어 질 수 있는가를 이해함과 함께, CTO가 질병 또는

암을 구성하는 분자로 구성되어 지는 다른 표적화된 분자와 조합되어 질 수 있다는 것을 이해함과 함께, 분자의

비정상 특히 질병이나 암의 인식에 기초된 조합 치료의 합리적 선정과 개발에 대한 패러다임을 제공한다.

본 발명은 몇몇 비정상에 의해 구동된 암을 극복하기 위해서뿐 아니라 CTO 및 조심스럽게 채택된 조합 약물에[0038]

반응한 신호화 산물의 약역학 바이오마커를 모니터링함에 의해, 생체 외에서 배양된 성장기털을 전사적 분석에

의해 약물 내성의 전개를 방지하거나 중화하기 위해 CTO로 몇몇 종양 표적을 억제하는 조합적 약물 요법을 개발

하는 방법으로 전이를 제공한다. 몇몇 표적화된 약물 칵테일을 사용한 현행 복합-약물학 접근법은 성공적이지

않고 그리고 이 칵테일 내 약물의 누적적 독성에 기인한 새로운 문제를 제시하고 있다. 

본 발명의 중요한 실시형태는 머리카락 샘플로부터 15-20 유전자 mRNA 발현 시그니쳐의 판넬의 개발이고 그리고[0039]

치료되지 않은 및 치료된 환자로부터 두발에서 분화적으로 발현된 유전자를 동정하기 위해 아피메트릭스 어레이

데이터에 의해 환자로부터 발생된 cDNA 샘플 상에 이것을 전개한다.

본 교시의 이들 및 기타 특징이 여기에 제시되어 진다.[0040]

도면의 간단한 설명

도 1a는 두발로부터 성장기털 모음; 단지 24시간 동안 BEZ235 (PI3K 억제제) 및 Tarceva® (EGFR 억제제)의 참[0041]

고 복용량 및 CTO의 다른 복용량에 대해 8 및 24시간 동안 머리카락의 생체 외 배양; RNA 분리 및 질 제어;

Epistem GentRx cDNA 증식; 5HNVs 동안 모든 질 제어를 통과하는 cDNA의 선정; 샘플 라벨링과 마이크로어레이

하이브리드화; 및 참고 데이터베이스를 사용한 생체 정보적 분석을 포함하는, 뽑힌 머리카락 바이오마커 플랫폼

(Epistem, Ltd, Manchester, UK)의 다른 단계를 도시한다.

도 lb는 단지 24시간 동안 1 복용량의 BEZ235 (PI3K 억제제) 및 Tarceva® (EGFR 억제제)에 대해 그리고 8 및

24시간에서 CTO의 다른 복용량에 반응한 모든 대비에 대해 전사 반응의 결과의 ANOVA 분석을 기술한다.

도 2a는 EGFRi, MEKi, HSP90i, 비-전압 의존성 CAl 관련 칼슘 신호화. HDACi, GF 및 RAS, WNT/β-카테닌으로

가장 낮은 억제에 대해 가장 강력한 것은 24hr에 억제하고 그리고 P13Ki, P13K/mTOR, NOTCH/GSI에 대해 활성화

가 감지되지 않았다는 것으로 출발하는 11 다른 시그니쳐에 대해 8hr 및 24hr 기간에서 다변량 시그니쳐에 대한

CTO의 다른 복용량의 결과를 도시한다. 중요하기로는, P53이 유도되었고 그리고 F53 안정화가 특별하게 24hr에

서 인지되었다. 

도 2b는 연구된 13 다른 시그니쳐를 리스트한다. 

도 3a는 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 RAS 경로에 대한 시그니쳐
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스코어를 도시한다.

도 3b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 성장 인자

시그니쳐 (GFS) 경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 3c는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 P13K 경로에

대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 3d는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 P13K/mTOR

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 3e는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 MEK 경로에

대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4a는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 HDAC 경로에

대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 NOTCH 경로

에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4c는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 WNTβ-카테

닌 경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4d는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 HSP90 경로

에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4e는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 EGFR 경로에

대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 4f는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 P53 경로에

대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 5a는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 CAI IPA 경

로에  대한  시그니쳐  스코어를  도시한다.  CAI에  의해  영향을  받은  유전자에  대해  진정한  경로  분석(IPA)

(Ingenuity Systems, Redwood City, CA)을 사용하여, 10μΜ에서를 제외하고 CTO 처리에 반응한 CAI 시그니쳐

의 얼마간의 억제가 관찰되었다. 정보적 유전자를 선택하고 그리고 변화의 방향을 결정하기 위해, CTO 데이터

세트에서 FDA <0.05 및 1.5FC에 대해 29 유전자가 IPA로부터 여과될 때, 14 유전자 세트가 얻어졌다.

도 5b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 CAI 생체 외

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 변화 정보의 조직 특이성 방향으로, IPA CAI 리스트의 강력한 복용량

의존성 억제가 관찰되었다.

도 5c는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 비-전압 의존성 칼슘 신호화 유전자가 문헌에 있는 데이터세트로부터

동정되어 제어에 대해 고지한다.

도 5d는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 모든 유전자

경로에 대한 칼슘 신호화에 대해 시그니쳐 스코어를 도시한다. 모든 유전자에 대한 예측된 제어 방향이 동정되

었다.

도 5e는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. ANOVA가 정보적 유전자(FDR <0,05 및 1.5 FC)를 여과하기 위해 사용

되었다.

비-전압 의존성 칼슘 유전자의 강력한 억제가 문헌 결정 제어와 ANOVA 결정 세트 양자에서 CTO 처리를 통해 인

지되었다.

도 6a는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화

의 제어를 예측하기 위해 KEGG 칼슘 신호화 및 IPA를 사용하여 규범적 칼슘 신호화에 대한 시그니쳐 스코어를

도시한다. 
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도 6b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 제어를 예측

하기 위해 KEGG 칼슘 신호화 및 IPA를 사용하여 생체 외에서 규범적 칼슘 신호화에 대한 시그니쳐 스코어를 도

시한다. 억제는 단지 6/78 규범적 경로 유전자에 대해서만 인지되었다.

도 7a는 CAI 시그니쳐 (도 5b) 및 비-전압 의존성 (NVD) 유전자 세트 (도 5c) 양자에 대해 ANOVA 여과 유전자

세트의 혼성 후 모든 신호화 유전자에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 

도 7b는 시그니쳐 뷰 및 PCA 양자에 의해 다른 CTO 복용량을 분리할 수 있는 31 CAl/칼슘 관련 유전자의 패널에

서 결과를 도시한다.

도 8은 EGR1 신호화 경로를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 비-전압 작동 Ca2+ 채널을 억제하여, 세포 안으로 Ca2+ 유입과 세포질 내 저장으로부터 Ca2+ 해리 양[0042]

자를 억제하고 그리고 AKT, MEK- ERK, 또는 BCR-ABL을 포함하는 다중 티로신 키나제 신호화, 혈관 내피 성장 인

자 (VEGF) 신호화의 억제 및 칼슘-매개 신호 전달의 파괴를 초래하는, 항종양성 활성을 갖는 구강으로 활성인

제제인 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)에 관한 것이다. 보다 자세하게는, 본 발명은 생체 외에서 배양

된 인간 성장기털의 생체 내 및 실험실 내 배양에서 CTO에 반응의 전사적 평가에 의해 신호화 산물의 분자의 약

역학 바이오마커의 평가에 관한 것이다. 성장기털은 다양한 복용량의 CTO 처리가 주어진 대상자로부터 다른 시

점에 얻어진다. 이것은 환자에 있어 CTO의 임상적 시도에서 사용된 접근법이다. 대안적으로, 성장기털은 처리되

지 않은 대상자로부터 얻어지고 그리고 털은 실험실 내에서 다양한 복용량의 CTO로 처리되는데 - 이 접근법은

흡수 및 전달의 생리학적 증상으로 되지 않고 그리고 선택되어 진다.

암 생물학과 인간 게놈의 이해는 종양 성장을 재촉하는 결정적 분자 및 신호화 경로를 방해하고 그리고 결과를[0043]

개선하기 위해 징후를 억제하도록 디자인된 표적 치료법의 새로운 분류의 개발로 이끈다. 이것은 특히 다수의

승인된 치료법에 기인된 중요한 또는 종양학 치료법, 많은 현행 치료에 대한 낮은 반응성 및 내성 및 최적의 재

단된 치료법의 임상적 중요성이다. 세포 독성 화학요법 제제의 한계를 개선하기 위해, 종양학에서 약물 디자인

에 대한 현행 접근법은 종양 성장과 생존에 대해 중요한 특정한 세로 신호화 경로를 조절하는데 목적을 둔다.

암 세포에 있어서, 이들 경로는 제어가 없어지게 되어 이상 신호화, 어팝토시스의 억제, 증가된 전이 및 증가된

세포 증식을 초래한다.

비록 정상 세포가 조절된 성장 및 증식을 위해 다중 신호화 경로를 합체하지만, 종양은 하나 또는 둘의 종양 유[0044]

전자 경로의 활성화에 극히 의존하는 것으로 여겨진다. 불행하게도, 새로운 항암 치료법을 개발하는데 대한 초

점은 조절 하에서 정상 세포에서 조절된 성장 또는 증식을 유지하는 다중 신호화 경로를 유도하는 것에 대한 것

이 아니다. 대신에, 이상 신호화 경로의 구성요소가 새로운 항암 치료법에 대한 매력적인 선택적인 표적으로 된

다. 특정한 종양 경로에 의해 구동된 종양을 갖는 환자가 이들 경로를 표적으로 하는 치료법에 반응할 것이라는

것은 논리적인 것으로 여겨진다. 그러나, 하나의 경로가 다중점에서 활성화되어 질 수 있고 그리고 공지된 암

관련 유전자를 평가함에 의해 경로 활성화를 시금하는 것이 항상 실현가능한 것은 아니다. 예를 들어, 포스파티

딜리노시톨 3-키나제 (POK) 경로를 통한 신호화는 수용체 티로신 키나제를 통해 다중 성장 인자에 의해 활성화

되어 지고 그리고 세포 성장과 생존의 전이적 잠재성, 및 유전자 증식 및/또는 바이 패스 또는 새로운 돌연변이

를 통한 약물 내성을 포함하는 복수의 과정에 영향을 준다. 많은 제약 회사가 하나 또는 그 이상의 신호화 경로

의 특정한 억제제를 개발하고 있고 그리고 다중의 종양 형성 경로를 억제하기 위해 몇몇의 특정한 억제제의 조

합을 제안하고 있다. 그러나, 표적 치료법으로부터 전반적인 이점에 대한 주요한 제한은 약물 내성의 개발이다.

내성은 억제제에 대해 비민감성 약물 표적을 부여하거나 또는 암세포가 그런 다음 표적화되어 진 경로에 대한

의존성이 변화할 때 돌연변이 때문에 발생할 수 있다. 제일 실시예에 있어서, 내성은 이마티니브에 내성을 부여

하는 BCR-ABL 돌연변이체에 대해 효과적인 다사티니브 및 니로티니브의 예에서와 같이, 내성-관련 변이주를 효

과적으로 억제하는 새로운 약물을 개발함에 의해 극복될 수 있다. 제이의 접근법은 동시적으로 다중 신호화 경

로를 표적화하는 것이고, 그리고 따라서 다른 중요한 경로, 예를 들어 미토젠-활성화 단백질(MAP)-세포질 외 신

호 조절 키나제 (ERK)의 억제제, P13 키나제의 억제제를 갖는 키나제를 조합에 대한 그의 의존성을 변화함으로

부터 암을 예방한다. 제삼의 접근법은 어팝토시스로부터 종양 세포를 보호하는 다운스트림 단백질을 동시적으로

표적화하는 표적 치료법의 유효성을 고양하는 것이다.

그러나, 그 각각이 다중의 종양 경로를 조절할 수 있는 분자를 개발하는 새로운 접근법이 약물 내성과 심각한[0045]

독성 양자를 방지하기 위한 보다 양호한 접근법이될 것이다. 이것은 분자를 디자인하기 위한 보다 어려운 접근
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법이 될 것이지만, 다중 종양 경로를 조정할 수 있는 분자를 개발하는 이 접근법은 비효과적이고 수용될 수 없

는 전략으로 간주되어 진다. 여전히, 내성 및 독성을 방지할 뿐만 아니라 몇몇 분자의 비정상화에 의해 구동되

어 진 암을 극복하기 위해 몇몇 종양 표적을 억제하기 위한 아마 가능한 최상의 방법은 다중의 종양 경로를 조

정 및/또는 공지된 종양 억제제를 유도하는 분자를 개발하는 것이다.

다수의 유전자의 발현을 조절하는 분자를 사용함에 의해 그리고 이들 다수의 유전자로부터 발현 데이터를 통합[0046]

함에 의해, 유전자 발현 시그니쳐의 정량적 분석이 가능할 것이다. 경로 활성화 및/또는 불활성화에 대한 이들

유전자 발현 시그니쳐는 i) 성장기털과 같은 대리 마커 또는 종양에 있어 약물 유도된 경로 억제를 관찰하기 위

해 약역학 바이오마커, ii) 높은 준위의 특정한 경로를 갖는 종양을 동정하기 위한 진단 바이오마커; 및 유효성

또는 예방의 조기 판독을 얻기 위한 조기 유효성 바이오마커로서 사용될 수 있다.

카르복시아미도트리아졸(CAI)의 오로트산 염인, 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)은 수용체-조작 칼슘 채[0047]

널-매개 칼슘 유입의 억제제이고, 그리고 인간 교아종 세포를 포함하는 몇 가지 인간 암 세포 라인에서 항-증식

적 및 항-침습적 기능을 가지는 것으로 여겨진다 (Fiorio Fla et al, 2008; Ge et al 2000). 이차 메신저로서

칼슘 유동을 방해함에 의해, CAI는 아라키돈산과 그의 대사산물; 질소 산화물 유리; 이노시톨 인산염의 생성;

및 트립신 인산화를 포함하는 칼슘-민감성 신호 변환 경로를 억제할 수 있다(Ge et  al,  2000;  Kohn  et  al,

1992). CAI는 세포질 단백질 STATS 및 CrkL의 인산화를 억제하고, 그리고 bcr-abl을 하방-제어함에 의해 이마티

니브 메실레이트-내성 만성 골수성백혈병 세포에서 어팝토시스를 유도한다(Aiessandro et al, 2008). 

따라서 막대한 노력은 다른 종류의 암에서 분자 표적에 대해 조합적 요법을 디자인하기 위해 CTO의 신호화 산물[0048]

의 분자의 약역학 바이오마커의 개발에 대한 것이다. 종양에서 경로 활성화를 평가하기 위한 현행 방법은 공지

된 종양형성 유전자 또는 공지된 종양 억제자인 약물 표적의 평가를 포함한다. 그러나, 일 경로는 다중의 점에

서 활성화될 수 있어, 단지 공지된 암 관련 유전자를 평가함에 의해 경로 활성화를 시금하는 것은 실현 가능하

지 않다. 

뽑은  털  바이오마커  분석은  실험실  내에서  mRNA  및  단백질  발현에  대한  CTO의  효과를  연구하기  위해[0049]

사용되었다. 뽑은 두발은 CTO로 처리의 직접적인 반응을 평가하기 위한 이상적인 대용물이다. 고도로 혈관화된

모낭은 노출의 시간 내에서 반응할 수 있다. 이 혈관화, 이들의 상피의 특성과 빠른 증식율이 주어지면, 뽑힌

모의 기초와 외부 뿌리 초에서 모 구근 내 세포는 고형 종양에 대한 아주 관련된 대용물 마커 조직이다. 생체정

보의 분석이 털에서 약물-유도 변화를 동정하기 위해 수행되어 진다.

본 발명은 암 또는 기타 질병을 갖거나 가지지 않은 인간 대상자로부터 생체 외에서 배양된 인간 성장기털에[0050]

CTO에 대한 반응의 전사적 평가에 의해 신호화 산물의 분자의 약역학 바이오마커의 개발에 관한 것이다. 

본 발명은 대상자로부터 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)에 반응하는, 성장기털과 같은 세포 샘플에서[0051]

다중 신호화 경로에 대한 약역학 바이오마커 시그니쳐, 방법을 제공한다. CTO는 임상적 연구에서 다른 유전적

돌연변이를 갖는 몇가지 암에서 반응을 입증하였다. 본 발명은 성장기털 분석에서 P53 또는 EGRI과 같은 종양

억제자 시그니쳐를 유도하면서 반면에 EGFR, MEK, HDAC, RAS, GFS, WNT, HSP90 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호

화를 포함하는 종양 억제와 관련된 몇 가지의 전사적 시그니쳐에서 -100배 내지 +25배 차등 발현의 범위로 되는

CTO에 대한 반응을 모니터링하기 위한 진단적 및 예상적 분석을 제공한다.

다수의 시그니쳐 경로의 약역학 바이오마커 상에 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)에 대한 반응을 정량화[0052]

하는 방법으로, 상기 방법은 다음을 포함한다:

a) 대상자로부터 얻어진 세포 샘플을 수득하는 것과, 다변하는 복용량의 CTO 단독으로, 다른 기간 동안 다른 제[0053]

제 또는 기타 제제와 조합한 CTO에 대해 세포 샘플을 노출하는 것;

b) 처리된 세포 샘플로부터 mRNA를 분리하고 이들로부터 대표적인 cDNA를 제고하는 것 그리고 CTO 노출로부터[0054]

얻어진 세포 샘플에서의 발현에서 전사적 변화를 측정하는 것;

c) 복수의 시그니쳐 경로의 각 약역학 바이오마커에 대한 시그니쳐 스코어를 계산하는 것 그리고 다변하는 복용[0055]

량의 CTO 노출에 대한 반응을 정량화하고 표 1에 리스트된 바와 같은 두 기간에서 노출에 걸쳐 중복하는 유전자

의 리스트를 선택하는 것; 및

d) 따르는 리스트 내 적어도 3 또는 그 이상의 유전자에 의해 복수의 시그니쳐 경로의 각 약역학 바이오마커를[0056]

동정하는 것 그리고 레퍼런스 데이터세트를 사용하여 복수의 시그니쳐 경로의 각 약역학 바이오마커를 확인하는

것.
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RAS, 성장 인자, P13 K 시그니쳐[0057]

RAS 유전자 산물은 유전자의 전사를 조절하는 키나제 신호화 경로에 포함되어 져, 그런 다음 세포 성장과 분화[0058]

를 조절한다. 원-종양 형성 유전자로부터 RAS로의 전환은 통상적으로 유전자에서 점 돌연변이를 통해 일어나고,

RAS가 세포 분화 및 세포 사를 조절하는 많은 신호화 경로에 포함되기 때문에 개변된 기능은 다른 방식으로 세

포에 영향을 줄 수 있다. 돌연변이체는 췌장, 대장, 폐, 갑상선, 방광, 난소, 유방, 피부, 간, 신장 및 일부 백

혈병을 포함하는 많은 조직의 암에서 동정되어 진다. 「Song, S et al., PLOS ONE 7: 1-11(2012)」. 

GFS는  포스파티딜이노시톨  3-키나제(ΡI3Κ)  경로  동요에  반응성이고  그리고  포스파타제  및  텐신  호모로그[0059]

(PTEN) 분해에 관련된다. 「Loboda A et al., Clin Pharm & Therap I: 92-96(2009)」.

PI3KCA로 명명되는 PI3K의 100α 서브유니트 내에 돌연변이는 때로는 ΡI3K/AKT의 활성화에 기인하고 그리고 몇[0060]

몇 인간 암에서 보고되었다. 「Janku F et al., J Clin Oncol 30:777-782(2012)」. 

EGFR 경로 시그니쳐: [0061]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 EGFR 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공하였다.[0062]

세포질 외 영역과 소분자 티로신 키나제 억제제를 결합하는 EGF 리셉터 (EGFR)-항체를 표적하는 약물은 몇몇의

고형 종양에 대해 확대된 치료 옵션을 가진다. EFGR 유전자는 유방암, 신장암, 난소암, 자궁 경부암 및 편평 세

포 암종에서 주로 상향 조절된다. 이 상향 조절은 유전자 증폭 또는 과발현에 전형적으로 기인한다. 신경 교종

에서 EGFR 상향 조절은 그의 전사의 변경으로 되는 EGFR 유전자의 재배열과 가장 자주 관련되어 지고 그래서 이

러한 신경교종은 에피좀의 돌연변이체 형태뿐만 아니라 야생형 외인성 EGFR 양자를 발현한다. EGFR 유전자는 교

아세포종의 >50%에서 증폭되어 진다.

EGFR-표적 모노크로날 항체 Cetuximab® 및 Panitumumab®가 전이적 대장암에서 광범위하게 연구되어 왔다. 그[0063]

러나, EGFR-표적화 항체의 임상적 효능은 치료 시작의 3 내지 12 개월 내에 전형적으로 일어나는 후천적 이차적

인 내성의 전개에 의해 제한되어 진다. EGFR 리간드의 발현, HER2 증폭, 및 EGFR 리사이클링 과정의 분해과 같

은 항-EGFR 항체에 대한 이차적인 내성의 다수의 메카니즘이 보고되었고, KRAS 돌연변이가 일어나고 그리고 세

튜시맵 또는 파니튜뮤맵에 최초로 반응하는 환자의 절반에서 후천적 내성에 책임이 있다. 「Wang J et al., Mol

Cancer Ther 12: 925-936 (2013)」

과거 몇 년 동안 세튜시맵, 파니튜뮤맵, 제피트니브 및 엘로티니브(Tarceva)를 포함한 네 가지 EGFR 억제제가[0064]

승인되었고 그리고 암 환자에게 사용을 위한 케어의 표준이 되었다. 그러나, 비선택적 환자에 있어 보고된 활성

은 매우 제한적이었고 그리고 전형적으로 내성을 전개하였다. EGFR 억제제에 대한 선천적 및 후천적 내성의 정

도는 따라서 부가적인 항암 약물 개발을 위해 충분한 공간을 남겨놓았다. 「Gou H-F et al., PLOS ONE 8: 1-6

(2013)」.

MEK 경로 시그니쳐:[0065]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 MEK 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공하였다.[0066]

MAPK 경로는 인간 암에서 공통적으로 활성화되어 지고 그런 다음 세포 증식, 생존, 변형, 전사의 조절 및 세포

골격의 재배열에 포함된 기질의 다운스트림 활성화를 이끄는 RAF-MEK-ERK 키나제 카스케이드를 활성화한다. 「

Tan N et al., Mol Cancer Ther 12: 853-864(2013)」. MEK의 알로스테릭 억제제와 같은 이 경로를 표적화하는

소분자 억제제는 실험실 내에서 그리고 생체 내에서 항암 유효성을 나타낸다.

HDAC 경로 시그니쳐: [0067]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 HDAC 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공하였다.[0068]

히스톤  아세틸화는  히스톤  디아세틸라제(HDACs)에  의해  촉매되어  지는  탈아세틸화로  가역  가능한  변이이다.

HDACs는 인간에 있어 18 유전자에 의해 나타내어 지고 그리고 네 개의 뚜렷한 분류로 분할된다. HDAC 억제제의

몇몇 분류는 임상적 연구에서 평가되어 지고 있으며 어떤 HDAC 패밀리 구성은 몇몇 종양에서 이상적으로 발현되

어 진다는 것을 나타낸다. 비선택적 HDAC 억제제는 백혈병 및 고형 종양, 예를 들어 피부 T 세포 림프종에 대하

여 승인된 Vorinostat®에서 우수한 결과를 보여주었다. 「Witt O et al., Cancer Letter 277: 8-21(2008)」.

그러나, 몇몇의 범-HDAC 억제제는 다수의 부작용을 야기할 것이고 따라서 암 세포에서 종양 작용을 갖는 HDACs

의 선택적인 표적화를 필요로 한다.

WNT 경로 시그니쳐:[0069]
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부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 WNT 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공하였다. 신[0070]

호화 분자의 WNT 패밀리는 동물 전개에 있어서 다수의 과정을 조절하고 그리고 WNT 기능이상은 암과 퇴화적인

질병을 포함하는 다양한 형태의 질환에 관련되어 진다. 규범적 WNT 신호화 경로는 많은 준위에서 제어되고 그리

고 B-카테닌을 전환하는 종양 형성에서 중요한 WNT 신호화 및 기타 경로 사이의 혼선에 대한 다른 시스템으로부

터 증거를 증가하고 있다. B-카테닌은 핵 내에서 전사에 있어서 그리고 플라즈마 멤브레인에서 세포 부착에 있

어서 뚜렷한 분자의 역활을 갖는 다기능성의 단백질이다. 증가하고 있는 다수의 연구는 신경 교종(GBM)에서의

상승된 WNT 신호화가 질병의 다른 단계에 포함되어 진 몇 가지의 대안적인 메카니즘에 의해 개시되어 진다는 것

을 제안한다. 「De Robertis A et al., Mol Cancer Ther 12: 1180-1189 (2013); 및 Nusse R, Cell Res 15:

28-32 (2005)」. 따라서, WNT 신호화의 억제는 GBM 처리에 대해 치료학적으로 적절한 접근법을 나타낼 수 있다.

HSP90 경로 시그니쳐:[0071]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 HSP90 경로 시그니쳐를 억제하는 방법을 제공하였다.[0072]

열 쇼크 단백질은 안정성, 후전사 변이, 및 다수의 클라이언트 단백질의 기능에 요구된 분자의 샤프롱으로 작용

한다. MSP의 발현은 생리학적 스트레스의 시점에서 증가되고 그리고 이들 효과는 세포 생존을 지탱하기 위한 것

으로 여겨진다. HSP90은 이것이 암 세포의 생존에 있어 어떤 역활을 할 것이고 그리고 따라서 항암 제제를 위한

매력적인 표적으로 되게 하는 것을 나타내는 많은 종양 타입에서 과 발현되어 진다. 증가된 HSP90은 비소세포

폐암을 갖는 환자에 있어 나쁜 예후와 연계되어 졌다. 「Garon  E  B  et  al.,  Mol  Cancer  Ther  12:  890-900

(2013)」. NSCLC는 몇 가지의 구동자 돌연변이의 결과로서 발생하고, 예를 들어 EOF 수용체 돌연변이는 NSCLC의

약 10%에서 관찰되었다. HSPs는 파킨슨 병, 알츠하이머 병 또는 헌팅톤 병과 같은 신경퇴화성 질환에서 중요한

역활을 하고, 그리고 따라서 HSP90의 하향 제어는 암 및 퇴화성 질환에 있어 강력한 유익한 효과를 가진다.

비-전압 의존성 칼슘 신호화;[0073]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 연계된 유전자를 억제[0074]

하는 방법을 제공하였다. 「Kohn E C et al., Caneer Res 52:3208-3212 (1992); Kohn E C et al., Proc Natl

Acad Sci 92: 1307-1311 (1995); Felder CF et al., J Phasrmacol Exp Therap 257: 967-971 (1990); Hupe DJ

et  al.,  J  Biol  Chem  266:  10136-10142  (1991);  Mignen  O  et  al.,  J  Cell  Sc  118:  5615-5623  (2005):  및

Enfissi E et al., Cell Calcium 36: 459-467 (2004)」. 칼슘 신호화 비-전압 의존성 유전자가 동정되어 지고

그리고 강력한 억제가 CTO 처리를 통해 인지되어 졌다. 

규범적 칼슘 신호화는 규범적 칼슘 신호화의 조절을 예측하기 위해 KEGG 칼슘 신호화 경로 및 IPA를 사용하여[0075]

분석되었다. 경로의 유의성 있는 억제가 인식되지 않았다. 정보적 유전자(FDR <0,05 & 1.5)에 대해 여과하기 위

해 ANOVA를 사용하여, 규범적 칼슘 유전자가 CTO 처리를 통해 발생하였다는 것이 인지되었지만, 그러나 이것은

단지 7/68 규범적 경로 유전자를 나타냈다

TGF-β 경로 시그니쳐:[0076]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 TGF-β 신호화와 연계된 유전자를 억제하는 방법을 제[0077]

공하였다. TGF-β는 골형성 단백질, 성장 및 분화 인자, 액티빈 및 인히빈을 포함하는 구조적으로 관련된 사이

토키아제의 큰 패밀리의 일 부분이다. 거의 모든 세포 타입이 세포 표면 상에 TGF-β 수용체의 존재를 통해

TGF-β에 반응하는 능력뿐만 아니라 TGF-β를 분비하는 능력을 가진다. 따라서, TGF-β 경로 및 그의 구성성분

의 기능의 이득 또는 손실은 암을 포함하는 다양한 질병으로 이끄는 것에 대한 것이다. 상피세포에 있어서, 종

양 억제자로서  TGF-β 기능은 이것이 증식을 억제하는 곳에서 어팝토시스를 유도하고 그리고 분화를 매개한다.

역으로, 다른 내용에 있어서, TGF-β는 종양 세포 침습과 전이를 증가함을 통해 종양 진행을 증진한다. 「Smith

A L et al., Clin Cancer Res 18: 4514-4512 (2012)」.

CEACAM1 경로 시그니쳐:[0078]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 CEACAM1 경로를 하향 제어하는 방법을 제공하였다.[0079]

CEACAM1은 Ig-형 세포-세포 접합 분자의 배아암종 항원(CEA) 유전자 과의 구성부분이다. CEACAM1은 상피 암, 예

를 들어 췌장, 당남 및 직장암에서 하향 제어된다. 「Lawson EL et al., PLOS ONE 7: 1-14(2012)」.

다이스토닌/Bpag1 단백질 시그니쳐:[0080]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 다이스토닌 경로를 하향 제어하는 방법을 제공하였다.[0081]

다이스토닌/Bpag1 단백질은 마우스에서 그의 기능 손실이 의족 공조의 진행적 손실로 유전적 감각의 신경장애를
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초래하는 세포 골격 링커이다. 「Young K et al., Exp Cell Res 314: 2750-2761(2008)」.

P53 경로 시그니쳐:[0082]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 P53 경로 시그니쳐를 유도하는 방법을 제공하였다. 정[0083]

상적인 세포는 성장과 증식을 조절하기 위해 다수의 신호화 경로를 통합한다. 예를 들어, P53 전사 인자는 다중

세포질의 조직에서 세포질의 운명의 게이트키퍼로서 작용하는 주요한 종양 억제자 단백질이다. P53은 다양한 스

트레스에 반응하여 활성화되고 그리고 P53 표적 유전자의 트랜스 활성화를 포함하는 경로를 통해 세포 주기 어

레스트, 감각화 또는 어팝토시스를 시작한다. 「Stambolic V et al., Molecular Cell 8: 317-325 (2001)」. 유

전적 통합의 이 보편적인 보호는 그러나 많은 인간 암에서 손상되어 진다.

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 P53 경로 시그니쳐를 상향 제어하는 방법을 제공하였[0084]

다. PTEN의 돌연변이는 뇌암, 유방암, 내상피암, 취장암 및 신장 종양을 포함하는 다수의 암에서 자주 발견되어

진다. PTEN은 종양 억제자이고 그리고 P13K/PKB/AKT-의존성 세포질 생존의 음성적 조절자이다.

EGR1 경로 시그니쳐:[0085]

부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 CTO로 처리에 반응한 EGR1 경로를 상향 제어하는 방법을 제공하였다. 조기[0086]

성장 반응 1 (EGRI ) 유전자 산물은 분화 및 성장에 있어서 역활을 갖는 전사 인자이다. 전사 인자 EGR 1은 TGF

βl, PTEN 및 피브로넥틴을 포함하는 다수의 종양 억제자의 직접적 제어자이다. 「Baron V et al., Cancer gene

Therapy 13: 115-124 (2006)」. 어떤 인간에 있어 종양세포 및 조직 EGR 1은 현저한 종양 억제자 기능을 나타내

고 그리고 많은 인간 종양 세포 라인은 이들의 정상 대응자에 반해 EGR 1을 조금 또는 전혀 발현하지 않는다.

EGR 1은 비소세포 폐암, 유방 종양 및 인간 신경교종에서 검출할 수 없는 정도로 감소된다. 인간 종양 세포 라

인에서 ERG 1의 발현은 형질전환을 억제한다. 억제의 메카니즘은 증가된 피르보넥틴 및 플라즈미노겐 활성자 억

제제로 이끄는 TGF-β 1의 직접적인 유도를 포함한다. 「Liu. C et al., Proc Natl Acad Sci 93; 11831-11836

(1996)」. 

EGR 1은 어팝토시스로 이끄는 흑색종 세포에서 P53의 조절에 관련되어 지고 그리고 프로어팝토시스의 억제자 유[0087]

전자 PTEN은 또한 EGR1에 의해 직접적으로 조절된다.

본 발명은 또한 처리된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의 약[0088]

역학 바이오마커를 모니터링함에 의해, EGFR, MEK, VEGF, HDAC, HSP90, ERK, BCK-ABL, p53, ERG1, CEACAM1, 다

이스토닌 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 유전자 조합을 포함하는 하나 또는 그 이상의 유전자 시그니쳐를

제어하면서, 민감성과 유효성은 개선하고 그리고 독성은 감소하도록 CTO 및 조합된 기타 제제를 포함하는 약학

적 조성물에 대한 것이다.

더욱 부가적인 측면에 있어서, 본 발명은 EGFR, MEK, VEGF, HDAC, HSP90, ERK, BCK-ABL, p53, ERG1, CEACAM1,[0089]

다이스토닌 또는 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 유전자 조합을 포함하는 하나 또는 그 이상의 유전자 시그니쳐

의 제어가 증상의 병리학이나 증상학을 방지, 억제 또는 개선하는 포유동물에 있어서 증상을 치료 또는 예방하

는 방법을 제공하고, 이 방법은 단독 치료법으로서 또는 조합적 치료법으로서 치료학적으로 유효한 양의 CTO의

투여를 포함하고, 처리된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의

약역학 바이오마커를 모니터링하는 것을 포함한다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 대상자에 있어 증식적 증상을 방지하거나 또는 치료하는 방법을 제공하고,[0090]

이 방법은 단독으로 또는 다른 제제와 조합하여 치료학적으로 유효한 양의 CTO의 투여를 포함하고, 그리고 처리

된 포유동물로부터 생체 외에서 배양된 성장기털에 CTO에 반응한 신호화 산물의 분자의 약역학 바이오마커를 모

니터링하는 것을 포함한다. 유전자 발현 패턴은 다른 조직에서 확립될 수 있고 뿐만 아니라 다른 질병 상태에서

조직 사이에서 구분을 위해 또는 하나 또는 그 이상의 치료법에 반응한 암과 같은 질환의 예후를 예측하기 위해

확립될 수 있다. 또 다른 패러다임은 유전자 발현 패턴에 기초한 특정하고 커스터마이즈된 제형을 디자인하기

위해 약역학의 플랫폼을 개발하는 것이다.

본 발명은 처리된 약물에 의해 차단된 소정의 경로의 차단에 의해 적용하는 피드백 루프의 것과, 치료 결과를[0091]

최적화하기 위해 억제 유전자를 유도하는 몇몇 경우에 있어서 뿐만 아니라 질병을 개시하는 분자 표적의 지속적

인 억제를 유지하기 위해 어떻게 이들 피드백 루프가 방지되어 질 수 있는가를 이해함과 함께, CTO가 질병 또는

암을 구성하는 분자로 구성되어 지는 다른 표적화된 분자와 조합되어 질 수 있다는 것을 이해함과 함께, 분자의

비정상 특히 질병이나 암의 인식에 기초된 조합 치료의 합리적 선정과 개발에 대한 패러다임을 제공한다.
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본 발명은 몇몇 비정상에 의해 구동된 암을 극복하기 위해서뿐 아니라 CTO 및 조심스럽게 채택된 조합 약물에[0092]

반응한 신호화 산물의 약역학 바이오마커를 모니터링함에 의해, 생체 외에서 배양된 성장기털을 전사적 분석에

의해 약물 내성의 전개를 방지하거나 중화하기 위해 CTO로 몇몇 종양 표적을 억제하는 조합적 약물 요법을 개발

하는 방법으로 전이를 제공한다. 몇몇 표적화된 약물 칵테일을 사용한 현행 복합-약물학 접근법은 성공적이지

않고 그리고 이 칵테일 내 약물의 누적적 독성에 기인한 새로운 문제를 제시하고 있다. 본 발명은 민감성과 유

효성을 유지하기 위해, 시작부터 또는 약물 내성이 인식되어 진 후에서도 이들을 CTO와 조합함에 의해 약물 내

성 메카니즘에 기인하여 실패하는 표적화된 및 비-표적화된 약물 조합에 대한 구제책을 제공한다.

본 발명의 중요한 실시형태는 머리카락 샘플로부터 15-20 유전자 mRNA 발현 시그니쳐의 판넬의 개발이고 그리고[0093]

치료되지 않은 및 치료된 환자로부터 두발에서 분화적으로 발현된 유전자를 동정하기 위해 아피메트릭스 어레이

데이터에 의해 환자로부터 발생된 cDNA 샘플 상에 이것을 전개한다.

본 발명의 목적은 대상자로부터 얻어진 생체 외에서 인간 성장기털에 카르복시아미도트리아졸 오로트산 (CTO)에[0094]

반응한 분자의 약역학 마커를 평가하기 위한 것이다. CTO는 비-전압 작동 Ca2+ 채널을 억제하여, 세포 안으로

Ca2+ 유입과 세포질 내 저장으로부터 Ca2+ 해리 양자를 억제하고 그리고 AKT, MEK- ERK, 또는 BCR-ABL을 포함하

는 다중 티로신 키나제 신호화, 혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 신호화의 억제 및 칼슘-매개 신호 전달의 파괴를

초래하는, 항종양성 활성을 갖는 구강으로 활성인 제제이다. 보다 자세하게는, 본 발명은 생체 외에서 배양된

인간 성장기털에 CTO에 대한 반응의 전사적 시금에 의해 신호화 산물의 분자 약역학 바이오마커의 평가에 대한

것이다.

6. 실시예[0095]

실시예 1[0096]

Epistem Ltd (Manchester, United Kingdom)에 의해 개발된 뽑힌 털 바이오마커 플랫폼이 생체 외에서 배양된[0097]

인간  성장기털에  CTO에  대한  전사적  반응을  시금하기  위해  사용되었다.  도  la는  전반적인  과정  단계를

기술한다.

뽑은 두발은 CTO로 처리의 직접적인 반응을 평가하기 위한 이상적인 대용물이다. 이것은 비-침습적이고 그리고[0098]

또한 CTO로 처리되어 진 환자로부터의 샘플을 사용하여 사용될 수 있어, 털이 생체 외에서 처리되어 질 필요를

없게  한다.  성장  단계(성장기)에서  두발  상에서  성장하고  그리고  고도로  혈관화된  모낭을  가지는  털이

적절하다. 

공여자 털은 5 남성 공여자 지원자로부터 뽑히고, 바로 유지 배양 배지로 이전되고 그리고 2 μΜ, 5 μΜ, 및[0099]

10 μΜ 카르복시아미도트리아졸 (CAl)에 동등한 다변하는 농도의 CTO에 노출되었다. 배양물은 8hrs 또는 24hrs

동안 유지되었다. 대조군은, 예를 들어 1 μΜ에서 Tarceva® (JSGFR 억제제) 및 1 μΜ에서 BEZ235 (PI3K 억제

제)가 단지 24시간 동안 사용되었다. 일단 배양되어 지면 털은 품질 조절을 공고히 하기 위해 mRNA 분리 또는

단백질 분석을 위해 특정된 기간에 수집되어 진다. 소량의 RNA (약 5OOng 까지)가 성장기털의 말단에서 구근으

로부터 추출되어 졌다. 대표적인 cDNA가 RNA로부터 제작되고 그리고 유전자 발현 수준이 마이크로어레이 분석에

의해 결정되었다. 048 어피메트릭스 U133 플러스 2.0 어레이에 대한 바이오틴 표지, 분획화 및 하이브리드화가

수행되었다. 생체정보적 분석이 수행되어 CTO 유도 유전자 발현 변화를 동정하였다. 전체적인 과정은 도 1에 제

공되었다.

얻어진 결과는 모든 대비에 대해 강력한 전사적 반응을 보였다. 전사의 높은 수준의 차등 발현이 관찰되었다.[0100]

Tarceva®은 이 임계점에서 CTO 또는 BEZ235보다 적은 분화적 프로브를 보였다. CTO에 대해 분화적 프로브는 복

용량 관련 방식으로 증가했다. CTO는 BEZ235 또는 Tarceva®과 비교한 모든 복용량에서 성장기털에서 전사적으

로 가장 큰 효과를 보였다. 결과는 도 lb에 자세하게 나타냈다. -100배 내지 +25배 차등 발현 범위로 되는 모

구근 전사의 생물학적으로 관련된 변이가 임상적으로 관련된 수준의 CTO에서 관찰되었다. 

실시예 2. [0101]

시그니쳐 스코어가 성장 인자 유전자 시그니쳐의 동정화에 대해서는 Loboda A., et al(Clinical Pharmacology[0102]

& Therapeutics 86:92-96 (2009)에 의해, 그리고 RAS 경로 및 P13K의 시그니쳐의 동정화에 대해서는 Loboda A

et al, BMC Medical Genomics 3: 1 -11(2010)에 의해 자세하게 기술된 바와 같이 평가되었다. 이들 레퍼런스는

여기에 합체되어 진다, 이들은 성장 인자 시그니쳐 유전자 중에서 통계학적으로 풍부한 신호화 경로를 동정하기

위한 진정한 경로 분석 (ingenuity Systems, Redwood City, CA); http://www.ingennity.com 소프트웨어 툴을
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기술한다.  RAS  경로는  공공적으로  이용할  수  있고  그리고  문헌  데이터세트,  즉

https://array.nei.nih.gov/carray/project/woost-00041을 사용하여 분석되어 진다.

두 시간 기간에서 관찰된 프로브에 대해 얻어진 결과는 다음과 같다: 8시간에서 1440 및 24시간에서 2961. 고도[0103]

의 중첩이 2 리스트 사이에서 관찰되었다(39%, p<O.OOOl). 전체 결과는 558 프로브였다(높은 복용량의 CTO/24hr

에서 -75 내지 +33배 범위로 되는 442 유일한 각주된 유전자). 시그니쳐 스코어의 유의성 있는 결과는 그래프로

표시되었다. 프로브 리스트는 표 1에 나타내었다

[표 1][0104]

[0105]

[0106]
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[0107]
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[0120]

표 1에서 프로브 리스트를 사용하여, 다른 시그니쳐의 다변량 분석은 다음의 시그니쳐를 구성하기 위해 이용할[0121]

수 있는 레퍼런스를 사용하여 수행되어, 8hrs 및 24hrs에서 다른 복용량의 CTO (2 μΜ, 5 μΜ, 및 10 μΜ

CAI에 등가)에서의 결과를 분석하였다: -RAS 시그니쳐; 성장 인자 시그니쳐; P13K/mTOR 억제; P13K 억제; MEK

억제; HSP90 억제; HDAC 억제; EGFR 억제; P53 안정화: WNT/β-카테닌 억제; 칼슘 신호화; CAI 억제; 규범적

칼슘 억제; 및 비-전압 신호화.

상기 분석에 대해 얻어진 결과는 도 2b에 상세히 요약되었다. EGFR, MEK 및 HDAC 경로는 CTO에 반응하여 강력하[0122]

게 억제되었다.

반대로, P53과 연계된 경로는 CTO에 반응하여 안정화되었다.[0123]

부가하여, 비-전압 의존성 칼슘 신호화와 연계한 유전자는 강력하게 억제되었다. 이들 결과는 아래에 상세하게[0124]

기술되었다.

실시예 3[0125]

도 3a는 RAS 및 성장 인자 시그니쳐에 대한 다변량 시그니쳐의 결과를 기술한다. 간략하게는, RAS 및 성장 인자[0126]

시그니쳐 (GPS)에서 적당한 하향 제어가 관찰되었고, 억제는 8시간에서 가장 명확하였다. 표 2는 RAS 및 GFS 시

그니쳐의 리스트를 제공한다.

[표 2][0127]
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GFS 및 RAS: 심벌[0128]

[0129]

[0130]

도 3c는 CTO에 반응한 P13K에 대한 결과를 도시한다. P13K 시그니쳐의 강력한 억제가 대조군 BEZ235 처리로는[0131]

관찰되었지만, CTO로는 없었다.

도 3d는 PI3K/mTOR 시그니쳐에 대한 결과를 도시한다. P13K/mTOR 시그니쳐의 강력한 억제가 대조군 BEZ235 처리[0132]

로는 관찰되었지만, CTO로는 없었다.

도 3e는 8hrs 및 24hrs에서 모든 CTO 처리에서 MEKi 시그니쳐의 강력한 억제를 도시한다.[0133]

실시예 4[0134]

도 4a는 CTO 처리에 반응한 HDAC 시그니쳐의 약한 억제를 보여주는 결과를 제공한다. 8hr 및 24hr에서 다른 복[0135]

용량의 CTO에 반응한 HDAC 경로에 대한 시그니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교되었다.

도 4b는 CTO 처리에 반응한 Notch 시그니쳐의 무 억제를 도시한다. 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응[0136]

한 NOTCH 경로에 대한 시그니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교되었다.

도 4c는 CTO에 24hr 노출에서 억제 모드를 보이는 WNTβ-카테닌 시그니쳐를 보여주는 결과를 기술한다. 8hr 및[0137]

24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 WNTβ-카테닌 경로에 대한 시그니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235  및

Tarceva®와 비교되었다.

도 4d는 복용량 의존성인 CTO 처리로 HSP90 시그니쳐의 강력한 억제를 도시한다. 8hr 및 24hr에서 다른 복용량[0138]

의 CTO에 반응한 HSP90 경로에 대한 시그니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교되었다.

도 4e는 CTO 처리로 EGFR 시그니쳐의 아주 강력한 억제를 도시하고 중요하기로는 이것은 모든 복용량의 CTO 및[0139]

시점에서 Tarceva®의 것보다 강력하였다. 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 EGFR 경로에 대한 시그

니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교되었다.

도 4f는 24hr 시점에서 보다 강력한 모든 복용량에서 CTO 처리로 P53 시그니쳐의 유도를 도시한다. 8hr 및 24hr[0140]

에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 P53 경로에 대한 시그니쳐 스코어가 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교

되었다.

실시예 5[0141]

도 5a는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 CAI IPA 경[0142]

로에  대한  시그니쳐  스코어를  도시한다.  CAI에  의해  영향을  받는  유전자에  대해  진정한  경로  분석(IPA)

(Ingenuity Systems, Redwood City, CA)을 사용하여, CTO 반응에 반응한 CAI 시그니쳐의 얼마간의 억제가 10μ

M을 제외하고 관찰되었다. 정보적 유전자를 선정하고 그리고 변화의 방향을 결정하기 위해 CTO 데이터 세트 내

에 FDA <0.05 및 1.5FC에 대해 IPA로부터 29 유전자가 여과될 때, 14 유전자 세트가 얻어졌다.

표 3은 CAI IPA: 심벌을 리스트한다.[0143]
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[표 3][0144]

[0145]

도 5b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 CAI 생체 외[0146]

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 변화 정보의 조직 특이적 방향으로, IPA CAI 리스트의 강력한 복용량

의존성이 관찰되었다. 표 4는 14 유전자 세트를 리스트한다.

[표 4][0147]

심벌: [0148]

[0149]

도 5e는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화[0150]

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 비-전압 의존성 칼슘 신호화 유전자가 조정에 대한 정보를 위해 문헌

내 데이터베이스로부터 동정되었다, 리스트는 표 5에 나타내어 졌다.

[표 5][0151]

심벌:[0152]

[0153]

도 5d는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 모든 유전자[0154]

경로에 대한 칼슘 신호화에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 모든 유전자에 대해 추정된 제어 방향이 동정되

었다. 리스트는 표 6에 제공되었다.

[표 6][0155]

심벌: [0156]

[0157]

도 5e는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화[0158]

경로에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. ANOVA가 정보적 유전자를 거르기 위해 사용되었다(FDR <0.05 및 1.5

FC).

비-전압 의존성 칼슘 유전자의 강력한 억제가 문헌 결정 제어 및 ANOVA 결정 세트 양자에서 CTO 처리를 통해 인[0159]

지되었다. 표 7.

[표 7][0160]

심벌:[0161]

[0162]

도 6a는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 칼슘 신호화[0163]

의 제어를 예측하기 위해 KEGG 칼슘 신호화 및 IPA를 사용한 규범적 칼슘 신호화에 대한 시그니쳐 스코어를 도

시한다. 도 8.
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[표 8][0164]

심벌[0165]

[0166]

도 6b는 24hr에 대한 BEZ235 및 Tarceva®와 비교된 8hr 및 24hr에서 다른 복용량의 CTO에 반응한 제어를 예측[0167]

하기 위해 KEGG 칼슘 신호화 및 IPA를 사용한 규범적 칼슘 신호화 생체 외에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다.

도 9.

[표 9][0168]

유전자 심벌: [0169]

[0170]

실시예 7. [0171]

도 7a는 CAI 시그니쳐 (도 5b) 및 비-전압 의존성 (NVD) 유전자 세트 (도 5c) 양자에 대한 ANOVA 여과된 유전자[0172]

세트를 병합 후 모든 신호화 유전자에 대한 시그니쳐 스코어를 도시한다. 

도 7b는 시그니쳐 뷰 및 PCA 양자에 의한, 다른 CTO 복용량을 분리할 수 있는 31 CAI/칼슘 관련 유전자의 패널[0173]

에서의 결과를 도시한다.

표 10은 31 유전자의 리스트를 제공한다.[0174]
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[표 10][0175]

[0176]
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[0177]

8hr 및 24hr에서 다변하는 복용량의 CTO에 반응하여 얻어진 데이터의 생체정보적 분석의 결과는 조기 성장 반응[0178]

1 유전자 산물(EGRl)이 CTO 처리보다 6배 상향 제어된다는 것을 나타낸다. 반대로, EGR 1은 BEZ235 및 Tarceva

®에 의해 억제된다. EGR l의 상향 제어는 일반적으로 어팝토시스의 다운스트림 이밴트를 포함하는다발성 종양

억제자 결로를 조절한다. 「Lin, C et al Proc Natl Acad Sci 93: 11831-11836 (1996)」. 

도 8은 EGRl 신호화 경로를 도시한다.[0179]

실시예 8. [0180]

암종배아 항원-관련 세포 접합 분자(CEACAM1) (또한 CD66a로 알려짐)가 CTO 및 Tarceva® 처리 양자에 반응하여[0181]

하향 제어되었다.

다이스토니아가 CTO 처리에 반응하여 60배 하향 제어되었다. [0182]

TGF-β 신호화가 CTO로 처리에 반응하여 저해되었다. [0183]

본 발명은 발명의 일 측면의 상세한 설명으로 의도된 실시예에 기술된 실시형태에 의해 범주가 제한되어 지지[0184]

않고 그리고 기능적으로 동등한 어떠한 방법은 밟명의 범주 내로 된다. 실제로, 여기에 기술되고 개시된 것에

부가하여 발명의 다양한 변형이 상기한 상세한 설명으로부터 이 기술분야의 통상인에게 명백할 것이다. 이러한

변형은 첨부된 청구범위의 범주 내로 되는 것으로 의도되다.

이 기술분야의 통상인은 일반적인 실험보다 많지 않은 것, 여기에 기술된 발명의 특정한 실시형태의 어떤 등가[0185]

물을 사용하여 인지하거나 확실히 할 수 있다. 이러한 등가물은 청구범위에 의해 포괄되어 지는 것으로 의도된

다.

등록특허 10-2389934

- 71 -



도면

도면1a

도면1b
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도면2a

도면2b
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도면3a

도면3b
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도면3c

도면3d
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도면3e

도면4a
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도면4b

도면4c
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도면4d

도면4e
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도면4f

도면5a
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도면5b

도면5c
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도면5d

도면5e

등록특허 10-2389934

- 81 -



도면6a

도면6b
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도면7a

도면7b
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도면8
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