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본 발명은 시스플라틴과 베타-라파콘을 유효성분으로 함유하는 항암활성 증진용 조성물에 관한 것이다.

본 발명의 조성물은 시스플라틴(cisplatin)과 베타-라파콘(β-lapachone)이 별개의 용기내에 들어있어, 시스플라

틴이 먼저 투여된 다음 일정시간이 경과한 후, 베타-라파콘이 투여되도록 키트 형태로 된 항암활성 증진용 조성

물이다.

본 발명에 의해, 시스플라틴과 베타-라파콘으로 구성된 조성물이 제공되며, 시스플라틴을 투여한 후, 시간 간격

을 두고 베타-라파콘을 투여함으로써, 시스플라틴이 세포사망뿐만 아니라 NQO1 발현도 증가시키며, 이로 인해,

베타-라파콘에 의한 암세포의 DNA 상해와 세포사망이 증가되는 항암활성 증진용 조성물이 제공된다.

대 표 도 - 도6
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특허청구의 범위

청구항 1 

시스플라틴(cisplatin)과 베타-라파콘(β-lapachone)이 별개의 용기내에 들어있어, 시스플라틴이 먼저 투여된

다음 일정시간이 경과한 후, 베타-라파콘이 투여되도록 키트 형태로 된,

항암활성 증진용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

시스플라틴이 투여된 다음, 12 ~ 24 시간 경과 후, 베타-라파콘이 투여되도록 구성된 것이 특징인,

항암활성 증진용 조성물.

청구항 3 

시스플라틴(cisplatin)과 베타-라파콘(β-lapachone)이 별개의 용기내에 들어있어, 시스플라틴이 먼저 투여된

다음 일정시간이 경과한 후, 베타-라파콘을 투여하되, 

시스플라틴과 베타-라파콘이 1 : 0.5 ~ 10 몰비로 투여되도록 키트형태로 된,

항암활성 증진용 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서,

시스플라틴이 투여된 다음, 12 ~ 24 시간 경과 후, 베타-라파콘이 투여되도록 구성된 것이 특징인,

항암활성 증진용 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 조성물에 있어서,

시스플라틴이 세포사망뿐만 아니라 생존하는 세포의 NQO1 발현도 증가시키며, 이로 인해, 베타-라파콘에 의한

암세포의 DNA 상해와 세포사망이 증가되는 것이 특징인,

항암활성 증진용 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 시스플라틴과 베타-라파콘을 유효성분으로 함유하는 항암활성 증진용 조성물에 관한 것이다.[0001]

    배 경 기 술

베타-라파콘(β-lapachone)은 남미의 라파코 나무에서 처음으로 확인된 퀴논(quinone)기를 함유하는 항암물질이[0002]
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다.

베타-라파콘(β-lapachone)은 각종 암의 1, 2기의 암환자에 단독으로 사용하거나, 겜시타빈(gemcitabine)과 같[0003]

은 다른 약제와 함께 사용하여 왔다. 

여러 가지 종류의 암세포를 사망시킬 수 있는 베타-라파콘의 강한 세포독성에 대해서는 이미 오래전에 알려져[0004]

왔으며, 최근에는 다음과 같이 베타-라파콘에 의해 세포사멸(apoptosis)과 클론원성 세포사망(clonigenic cell

death)이 유도되는 기전이 규명되었다.

첫째, 베타-라파콘은 세포분열과정 중에 G1 또는 S 세포주기 진행을 억제하여 세포사멸(apoptosis)이 유발된다.[0005]

따라서, 베타-라파콘은 세포분열을 안하는 정상조직세포에는 무해하나 세포분열을 왕성히 하는 암세포에는 선택[0006]

적으로 사멸시킨다.

둘째, 산화상태의 베타-라파콘은 NQ01이라는 효소의 조정으로 NADH나 NADPH에서 두개의 수소원자를 이전받아 환[0007]

원상태의 베타-라파콘이 되었다가 다시 산화상태의 베타-라파콘으로 돌아가며, 이 과정에서 활성산소가 발생하

여 DNA 손상이 일어나고 결과적으로 세포사망이 일어난다.

또한 상기과정으로 인해 NADH와 NADPH가 산화되면 세포내 Ca
2+ 
증가, ATP 감소, p53의 퇴화, u-칼페인(calpain)[0008]

의 활성, PARP의 활성이 일어나 세포사망이 유도된다.

많은 종양세포에는 정상조직 세포보다 NQ01의 발현과 활성이 상당히 높게 나타나 있으며, 이 사실은 베타-라파[0009]

콘처럼 NQ01에 의해 활성화되는 항암제에 의해 종양세포가 선택적으로 사멸될 수 있음을 의미한다.

NQ01 유전자는 인간 크로모좀 16q22에 위치하며, 항산화 반응요소(ARE)에 의해 주로 조절된다.[0010]

NQO1 유전자는 산화적 스트레스, 항산화물, 생체이물(xenobiotics), 41 ~ 42 ℃의 열처리, 저산소증(hypoxia)[0011]

상태, 그리고 이온화방사선(ionizing radiation)에 의해 활성화된다고 알려져 있다.

따라서, 베타-라파콘과 방사선 치료 또는 온열치료를 병용했을 때 NQ01의 활성화로 인해 큰 항암작용이 있음이[0012]

알려져 있다.

한편, 시스플라틴(cis-diamminedichloroplatinum)은 널리 사용되는 항암제이다.[0013]

이 항암제는 수평면의 시스(cis) 위치에서 염소와 암모늄 이온에 의해 둘러싸인 플라티나 원소에 의해 형성된 4[0014]

각 평면 배위착물인 무기질로서, 중앙의 플라티나 원자와 DNA 손상과 세포사멸로 인한 DNA사이의 공유결합 형성

에 의해 여러 종류의 암에 대해 항암효과를 발휘한다.

이와 같이 항암효과가 뛰어난 시스플라틴을 이용하여 아래와 같이 많은 연구가 시행되고 있다.[0015]

한국등록특허공보 제10-0492016호(안티센스 텔로머라제 생산하는 아데노바이러스 Ad-OA와 항암제 시스플라틴을[0016]

이용한 항암치료방법)에는 텔로머라제의 활성 억제가 가능한 재조합 아데노바이러스 Ad-OA를 이용하여 대표적

항암제인 시스플라틴의 항암제 민감성을 높이는 방법에 관한 것이 공개되어 있다.

한국등록특허공보 제10-0147465호(시스플라틴과 알로에신의 병용투여를 위한 항암요법 조성물)에는 알로에신을[0017]

시스플라틴과 병용함으로써 시스플라틴의 항암효과는 변화시키지 않으면서 시스플라틴에 의해 야기될 수 있는

신장독성 및 간독성 등의 부작용을 현저히 경감시킬 수 있는 항암요법 조성물에 관한 것이 공개되어 있다.

상기와 같은 시스플라틴을 이용한 항암제에 대한 연구는 많이 이루어져 있으나, 시스플라틴과 베타-라파콘과 함[0018]

께 병용함으로써 항암활성 증진효과를 갖는 조성물에 관한 연구는 보고된 바 없다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명은 시스플라틴과 베타-라파콘을 함께 사용함으로써 항암효과를 상승적으로 증가시키는데 목적이 있다. [0019]

시스플라틴을 투여하였을 때 일부 세포는 사망하고 생존한 세포는 NQO1 발현과 활성도가 증가되어있어 그 후에[0020]

투여하는 베타-라파콘에 대한 민감도가 현저히 증가됨으로써 암세포의 DNA 상해가 증가되고 세포사망이 증가될

것이다. 

본 발명의 궁극적 목적은 시스플라틴을 먼저 투여한 후 일정시간 간격을 두고 베타-라파콘을 투여하는 조성물을[0021]
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제공하는데 있다.  

        과제 해결수단

본 발명의 조성물은 시스플라틴(cisplatin)과 베타-라파콘(β-lapachone)이 별개의 용기내에 들어있어, 시스플[0022]

라틴이 먼저 투여된 다음 일정시간이 경과한 후, 베타-라파콘이 투여되도록 키트 형태로 된 항암효과 증진용 조

성물이다.

또한, 시스플라틴과 베타-라파콘이 서로 분리된 형태로 존재하여 각각 일정시간 간격을 두고 주사용 증류수에[0023]

용해시켜 투여할 수도 있다.

더 구체적으로 설명하면, 본 발명은 시스플라틴이 투여된 다음, 12 ~ 24 시간 뒤에 베타-라파콘이 투여되도록[0024]

하는 것이 바람직하다.

본 발명의 발명자들은 베타-라파콘을 사용함에 있어서 종래의 단일 사용 경우보다 시스플라틴과 함께 사용했을[0025]

때 그 효과가 확연히 크다는 것을 발견했고, 그 효과를 더욱 높일 수 있는 탁월한 방법을 찾아내기 위해 수없이

많은 연구를 하였다.

그 결과, 시스플라틴과 베타-라파콘을 함께 사용할 때 적용 순서나 시간 간격 등에 따라 효과가 확연히 다르다[0026]

는 것을 알게 되었다.

보다 구체적으로 설명하면, FSall 종양세포를 이용하여 연구한 결과, 시스플라틴으로 먼저처리하고 12 ~ 24 시[0027]

간 경과한 후에 베타-라파콘을 투여될 때 그 항암효과가 상승적으로 증가함을 확인하였다.

도 1에서 보는 바와 같이, FSall  세포를 시험관내에서 베타-라파콘으로 처리할 시 클론원성 사망(clonogenic[0028]

death)이 베타-라파콘의 농도에 비례하여 증가하였다.

세포에 시스플라틴을 투여하고, 즉시 베타-라파콘을 처리했을 때보다 12 ~ 24 시간 후에 베타-라카콘을 처리할[0029]

시, 세포사망이 상승적으로 증가하였고, 그 상승작용은 베타-라파몬의 농도고 5 μM이상일 때 더욱 현저히 나타

났다(도 2B).

시스플라틴이나 베타-라파콘에 의한 DNA 손상을 γ-H2AX foci 형성 방법으로 연구하였다.[0030]

도 3에서 보는 바와 같이 시스플라틴이나 베타-라파콘 단독에 의해서 γ-H2AX foci가 형성되는데 시스플라틴으[0031]

로 처리하고 24 시간 후에 베타-라파콘으로 처리하였을 때 γ-H2AX foci가 더 형성되며, 이는 DNA손상이 현저히

증가됨을 나타내는 것이다.

면역염색된 세포의 콘포컬 레이저 스캐닝 현미경관찰(도 4A)과 웨스턴 블랏팅실험(도 4B)은 시스플라틴으로 투[0032]

여하면 투여 24 시간 후 NQ01 발현이 증가된다는 것을 명확히 증명하였다.

중요한 것은 디쿠마롤은 NQ01의 활성을 억제하는 물질인데 베타-라파콘에 의한 세포사망이 디쿠마롤에 의해 감[0033]

소되며 이는 베타-라파콘에 의한 세포사망이 NQ01에 의해 조절됨을 의미한다(도 5).

C3H 마우스 다리에 FSaII 종양세포를 이식하여 종양의 지름이 0.5 ~ 0.7 cm 정도 되었을 때 시스플라틴, 베타-[0034]

라파콘, 시스플라틴/베타-라파콘 병용으로 실험하였다.

그 결과, 시스플라틴이나 베타-라파콘 단독으로 치료했을 때보다 시스플라틴과 베타-라파콘을 24 시간 간격으로[0035]

투여하였을 때 종양성장이 현저히 억제됨을 관찰하였다(도 6).

따라서, 본 발명에서는 시스플라틴과 베타-라파콘으로 구성된 조성물을 사용하였을 때, 시스플라틴에 의해 NQ01[0036]

의 발현이 상승되어 베타-라파콘의 항암효과를 현저하게 증가시킨다는 것을 알 수 있다. 

        효 과

본 발명에 의해, 시스플라틴과 베타-라파콘을 유효성분으로 함유하는 조성물이 제공된다.[0037]

또한, 시스플라틴을 투여한 후, 시간 간격을 두고 베타-라파콘을 투여함으로써, 시스플라틴이 세포사망뿐만 아[0038]

니라 생존하는 세포의 NQO1 발현도 증가시키며, 이로 인해, 베타-라파콘에 의한 암세포의 DNA 상해를 증진시켜

세포사망을 증가시키는 항암효과 증진용 조성물이 제공된다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용
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이하, 본 발명에 대하여 실시예 및 실험예를 통하여 보다 상세히 설명하나, 이들이 본 발명의 범위를 제한하는[0039]

것은 아니다.

<실시예 1> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 1[0040]

베타-라파콘(β-Lapachone,  3,4-dihydro-22,2-dimethyl-2H-naphthol[1,22b]pyran-5,6-dione)과  시스플라틴[0041]

(cisplatin ; cis-diamminedichlorplatinum)은 시그마사(St. Louis, MO)로부터 구입하여 준비하였다.

베타-라파콘은 디메틸술폭시화물(dimethyl sulfoxide,DMSO) 5 μM에 각각 용해시켜 -20 ℃에서 저장하였다.[0042]

그 저장 베타-라파콘 용액을 시험관 실험에서는 배지로 원하는 농도로 희석하였고, 생체내 실험에서는 HP-β-[0043]

CD(β-hydroxypropyl-β-cyclodextrin)에서 원하는 농도로 희석하여 사용하였다.

시스플라틴은 시험관 실험에서는 배지에서 원하는 농도로 희석하였고, 생체내 실험에서는 생리식염수에서 소정[0044]

의 농도로 희석하여 사용하였다.

C3H 마우스의 섬유육종(fibrosarcoma)인 FSaII 세포의 초기세대를 액체질소에 냉동시켜 보관했고, 시험관내에서[0045]

정기적으로 해동하여 배양했다.

통상적인  방법과 같이,  세포는 RPMI  1640  배지(Gibco  BRI,  Grand  Island,  NY)  에 10  %  우태혈청(Hyclone[0046]

Laboratories Inc., Logan, UT), 페니실린(50 units/mL), 스트렙토마이신(50 ㎍/mL) 을 첨가한 배지에서 37 ℃

(온도조건), 공기 95 %,  CO2 5%(습도조건)인 환경에서 배양되었다.

FSaII 세포의 배증기는 23 ±3 h 이었다.[0047]

FSaII 세포에 상기 준비해둔 시스플라틴 5 μM을 1시간 처리한 후, PBS로 세척하고 12 시간동안 배양한 후에,[0048]

베타-라파콘 2.5 μM를 4 시간 동안 처리하도록 구성되었다.

<실시예 2> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 2[0049]

실시예 1과 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 5.0 μM을 사용하였다.[0050]

<실시예 3> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 3[0051]

실시예 1과 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 7.5 μM를 사용하였다.[0052]

<실시예 4> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 4[0053]

실시예 1과 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 10 μM를 사용하였다.[0054]

<실시예 5> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 5[0055]

실시예 1과 같은 방법으로 하되, FSaII 세포에 상기 준비해둔 시스플라틴 5 μM을 1시간 투여한 후, PBS로 세척[0056]

하고 24 시간동안 배양한 후에, 베타-라파콘 2.5 μM를 4 시간 동안 투여하도록 구성되었다.

<실시예 6> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 6[0057]

실시예 5와 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 5 μM를 사용하였다.[0058]

<실시예 7> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 7[0059]

실시예 5와 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 7.5 μM를 사용하였다.[0060]
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<실시예 8> 본 발명의 항암활성 증진용 조성물 8[0061]

실시예 5와 같은 방법으로 하되, 베타-라파콘 10 μM를 사용하였다.[0062]

<비교예 1 ~ 4> 항암활성을 갖는 조성물[0063]

시스플라틴을 농도별(2.5, 5, 7.5, 10 μM)로 단독 투여한 후, 1 시간동안 배양하도록 구성되었다.[0064]

<비교예 5 ~ 8> 항암활성을 갖는 조성물[0065]

베타-라파콘을 농도별(2.5, 5, 7.5, 10 μM)로 단독 투여한 후, 4 시간동안 배양하도록 구성되었다.[0066]

<실험예 1> 클론원성 생존율 측정실험[0067]

1. 실험방법[0068]

C3H 마우스의 섬유육종(fibrosarcoma)인 FSaII 세포의 초기세대를 액체질소에 냉동시켜 보관하고, 시험관내에서[0069]

정기적으로 해동하여 사용하였다.

이때, FSaII 세포의 배증기는 23 ±3 h 이었다.[0070]

지수생장기(exponential growth phase)에 있는 상기 세포는 EDTA 1 mmol/L이 포함된 트립신 용액(0.25 %)으로[0071]

10 분동안 투여하여 단일세포로 분산시켜 준비하였다.

이때, 배지는 10 % 우태혈청이 포함된 RPMI 1640 배지로 준비하였으며, 적정수의 세포를 상기 RPMI 1640 배지 5[0072]

mL가 함유된 플라스틱 T-25타입의 조직배양 플라스크 25 cm
3
에 이식하였다.

공기 95%, CO2 5% 대기상태의 습도조건과 37 ℃ 온도조건에서 상기 세포를 배양한 후, 배양된 세포에 시스플라틴[0073]

또는 베타-라파콘을 농도별(비교예 1 내지 8)로 각각 투여한 후, 배양하였다.

배양 후 생성된 콜로니는 메탄올과 아세트산 혼합물(10:1 v/v)로 고정시킨 다음, 물로 헹군 후, 1 % 크리스탈[0074]

바이올렛(crystal violet)으로 염색하였다.

50개 세포 이상이 포함된 적정수의 콜로니가 측정하였고, 이를 생존세포 부분으로 계산하였다.[0075]

2. 실험결과[0076]

1) 시스플라틴과 베타-라파콘의 단독 투여에 따른 FSaII 종양세포의 클론원성 생존에 대한 효과[0077]

상기 실험결과, 도 1과 같이 나타났다.[0078]

즉, 배타-라파콘 투여(비교예 1 내지 4)에서는 클론원성 세포의 생존율이 배타-라파콘 2.5 μM로 투여할 시에는[0079]

약간 감소하였으나, 그 이상의 농도에서는 급격히 감소되었음을 알 수 있었다.

시스플라틴 투여(비교예 5 내지 8)에서는 농도가 높을수록 기하급수적으로 축소됨을 확인하였다.[0080]

2) 시스플라틴과 베타-라파콘의 병용투여에 따른 FSaII 종양세포의 클론원성 생존에 대한 효과[0081]

FSaII 세포의 클론원성 생존율에 대한 시스플라틴과 베타-라파콘의 병용투여시 나타내는 효과는 도 2A와 같이[0082]

나타났다.

시스플라틴 5 μM 단독 투여(비교예 2)시 세포생존율이 14.0 ±1.5 % 감소하였고(도 2A-a), 베타-라파콘 5 μM[0083]

단독 투여(비교예 6)시 세포생존율이 18.1 ±2.9 %로 감소하였다(도 2A-b).

시스플라틴 5 μM와, 베타-라파콘 5 μM를 함께 혼합하여 투여한 경우의 세포생존율은 2.5 %로 감소하였다(도[0084]

2A-c).

시스플라틴 5 μM를 먼저 투여한 다음 세척하고, 즉시 베타-라파콘 5 μM를 투여한 경우에는 세포생존율이 2.1[0085]
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±0.5 %로 감소하였다(도 2A-d).

시스플라틴 5 μM를 먼저 투여한 다음 세척하고, 12시간 경과 후 베타-라파콘 5 μM를 투여한 경우(실시예 2)에[0086]

는 세포생존율은 1.4 ±0.7 %로 감소하였다(도 2A-e).

시스플라틴 5 μM를 먼저 투여한 다음 세척하고, 24 시간 경과 후 베타-라파콘 5 μM를 투여한 경우(실시예 6)[0087]

에는 세포생존율은 0.24 ±0.5 %로 감소하였다(도 2A-f).

상기와 같이, 세포생존율은 시스플라틴과 베타-라파콘을 혼합하여 함께 투여하는 것보다 시스플라틴을 투여한[0088]

후, 12 ~ 24 시간이 경과된 다음에 베타-라파콘을 투여할 시, 세포사망효과가 현저히 나타냄을 알 수 있었다.

상기 실험결과를 토대로, 더 구체적으로 베타-라파콘을 농도별로 투여할 시 나타내는 FSaII 세포의 클론원성 생[0089]

존율에 대해서 확인하였다(도 2B).

즉, 비교예 5 내지 8에서 나타내는 생존곡선과 실시예 5 내지 8에서 나타내는 세포생존곡선을 비교하였으며, 이[0090]

결과는 도 2B에 나타내었다.

도 2B에 나타나 있듯이, 시스플라틴 투여 한 다음 24시간 경과 후, 베타-라파콘을 농도별로 투여할 시(실시예 5[0091]

내지 8) 농도가 높을수록 유의적으로 경사가 급하게 생성됨을 확인할 수 있었다. 

이는 시스플라틴으로 처리하면, 24 시간 뒤에는 NQO1의 발현이 증가됨으로써 베타-라파콘에 대한 민감도가 뚜렷[0092]

하게 증가한다는 것을 명백히 나타내는 것이다.

<실험예 2> γ-H2AX foci 형성 측정실험[0093]

1. 실험방법[0094]

FSaII  종양세포에서  DNA이중나선  손상의  특징인  히스톤  H2AX  변형체의  인산화(γ-H2AX)  foci  형성을[0095]

측정하였다.

세포는 조직배양 챔버 슬라이드위에 분주하였고, 37 ℃에서 배양하며, 시스플라틴 5 μM 단독투여, 베타-라파콘[0096]

5 μM 단독투여 및 시스플라틴을 먼저 투여한 후 베타-라파콘를 투여하였다.

그 후 각각 PBS로 2회 세척하였고, 아세톤과 메탄올 1:1 혼합물로 20 분 동안 고정한 후, 1시간 동안 anti-γ-[0097]

H2AX 항체(1:300 dilution in 1% bovine serum albumin)를 배양한 후, 1시간 동안 FITC (Invitrogen Co.)로 접

합된 2차 항체를 배양하였다.

이를 다시 PBS로 3회 세척한 다음, 세포를 4',6'-diamidine-2-phenylindole(DAPI;  Invitrogen  Co)로 구성된[0098]

antifade 시약 혼합물로 고정시켰다.

γ-H2AX foci는 콘포컬 형광현미경으로 측정하였다.[0099]

2. 실험결과[0100]

도 3(A,B)에 나타나 있듯이, 무투여한 대조군에서는, γ-H2AX foci수가 2 ~ 7로 다양하게 모든 세포에서 관찰되[0101]

었으며, 7 foci 이상이 관찰되는 세포들은 γ-H2AX 양성세포로 계산된다.

γ-H2AX 양성세포의 수와 세포의 전체 수, 즉 각 필드에서 DAPI로 염색된 세포로부터 γ-H2AX 양성세포의 %를[0102]

계산하게 된 것이다.

시스플라틴 5 μM을 투여한 다음에 세척 후 0시간과 24시간째 각각 43.8 %와 66.7 %로 γ-H2AX 양성을 나타내었[0103]

다.

베타-라파콘 5 μM를 투여한 다음 1시간 뒤에 즉시 확인한 경우, 73.3 %의 세포가 γ-H2AX양성이었다.[0104]

세포에 시스플라틴 5 μM을 투여한 후, 각각 0시간과 24시간 뒤에 베타-라파콘 5 μM을 투여한 경우에는, 각각[0105]

77.7 %와 92.2 %의 세포가 γ-H2AX양성으로 나타났다.

따라서, γ-H2AX 양성세포의 %는 시스플라틴 투여 후 24시간 동안 증가하고, 시스플라틴과 베타-라파콘을 24시[0106]

간 간격을 두고 병용투여하면 시스플라틴만 투여한 경우보다 DNA 손상으로 인한 γ-H2AX foci를 유도하는 것이
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더 효과적임을 알 수 있었다.

<실험예 3> NQO1 발현 확인실험[0107]

1. 실험방법[0108]

세포에서 NQO1  수준에 대한 시스플라틴 투여효과는 면역형광현미경법 (immunofluorescence  microscopy  metho[0109]

d)을 이용하여 실험하였다.

지수생장기(exponential growth phase)에 있는 FSaII 종양세포에 시스플라틴 2 μM로 1 시간 처리하고, 세척한[0110]

후, 37 ℃에서 완전배지에서 다양한 기간 동안 배양한 다음, PBS로 세척하였다.

아세톤과 메탄올 1 : 1 혼합물로 20분 동안 고정한 다음, 1 % 소혈청단백질(bovine serum albumin) 로 세포를[0111]

투여하고,  항-NQO1  항체(PBS로 1:100  희석 ;  Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc.)과 2시간 동안 배양한 다음,

FITC (Invitrogen Co)로 접합된 2차 항체로 1 시간 동안 더 배양하였다.

상기 세포들은 DAPI (Invitrogen Co)로 구성된 Prolong gold antifade 시약 10 ㎕로 고정시킨 후, 콘포컬 레이[0112]

저 스캐닝 형광현미경으로 NQO1 발현을 측정하였다.

2. 실험결과[0113]

도 4A는 FSaII 종양세포를 시스플라틴 2 μM로 1시간 처리한 후 0, 12, 24시간째에 에서 NQO1의 발현을 콘포컬[0114]

레이저 스캐닝 형광현미경을 이용해 관찰한 결과를 보여준다. 

세포의 핵은 DAPI로 염색되었다. [0115]

그것은 대조군 세포에서 NQO1 발현이 거의 나타나지 않았으며, 세포의 작은 분획물은 시스플라틴 투여 후 즉시[0116]

NQO1이 발현되었다.

그러나, NQO1 발현은 시스플라틴 투여 후 12 시간과 24 시간째에 현저히 증가하였다.[0117]

<실험예 4> NQO1 발현에 대한 웨스턴블랏팅 분석[0118]

1. 실험방법[0119]

상기 실험예 3의 결과를 토대로 NQO1 발현에 대한 시스플라틴의 효과를 웨스턴블랏법으로 실험하였다.[0120]

FSaII 종양세포들은 시스플라틴에 1 시간 노출시킨 다음, 2회 세척하고 RPMI 1640 배지로 37 ℃에서 다양한 시[0121]

간(0, 4, 8, 12, 24 시간)동안 배양시켰다.

상기 세포들을 EDTA 1 mmol/L이 포함된 트립신 용액 0.25 %로 10분 동안 수확하였고, 냉각된 PBS로 2회 세척한[0122]

다음, 가용성 완충용액(pH  7.4,  1%  Triton  X-100,  0.1%  sodium  dodecyl  sulfate,  20  mM  Tris-HCl,  150  mM

sodium fluoride, 2 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride, 10 mM iodoacetamide, 10 ㎍/mL aprotinin and 10

㎍/mL leupeptin)으로 용해하였다.

단백질 60 ㎍이 포함된 분주액을 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 12%로 고정하고 전기영동하였다.[0123]

상기  겔에서  분리된  폴리펩타이드는  트랜스퍼(transfer)  완충용액(192  mM  glycine,  25  mM  sodium  dodecyl[0124]

sulfate, and 10% methanol)에서 Hybond-P (Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, IL) 위에서

트랜스-블랏(Trans-Blot)을 했다.

블랏은 nonfat dry milk가 포함된 pH 7.4 TBST 용액으로 블락킹하였고, anti-NQO1 항체(1:1000 희석액 ; Santa[0125]

Cruz Biotechnology, Inc.)로 배양한 후, anti-rabbit 면역글로불린G 2차 항체(1:1000 희석액; Amersham Life

Sciences, Inc.)로 접합된 HRP(horseradish peroxides)로 투여하였다.

면역반응 밴드는 화학발광법을 이용하여 관찰하였다.[0126]

블랏 밀도는 Image J computer program (National Institutes of Health, USA)을 사용하여 결정하였다.[0127]

동일한 표본 부하는 베타-튜불린에 대항하는 마우스 단클론항체로 동일 블랏 재반응을 통해 확인하였다. [0128]
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2. 실험결과[0129]

도 4B는 5 μM 시스플라틴으로 1시간 처리한 FSaII 세포에 발현된 NQO1을 웨스턴블랏으로 확인한 것이다.[0130]

각 블랏 위에서 보여지는 숫자들은 블랏들의 상대적 강도이다. [0131]

대조군 FSaII 세포에서 NQO1의 발현은 거의 나타나지 않았으나, 시스플라틴 투여 후 24 시간째에는 NQO1의 발현[0132]

이 두배 증가됨을 확인할 수 있었다.

<실험예 5> 디쿠마롤(dicoumarol)의 효과실험[0133]

1. 실험방법[0134]

디쿠마롤은 NQO1의 역할을 소멸시킬 수 있는 물질이다. [0135]

NQO1이 본 발명의 항암활성 증진용 조성물에 의해 야기된 세포사멸에 연관되는지 여부에 관해 디쿠마롤을 이용[0136]

하여 실험하였다.

FSaII 종양세포에 디쿠마롤 50 μM(Sigma Chemical Co.)와 베타-라파콘 5 μM를 각각 단독으로 처리하여 4 시간[0137]

동안 배양한 후, 클론원성 세포사망을 확인하였다.

또, 베타-라파콘 5 μM와 디쿠마롤 50 μM을 혼합하여 클론원성 세포사망을 확인하였다.[0138]

또한, 시스플라틴 5 μM로 투여한 후 1 시간동안 배양하고 이를 PBS로 2회 헹군 다음, 24 시간동안 37 ℃에서[0139]

배양한 후, 베타-라파콘 5 μM를 넣고 4 시간동안 배양한 후, 클론원성 세포사망을 확인하였다.

마지막으로, 또한, 시스플라틴 5 μM로 1 시간동안 투여한 후 이를 PBS로 2회 헹군 다음, 24 시간동안 37 ℃에[0140]

서 배양한 후, 베타-라파콘 5 μM과 디쿠마롤 50 μM를 4 시간동안 넣은 후, 클론원성 세포사망을 확인하였다.

2. 실험결과[0141]

상기 실험결과, 도 5에 나타나 있듯이, 디쿠마롤만 단독투여 경우에는 FSaII 세포의 클론원성 생존에는 어떤 변[0142]

화도 없음을 알 수 있었다.

베타-라파콘을 단독투여한 경우에는 클론원성 세포 생존이 약 32.9 ±0.38 %로 줄어들었음을 알 수 있었다.[0143]

디쿠마롤과 베타-라파콘을 함께 투여한 경우에는, 세포 생존이 62.0 ± 5.03 %이었고, 이는 세포를 베타-라파콘[0144]

단독으로 투여한 후 관찰한 세포생존(32.9 ±0.38 %)보다 높게 나타났으며, 이는 디쿠마롤에 의한 NQO1 억제가

베타-라파콘의 세포독성을 억제시킨다는 것을 증명하는 것이다.

상기 결과를 토대로, 세포에 시스플라틴 5 μM을 1시간 동안 투여한 다음  24 시간동안 37 ℃에서 배양한 후 베[0145]

타-라파콘 5 μM 을 투여한 경우에는 세포 생존이 0.52 ± 0.18 %로 줄어들었으며, 여기에 디쿠마롤을 함께 투

여한 경우에는 6.05 ± 1.17 %로 줄어들었다. 

이는 시스플라틴에 의한 베타-라파콘 민감도 증가는 시스플라틴이 NQO1 발현을 증가시킴으로써 일어난다는 것을[0146]

의미하는 것이다.

<실험예 6> 암세포 성장 억제 확인실험[0147]

1. 실험방법[0148]

배양시 지수생장기(exponential growth phase)에 있는 FSaII 세포는 트립신 투여에 의해 수확하였고, 무혈청 배[0149]

지에서 배지로 2회 세척하고 현탁하였다.

무혈청 배지 0.05 mL에 2×10
5 
cells을 C3H 암컷 마우스(무게 약 20g) 뒷다리 피하내에 주사하였다.[0150]

7 ~ 9 일 동안 종양이 90 ~ 110 ㎣로 자랐을때 마우스를 임의로 4 그룹으로 나누었다.[0151]

생리식염수에 용해된 시스플라틴을 주사 직전 HP-β-CD(β-hydroxypropyl-β-cyclodextrin) 용액에 용해시켰다.[0152]

한 그룹의 마우스는 1, 3, 5, 7 일째 시스플라틴 2 ㎎/㎏을 복강주사 하였다.[0153]
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또 다른 그룹의 마우스는 2, 4, 6, 8일째 베타-라파콘 40 ㎎/㎏을 복강주사 하였다.[0154]

또 다른 그룹의 마우스는 시스플라틴이나 베타-라파콘을 하루 걸러 격일로 4회씩 각각 투여하였다(1,3,5,7 일째[0155]

/2,4,6,8 일째).

각 종양의 최단 직경과 최장 직경을 캘리퍼로 측정하였고, 종양 부피는 전통방식(V=a
2
b/2 ; 이때 a와 b는 각각[0156]

최단 직경과 최장 직경임)으로 계산하였다.

동물실험은  프로토콜에  따라  수행하였다(Protocol  number:0412A66350,  approved  by  the  University  of[0157]

Minnesota Institutional Animal Care Use Committee).

2. 실험결과[0158]

도 6은 C3H 마우스의 뒷다리에 피하 주사한 FSaII 종양의 성장에 대한 베타-라파콘 단독, 시스플라틴 단독 및[0159]

시스플라틴과 베타-라파콘 병용투여의 효과를 보여준다.

대조군 종양의 부피가 5 배 증가하는데 6.8 ± 0.4 일이 소요되었다.[0160]

실험쥐는 베타-라파콘 40 mg/kg을 4번 격일로 투여하였을 때는, 종양 부피가 5 배 증가하는데 7.7 ± 0.4 일이[0161]

소요되었다.

시스플라틴 2 mg/kg을 격일로 4번 투여한 후의 종양부피가 5 배 증가하는데는 10.8 ± 0.8 일이 소요되었으며,[0162]

이는 대조군 종양에 비해 4.0 일 더 길어졌다는 것이다.

시스플라틴와, 베타-라파콘을 격일로 투여하는 치료를 네 번 반복하였을 때 종양부피가 5 배 증가하는데, 15.4[0163]

± 1.4일이 소요되었다.

이는 대조군 종양에 비해 8.6 일 더 길어진 것이다.[0164]

이러한 결과는 시스플라틴 투여 후, 일정시간이 지난 후 베타-라파콘을 투여하면 종양성장을 상승적으로 억제한[0165]

다는 것을 증명하는 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 농도별로 각각 시스플라틴과 베타-라파콘을 단독투여시 FSaII 종양세포의 생존율을 나타내는 그래프.[0166]

도 2는 FSaII 종양세포의 클론원성 생존율을 나타내는 그래프[0167]

 A : FSaII 종양세포의 클론원성 생존율(%)에 대한 그래프.[0168]

    a: 시스플라틴 단독투여     b: 베타-라파콘 단독투여[0169]

    c: 시스플라틴과 베타-라파콘 혼합한 후 투여[0170]

    d: 시스플라틴 투여하고, O h 경과 후 베타-라파콘 투여[0171]

    e: 시스플라틴 투여하고, 12 h 경과 후 베타-라파콘 투여[0172]

    f: 시스플라틴 투여하고, 24 h 경과 후 베타-라파콘 투여[0173]

    B : FSaII 종양세포의 생존곡선.[0174]

     ○: 여러 농도의 베타-라파콘 단독 처리[0175]

     ●: 5 μM 시스플라틴으로 처리하고 24시간 후에 여러 농도의 베타-라파콘으로 처리[0176]

도 3은 FSaII 종양세포속의 γ-H2X foci 표현[0177]

 A : 세포의 γ-H2X foci(위)와 DAPI 염색(아래)의 콘포컬 형광현미경 사진[0178]

     대조군 : 무투여[0179]

     Cis-0 h: 시스플라틴 1 h 단독투여 직후[0180]

     Cis-24 h: 시스플라틴 1 h 단독투여 후 24시간 째[0181]
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     β-Lap: 베타-라파콘 4 h 단독투여 직후[0182]

     Cis(0h)β-Lap: 시스플라틴 1 h 투여 후 바로 베타-라파콘 4 h 투여[0183]

     Cis(24h)β-Lap: 시스플라틴 1 h 투여하고, 24 시간 경과 후 베타-라파콘 4 h 투여[0184]

 B : γ-H2AX foci 의 발현율(%)에 대한 그래프[0185]

     Cis-0 h: 시스플라틴 1 h 단독투여 직후[0186]

     Cis-24 h: 시스플라틴 1 h 단독투여 후 24시간 째[0187]

     β-Lap: 베타-라파콘 4 h 단독투여 직후[0188]

     Cis.0h.β-Lap.0 h : 시스플라틴 1 h 투여 후 바로 베타-라파콘 4 h 투여[0189]

     Cis.24 h.β-Lap.0 h : 시스플라틴 1 h 투여하고, 24 시간 경과 후 베타-라파콘 4 h 투여[0190]

도 4는 FSaII 종양세포에서 NQO1 발현에 대한 현미경 사진 및 전기영동 사진[0191]

 A : NQO1의 면역염색 현미경 사진[0192]

 B : NQO1에 대한 웨스텃블랏 전기영동 사진[0193]

도 5는 FSaII 세포의 사망에 대한 디쿠마롤의 효과를 나타내는 그래프[0194]

  Dic: 디쿠마롤 단독투여[0195]

  β-Lap: 베타-라파콘 단독투여[0196]

  Dic+ β-Lap: 디쿠마롤 + 베타-라파콘 함께 투여[0197]

  Cis+ β-Lap: 시스플라틴을 투여 후 1시간 동안 배양하고, 세척한 다음 이를 24 시간 동안 배양한 다음, 베[0198]

타-라파콘을 투여하고 4시간 동안 배양

  Cis+Dic+β-Lap: 시스플라틴을 투여 후 1시간 동안 배양하고, 세척한 다음 이를 24 시간 동안 배양한 다음,[0199]

베타-라파콘과 디쿠마롤을 투여하고 4시간 동안 배양

도 6은 FSaII 종양의 성장 억제 결과를 나타내는 그래프[0200]
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