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명 세 서

청구범위

청구항 1 

데시타빈(Decitabine), 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 유효성분으로 포함하는 난소암의

예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로서, 

상기 조성물은 벨로테칸(Belotecan), 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물과 병용 투여되는 것을

특징으로 하는, 약학적 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여 난소암 세포주의 증식능력을 억

제하는 것인, 약학적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여 난소암 세포주의 사멸효과를 향

상시키는 것인, 약학적 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 약학적으로 허용가능한 담체, 부형제 또는 희석제를 추가로 포함하는 약학적 조

성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물은 벨로테칸, 또는 약학적

으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물과 동시, 순차적 또는 역순으로 병용 투여되는 것을 특징으로 하는, 약

학적 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 약학 조성물은 복강 내 투여, 정맥 내 투여, 근육 내 투여, 피하 투여, 피 내 투여, 국소 투여, 비 내 투

여, 폐 내 투여 및 직장 내 투여로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상의 투여방법으로 투여되는,

난소암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 7 

(i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및

(ⅱ) 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 유효성분으로 포함하는, 난소암의 예방

또는 치료용 키트. 
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청구항 8 

데시타빈 또는 식품학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 식품학적으로 허용가능한 그의 염을 유효성

분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 9 

데시타빈 또는 사료학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 사료학적으로 허용가능한 그의 염을 유효성

분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 사료용 조성물.

청구항 10 

데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염을 유효성분으

로 포함하는, 난소암 세포주의 증식 억제용 조성물.

청구항 11 

데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염을 유효성분으

로 포함하는,　난소암 전이 억제용 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 난소암 예방 또는 치료를 위한 데시타빈 및 벨로테칸의 병용 요법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

난소암 (Ovarian cancer)은 전 세계적으로 가장 치명적인 부인 암 중 하나이다. 미국에서 2019년 난소암으로 인[0003]

한 암 사망 건수는 13,980 명 (여성 암 사망의 4.9 %)으로 추정되며, 한국에서는 난소암의 발생이 점차 증가하

고 있는 추세이다. 그러나 난소암에 대한 효과적인 진단 방법이 없어 대부분의 난소암은 치료가 어려운 단계에

서 진단되어 높은 재발 및 사망률을 보인다.

난소암의 예후가 좋지 않은 이유는 난소암 발병 초기에 증상이 거의 없기 때문에 조기 진단이 어렵고 진행성 난[0004]

소암의 경우 항암제 내성을 가지고 있기 때문이다. 난소암이 초기에 진단되었을 때 5년 생존율이 90% 이상에 달

하지만, 후기에 발견되어 전이가 진행된 상태라면 5년 생존율이 30% 이하로 급감하게 된다.

하지만, 난소암을 진단받은 환자들의 75% 이상이 난소 근처 또는 복강으로 전이가 일어난 뒤에야 난소암을 진단[0006]

받고 있고, 난소암 치료 후 약 70% 정도의 환자들은 항암제 내성과 함께 재발을 나타낸다. 파클리탁셀과 시스플

라틴 병용 화학 요법은 1996년 난소암 환자 치료의 표준으로 도입된 이래 지속적으로 사용되며, 개선된 수술,

보조 치료 및 화학 요법 약물의 조합에도 불구하고 난소암은 지속적으로 재발하고 있다.

현재까지 난소암에 어느 정도 효과가 있는 화합물로서 벨로데칸(Belotecan)을 사용하고 있으나, 보다 효과가 우[0007]

수한 약물을 개발할 필요성이 대두되어 왔다. 

선행기술문헌

특허문헌
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(특허문헌 0001) KR  10-1902355 B1   [0009]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 데시타빈(Decitabine),  또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸[0010]

(Belotecan), 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 병용하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료를

위한 요법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 함유하는, 난소암[0011]

예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로서, 상기 약학적 조성물은 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의

염 또는 용매화물과 병용 투여되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 함유하는, 난소암[0012]

예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로서, 상기 약학적 조성물은 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의

염 또는 용매화물과 병용 투여되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은, 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또[0013]

는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는, 조합물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은, 상기 조합물을 포함하는 난소암 예방, 개선 또는 치료를 위한 약학적 조성물을 제[0014]

공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은, 상기 조합물을 포함하는 난소암 예방, 개선 또는 치료를 위한 약학적 키트를 제공[0015]

하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은, 상기 조합물, 약학적 조성물, 또는 약학적 키트를 이를 필요로 하는 개체에 투여[0016]

및/또는 사용하는 단계를 포함하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은 데시타빈 또는 식품학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 식품학적으로[0017]

허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물을 제공하는 것이

다.

본 발명의 또 하나의 목적은 데시타빈 또는 사료학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 사료학적으로[0018]

허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 사료용 조성물을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 하나의 목적은 데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로 허용[0019]

가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 세포주의 증식 억제용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은 데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로 허용[0020]

가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는,　난소암 전이 억제용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 하나의 목적은, 약학적 유효량의 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을[0021]

포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물을 이를

필요로 하는 개체에 병용 투여 및/또는 병용 사용하는 단계를 포함하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료 방법을

제공하는 것이다. 

본 발명의 또 하나의 목적은 상기 조합물, 약학적 조성물, 또는 약학적 키트의 난소암의 예방, 개선 또는 치료[0022]

용도, 및/또는 난소암의 예방, 개선 또는 치료를 위한 약제의 제조를 위한 용도를 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

이를 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 한편, 본 발명에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설[0024]

명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 발명에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 발명의 범주에

속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의하여 본 발명의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.
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또한, 당해 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 통상의 실험만을 사용하여 본 발명에 기재된 본 발명의 특정[0025]

양태에 대한 다수의 등가물을 인지하거나 확인할 수 있다. 또한, 이러한 등가물은 본 발명에 포함되는 것으로

의도된다.

또한, 본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및[0026]

특허문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본

발명의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

본 발명의 하나의 양태는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또는 약[0028]

학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 병용하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료를 위한 요법이다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 함유하는, 난소[0029]

암 예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로서, 상기 약학적 조성물은 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그

의 염 또는 용매화물과 병용 투여되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물이다.

본 발명의 다른 하나의 양태는 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 함유하는, 난소[0030]

암 예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로서, 상기 약학적 조성물은 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그

의 염 또는 용매화물과 병용 투여되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물이다.

본 발명의 '데시타빈(Decitabine)' 핵산 합성 억제제 역할을 하며, 특정 혈액 세포가 기능을 발휘하지 못하는[0032]

상태인 골수이형성 증후군과 급성 골수성 백혈병(AML)의 치료를 위한 약물로 사용된다. 상기 데시타빈의 IUPAC

Name은 4-Amino-1-(2-deoxy-β-D-erythro-pentofuranosyl)-1,3,5-triazin-2(1H)-one이며, 본 발명에서 데시타

빈은 시판되는 것 또는 공지된 화학적 합성법으로 제조된 것 어느 것을 이용하여도 무방하며, 5-아자-2'-디옥시

사이티딘(5-aza-2'-deoxycytidine)으로도 지칭되며 Dacogen이라는 상품명을 가지며, 하기 화학식 1로 기재되는

화학식을 가진다.

[화학식 1][0033]

[0034]

본 발명의 '벨로테칸(Belotecan)'은 벨로테칸은 화학요법에 사용되는 약물로서, 소세포 폐암 및 난소암에 사용[0036]

되는  반합성  캄토테신  유사체이다.  상기  벨로테칸의  IUPAC  Name은  (4S)-4-Ethyl-4-hydroxy-11-[2-

(isopropylamino)ethyl]-1H-pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinoline-3,14(4H,12H)-dione이며,  본  발명

에서 벨로테칸은 시판되는 것 또는 공지된 화학적 합성법으로 제조된 것 어느 것을 이용하여도 무방하다. 상기

벨로테칸은 Camtobell이라는 상표명을 가지며, 하기 화학식 2의 구조를 갖는다.
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[화학식 2][0037]

[0038]

한편, 본 발명의 화합물들은 특정 구조식을 갖는 화합물뿐만 아니라, 이의 클라드레이트(clathrates), 수화물,[0040]

용매화물, 또는 다형체를 포함하는 의미이다. 또한 본 발명의 화합물은 이의 약학적으로 허용가능한 염이 언급

되지 않을 경우 본 발명 화합물의 약학적으로 허용 가능한 염도 포함하는 의미이다. 일 실시예에 본 발명의 화

합물은 입체이성질체적으로 순수한 화합물들(예를 들어, 다른 입체이성질체가 실질적으로 없는(예를 들어, 85%

ee 이상, 90% ee 이상, 95% ee 이상, 97% ee 이상, 또는 99% ee 이상)) 로 존재할 수 있으나 이에 제한되는 것

은 아니다.

용어 "수화물(hydrate)"은 비공유 분자간의 힘에 의해 결합된 화학량론적 또는 비-화학량론적인 양의 물을 포함[0041]

하는 본 발명의 화합물 또는 이의 약학적으로 허용 가능한 염을 의미한다.

용어 "클라드레이트(clathrate)"은 게스트 분자(예를 들어, 용매 또는 물)를 가두어 놓은 공간(예를 들어, 채널[0042]

(channel))을 포함한 결정 격자의 형태의 본 발명의 화합물 또는 그것의 염을 의미한다.

"약학적으로 허용" 또는 "약제학적으로 허용"된다는 어구는 약학적 제제로 사용하기에 적합한 것을 의미하며,[0043]

건전한 의학적 판단 범위 내에서 과도한 독성, 자극, 알레르기 반응 또는 기타 문제 또는 합병증 없이 인간 및

동물의 조직과 접촉하여 사용하기에 적합하고, 합리적인 이익/위험 비율을 갖는 화합물, 물질, 조성물 및/또는

투여 형태를 지칭하기 위해 사용될 수 있다. 

본 발명의 용어 "약학적으로 허용가능한 염" 또는 "약제학적으로 허용가능한 염"은 모(parent) 화합물이 이의[0044]

산 또는 염기 염을 제조함으로써 변형되는 개시된 화합물의 유도체를 지칭한다. 약학적으로 허용되는 염의 예는

아민과 같은 염기성 잔기의 미네랄 또는 유기산 염; 카복실산과 같은 산성 잔기의 알칼리 또는 유기 염 등을 포

함하지만, 이에 제한되지 않는다. 본 발명의 약학적으로 허용가능한 염의 예시로, 염산염, 브롬화 수소산염, 요

오드화 수소산염, 불화 수소염, 황산염, 설폰산염, 시트르산염, 캄포린산염, 말레산염, 아세트산염, 락트산염,

니키틴산염, 질산염, 숙신산염, 인산염, 말론산염, 말린산염, 살리실산염, 페닐아세트산염, 스테아르산염, 포른

산염, 푸마르산염, 우레아, 나트륨, 칼륨, 칼슘, 마그네슘, 아연, 리튬, 신남산염, 메틸아미노, 메탄설폰산염,

피크린산염, p-톨루엔설폰산염, 나프탈렌설폰산염, 타르타르산염, 트리에틸아미노, 디메틸아미노 및 트리(하이

드록시메틸)아미노메탄과 같은 제약분야에서 통상 사용되는 염을 들 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명의 약학적으로 허용가능한 염은 통상적인 화학적 방법에 의해 염기성 또는 산성 모이어티를 함유하는 모[0045]

화합물로부터 합성될 수 있다. 일반적으로 이러한 염은 유리 산 또는 염기 형태의 상기 화합물을 물에서 또는

에테르, 에틸 아세테이트, 에탄올, 이소프로판올 또는 아세토니트릴 또는 이들의 혼합물과 같은 유기 희석제에

서 충분한 양의 적절한 염기 또는 산과 반응시킴으로써 제조될 수 있다.

용어 "용매화물" 또는 "약학적으로 허용가능한 용매화물"은 하나 이상의 용매 분자와 화합물의 결합으로부터 형[0046]

성된 용매화물이다. 용매화물이란 용어는 수화물(예를 들어, 헤미수화물, 일수화물, 이수화물, 삼수화물, 사수

화물 등)을 포함한다.

본 발명에 따른 약학적 조성물은 약학적 분야의 통상적인 방법에 따라 제조될 수 있다. 상기 약학적 조성물은[0048]

제형에 따라 약학적으로 허용가능한 적절한 담체와 배합될 수 있고, 필요에 따라, 부형제, 희석제, 분산제, 유

화제, 완충제, 안정제, 결합제, 붕해제, 용제 등을 더 포함하여 제조될 수 있다. 상기 적절한 담체 등은 본 발
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명에 따른 화합물의 활성 및 특성을 저해하지 않는 것으로, 투여 형태 및 제형에 따라 달리 선택될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 또는 희석제를[0049]

추가로 포함할 수 있다.  약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 조성물은 비경구의 여러 가지 제형일 수

있다. 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또

는 부형제를 사용하여 조제될 수 있다. 비경구투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제,

동결건조제제, 좌제가 포함될 수 있다. 비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜 (propylene glycol), 폴리에

틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테로 등이 사용될 수 있

다. 좌제의 기제로는 위텝솔 (witepsol), 마크로골, 트윈 (tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등

이 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 약학적 조성물 및 병용성분의 바람직한 투여량은 환자의 상태, 체중, 질병의 정도, 약물형태,[0050]

투여경로 및 기간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 그러나, 바람직한 효과를 위해서

는 1일 0.0001 내지 100 mg/kg으로, 구체적으로는 0.001 내지 100 mg/kg으로 투여할 수 있다. 투여는 하루에

한 번 투여할 수도 있고, 수회 나누어서 투여할 수도 있다. 다만, 상기 투여량에 의해서 본 발명의 범위를 한정

하는 것은 아니다.

본 발명에 따른 약학적 조성물은 복강 내 투여, 정맥 내 투여, 근육 내 투여, 피하 투여, 피 내 투여, 국소 투[0051]

여, 비 내 투여, 폐 내 투여 또는 직장 내 투여에 의해서 투여될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

또한, 본 발명의 약학적 조성물은 이에 제한되지는 않으나, 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제, 현탁제, 내용액[0053]

제, 유제, 시럽제, 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제 및 좌제로 이루어진 군으로부터 선

택되는 어느 하나의 제형을 가질 수 있다.

본 발명에 따른 약학적 조성물의 각 구성 성분은 약학적으로 유효한 양으로 약학적 조성물에 포함될 수 있다. [0054]

"약학적으로 유효한 양"은 의학적 용도에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 혈관 투과성 증가를 억제 또[0055]

는 완화하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령, 성별, 약물의 활성, 약물

에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의

학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다.

상기 약학적 조성물의 유효 용량 수준은 사용 목적, 환자의 연령, 성별, 체중 및 건강 상태, 질환의 종류, 중증[0056]

도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 방법, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 배합 또는

동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 달리 결정될 수 있다. 예를 들

어, 일정하지는 않지만 일반적으로 0.001 내지 100mg/kg으로, 예를 들어 0.01 내지 10mg/kg을 일일 1회 내지 수

회 투여될 수 있다. 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

상기 약학적 조성물은 목적 또는 필요에 따라 당업계에서 사용되는 통상적인 방법, 투여 경로, 투여량에 따라[0057]

적절하게 개체에 투여될 수 있다. 투여 경로의 예로는 경구, 비경구, 피하, 복강 내, 폐 내, 및 비강 내로 투여

될 수 있으며, 비경구 주입에는 근육 내, 정맥 내, 동맥 내, 복강 내 또는 피하투여가 포함된다. 또한 당업계에

공지된 방법에 따라 적절한 투여량 및 투여 횟수가 선택될 수 있으며, 실제로 투여되는 본 발명의 약학적 조성

물의 양 및 투여 횟수는 치료하고자 하는 증상의 종류, 투여 경로, 성별, 건강 상태, 식이, 개체의 연령 및 체

중, 및 질환의 중증도와 같은 다양한 인자에 의해 적절하게 결정될 수 있다.

용어, "투여"는 어떠한 적절한 방법으로 대상에게 본 발명의 약학적 조성물을 도입하는 것을 말하며, 투여 경로[0058]

는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 비경구의 다양한 경로를 통하여 투여될 수 있다. 

상기 약학적 조성물은 난소암이 발생할 수 있는 임의의 동물에 투여할 수 있고, 상기 동물은 예를 들어, 인간[0059]

및 영장류뿐만 아니라 소, 돼지, 말, 개 등의 가축 등을 포함할 수 있다. 일부 실시 양태에서 상기 동물은 인간

을 제외한 동물일 수 있다.

본 발명에서, "병용 투여", "병용되는" "병용하는"은 단지 동시의 투여를 의미하는 것뿐만이 아니라, 데시타빈,[0061]

또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용

매화물이 개체에 함께 작용하여 각 물질이 본연의 기능과 동등하거나 그 이상의 수준을 수행할 수 있는 투여 형
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태일 수 있다.  따라서, 본원에서, "병용"이란 용어가 사용될 경우 이는 동시, 개별, 순차, 또는 역순 투여를

나타내는 것으로 그 순서가 무제한 인 것으로 이해되어야 한다. 상기 투여가 순차, 역순 또는 개별적인 경우,

투여의 순서는 특별히 제한되지 않고 다만 2차 성분 투여의 간격은 상기 병용의 이로운 효과를 잃지 않도록 하

는 것이어야 한다.

본 발명에서 (i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물 및 (ii) 벨[0062]

로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물은 다음과 같은 형태로 투여될

수 있으나, 이에 제한되지 않는다:

 a) (i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 (ii) 벨로테칸, 또는 약학적으로 허[0063]

용가능한 그의 염 또는 용매화물이 혼합된 하나의 혼합물(mixture)로 투여; 또는

 b) (i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 (ii) 벨로테칸, 또는 약학적으로 허[0064]

용가능한 그의 염 또는 용매화물이 분리된 형태로 투여되는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

(i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 (ii) 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가[0065]

능한 그의 염 또는 용매화물이 분리된 형태일 경우, 상기 (i) 및 (ii)는 별개의 제제로 제제화되어 동시, 개별,

순차, 또는 역순으로 투여될 수 있는 것일 수 있다.

병용 투여 시 사용되는 각각의 활성 성분의 치료상 유효한 투여량은 사용되는 특정 화합물 또는 제약 조성물,[0066]

투여 모드, 치료하고자 하는 증상, 치료하고자 하는 증상의 심각도, 온혈 동물의 종, 체중, 성별, 식이상태 및

연령에 따라 달라질 수 있다. 따라서, 본 발명의 화합물들을 사용하는 투여 섭생은 투여 경로, 및 환자의 신장

및 간 기능을 비롯한 다양한 인자에 따라 선택된다. 당업계의 외과의사, 임상학자 또는 수의사는 증상 진행을

예방, 대응 또는 저지하는 데 요구되는 유효량의 약물을 용이하게 결정하고 처방할 수 있다. 독성없이 효율을

얻는 범위 내의 약물 농도를 달성하는데 최적의 정확도는, 부위를 표적으로 하는 약물의 사용가능성의 역학을

근거로 하는 섭생을 요구한다. 이것은 약물의 분포, 평형 및 제거를 고려하는 것을 포함한다. 따라서 투여량 섭

생, 즉 본 발명의 임의의 개별 구성성분의 투여 수준 및 투여 빈도는 최적의 치료 반응을 제공하기 위해 조정될

수 있다.

본 발명의 상기 조성물은 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여 난소암 세포주의 증식능력을 억제하는[0067]

것일 수 있으며, 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여 난소암 세포주의 사멸효과를 향상시키는 것일

수 있다. 

본 발명의 일 실시예에서는 데시타빈과 벨로테칸의 병용 투여시 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여[0068]

아폽토시스(apoptosis)가 증가함을 확인하였으며, 마우스 동종이식 모델에서 데시타빈과 벨로테칸의 병용 투여

시 데시타빈 또는 벨로테칸의 단독 투여에 비하여 종양 성장이 현저하게 감소함을 확인하였다. 이는 데시타빈과

벨로테칸의 병용 투여시의 난소암 치료에 대한 현저한 시너지 효과를 확인한 것이다.

본 발명의 다른 하나의 양태는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또[0069]

는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조합물이다.

본 발명에서 용어 "조합물(combination)"은 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및[0070]

벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물의 병용 투여 용도를 갖는 것으로, 병용 용도

(combined used)와 같은 의미로 이해될 수 있다. 이는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용

매화물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물이 병용되는 것을 특징으로 하는 약학

적 조성물 및 약학적 키트 형태도 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 다른 하나의 양태는 (i) 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 (ⅱ) 벨[0072]

로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 유효성분으로 포함하는, 난소암의 예방 또는 치

료용 키트이다. 본 발명에서 "키트"는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로

테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 병용 투여하기 위해, 본 발명에 따른 조합물 또는

조성물을 포함하는 것일 수 있다. 구체적으로 본 발명의 키트에는 하나의 제제로 제제화된 데시타빈, 또는 약학

적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물,

또는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한

그의 염 또는 용매화물 각각의 개별 제제를 포함할 수 있다. 상기 키트는 두 물질의 병용 투여에 필요한 물질을
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추가적으로 포함할 수 있다. 그러나 반드시 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명에서 용어, "키트"는 조립을 해서 무엇을 바로 만들 수 있도록 부품들을 모아 놓은 것으로서, 본 발명에[0073]

서는 상기 난소암 질환을 예방 또는 치료할 수 있도록 제공한 실험적 용품을 모아둔 것을 의미한다.

본 발명의 용어 “난소암 (Ovarian cancer)”은 전 세계적으로 가장 치명적인 부인 암 중 하나이다. 대다수의[0075]

난소암은 난소 상피세포로부터 유전적 변이 발생에 따라 악성 종양으로 발생되어 상피성 난소암으로 명명된다.

상피성  난소암은  조직병리학적  분석을  통해  장액성  난소암(serous  carcinoma),  점액성  난소암(mucinous

carcinoma),  자궁내막양  난소암(endometrioid  carcinoma),  투명세포암(clear  cell  carcinoma)으로  분류된다

(Kaku T et al., Med Electron Microsc, 36:9-17, 2003). 한국에서는 난소암의 발생이 점차 증가하고 있는 추

세이다. 그러나 난소암에 대한 효과적인 진단 방법이 없어 대부분의 난소암은 치료가 어려운 단계에서 진단되어

높은 재발 및 사망률을 보인다.

본 발명의 용어, "치료"는 치료하고자 하는 대상체 또는 세포의 천연 과정을 변경시키기 위해 임상적으로 개입[0076]

하는 것을 지칭하고, 이는 임상 병리 상태가 진행되는 동안 또는 이를 예방하기 위해 수행할 수 있다. 목적하는

치료 효과에는 질병의 발생 또는 재발을 예방하고, 증상을 완화시키며, 질병에 따른 모든 직접 또는 간접적인

병리학적 결과를 저하시키며, 전이를 예방하고, 질병 진행 속도를 감소시키며, 질병 상태를 경감 또는 일시적

완화시키며, 차도시키거나 예후를 개선시키는 것이 포함된다. 구체적으로, 상기 약학적 조성물의 투여로 난소암

의 증세를 호전시키거나 이롭게 변경하는 모든 행위를 의미하고, "예방"은 상기 약학적 조성물의 투여로 난소암

의 발병을 억제하거나 지연시키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명의 용어 "개선" 은 본 발명의 조성물 투여에 의해 난소암과 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를[0077]

적어도 감소시키는 모든 행위를 의미한다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물; 및 벨로테칸, 또[0079]

는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조합물, 약학적 조성물, 또는 약학적 키트를 이를

필요로 하는 개체에 투여 및/또는 사용하는 단계를 포함하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료 방법이다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 약학적 유효량의 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물[0080]

을 포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물을 이

를 필요로 하는 개체에 병용 투여 및/또는 병용 사용하는 단계를 포함하는, 난소암 예방, 개선 또는 치료 방법

이다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 약학적 유효량의 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물[0081]

을 포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 약학적 조성

물, 또는 약학적 키트의 난소암의 예방, 개선 또는 치료 용도, 및/또는 난소암의 예방, 개선 또는 치료를 위한

약제의 제조를 위한 용도이다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 약학적 유효량의 데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물[0082]

을 포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 난소암의 전

이억제용 약학적 조성물을 제공하는 것이다.

데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으[0084]

로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물, 난소암, 예방 및 치료에 대해서는 상기 다른 양태에서 상술한 바와

같다.

본 발명의 다른 하나의 양태는 데시타빈 또는 식품학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 식품학적으[0086]

로 허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물이다. 

본 발명의 식품 조성물은 환제, 분말, 과립, 침제, 정제, 캡슐 또는 액제 등의 형태를 포함하며, 본 발명의 조[0087]

성물을 첨가할 수 있는 식품으로는, 예를 들어, 각종 식품류, 예를 들어, 음료, 껌, 차, 비타민 복합제, 건강보
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조식품류 등이 있다.

또한, 상기 언급한 바와 같이 식품 보조 첨가제를 추가로 첨가할 수도 있는바 식품 보조 첨가제는 당업계에 통[0088]

상적인 식품 보조 첨가제, 예를 들어 향미제, 풍미제, 착색제, 충진제, 안정화제 등을 포함한다.

상기 천연 탄수화물의 예는 모노사카라이드, 예를 들어, 포도당, 과당 등; 다이사카라이드, 예를 들어 말토스,[0089]

슈크로스 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린 등과 같은 통상적인 당, 및 자일리톨,

소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다. 상술한 것 이외에 향미제로서 천연 향미제 (예를 들어 레바우디오시드

A, 글리시르히진 등) 및 합성 향미제 (사카린, 아스파르탐 등)를 유리하게 사용할 수 있다.

상기 외에 본 발명의 식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등[0090]

의 풍미제, 착색제 및 중진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로

이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산 음료에 사용되는 탄산화제 등을 포함할 수

있다. 그밖에 천연 과일쥬스 및 과일 쥬스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 포함할 수 있다. 이러한 성

분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다.

상기 건강보조식품은 건강기능식품 및 건강식품 등을 포함한다.[0091]

상기 건강 기능(성) 식품 (functional food)이란, 특정보건용 식품(food for special health use, FoSHU)와 동[0092]

일한 용어로, 영양 공급 외에도 생체조절기능이 효율적으로 나타나도록 가공된 의학, 의료효과가 높은 식품을

의미한다. 여기서 "기능(성)"이라 함은 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과

같은 보건용도에 유용한 효과를 얻는 것을 의미한다. 본 발명의 식품은 당 업계에서 통상적으로 사용되는 방법

에 의하여 제조가능하며, 상기 제조시에는 당 업계에서 통상적으로 첨가하는 원료 및 성분을 첨가하여 제조할

수 있다. 또한 상기 식품의 제형 또한 식품으로 인정되는 제형이면 제한 없이 제조될 수 있다. 본 발명의 식품

조성물은 다양한 형태의 제형으로 제조될 수 있으며, 일반 약품과는 달리 식품을 원료로 하여 약품의 장기 복용

시 발생할 수 있는 부작용 등이 없는 장점이 있고, 휴대성이 뛰어나, 본 발명의 식품 조성물은 난소암의 예방

또는 개선의 효과를 증진시키기 위한 보조제로 섭취가 가능하다.

본 발명의 또 다른 하나의 양태는 데시타빈 또는 사료학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 사료학적[0094]

으로 허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 예방 또는 개선용 사료용 조성물이다. 

상기 사료 조성물에는 데시타빈, 벨로테칸 외에도 약학적, 식품학적 또는 사료용으로 허용되는 공지의 담체, 안[0095]

정화제, 또는 첨가제가 포함될 수 있다. 예를 들어, 품질 저하를 방지하기 위하여 첨가하는 결착제, 유화제, 보

존제 등이 있고, 효용 증대를 위하여 사료에 첨가하는 아미노산제, 비타민제, 효소제, 향미제, 비단백질태질소

화합물, 규산염제, 완충제, 추출제, 올리고당 등이 있다. 그 외에도 사료 혼합제 등을 추가로 포함할 수 있으며

이에 한정된 것은 아니다. 상기 사료 조성물은 필요에 따라 비타민, 아미노산류, 미네랄 등의 각종 양분, 항산

화제 및 기타의 첨가제 등을 포함할 수도 있으며, 그 형상으로서는 분체, 과립, 펠릿, 현탁액 등의 적당한 상태

일 수 있다. 본 발명의 사료 조성물은 단위 동물에 대하여 단독으로 또는 사료에 혼합하여 공급할 수 있다. 본

발명의 사료는 특별히 한정되는 것은 아니고, 개, 고양이, 말, 소 등 동물용이면 제한이 없으며, 분말 사료, 고

형 사료, 건사료, 습식사료, 모이스트 펠릿 사료, 드라이 펠릿 사료, EP(Extruder Pellet) 사료, 날먹이 등 어

떠한 사료라도 무방하다.

본 발명의 또 다른 하나의 양태는 데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로[0097]

허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 난소암 세포주의 증식 억제용 조성물이다. 

본 발명의 또 다른 하나의 양태는 데시타빈 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염; 및 벨로테칸 또는 약학적으로[0098]

허용가능한 그의 염을 유효성분으로 포함하는,　난소암 전이 억제용 조성물이다. 

데시타빈, 또는 약학적으로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물을 포함하는 조성물; 및 벨로테칸, 또는 약학적으[0099]

로 허용가능한 그의 염 또는 용매화물, 및 난소암에 대해서는 상기 다른 양태에서 상술한 바와 같다.

발명의 효과
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본 발명의 병용 투여 요법은 단일 투여 요법에 비해 향상된 효과를 가져, 난소암의 예방 또는 치료에 유용하게[0101]

사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 5개의 난소암 세포주의 정보에 관한 것이다. 구체적으로 각 세포주에서 TP53  및 ARID1A의 조직학적[0103]

유형, 기원 및 돌연변이 유형을 나타낸다. 

도 2는 인간 및 마우스 난소 암종 세포주의 세포 생존 가능성을 나타낸 것이다. 세포를 표시된 용량의 벨로테칸

또는 토포테칸으로 처리한 결과를 나타내며 열린 원은 벨로테칸을 나타내고 닫힌 원은 토포테칸 치료군을 나타

낸다(n=3). 벨로테칸과 토포테칸은 ES-2[A] 및 TOV-112D[D] 세포에서 나노 몰 용량으로 처리되었고 SKOV3[B],

TOV-21G[C]  및 ID8[E]  세포에서 마이크로 몰 용량으로 처리되었다. 통계적 유의성은 별표로 표시된다(***P <

0.001, **P < 0.01, *P < 0.05).

도 3은 다양한 용량의 데시타빈으로 처리한 후 인간 및 마우스 난소 암종 세포주의 세포 생존율을 나타낸 것이

다. 선 그래프는 ES-2[A], TOV-21G[C], SKOV3[B], TOV-112D[D] 및 ID8[E] 세포에서 수행된 MTT 분석 결과를 나

타낸다. 통계적 유의성은 별표로 표시된다(***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05).

도 4는 벨로테칸과 다양한 용량의 데시타빈을 병용 처리한 후, 인간 난소 암 세포주에서 세포 생존 가능성을 검

증한 것이다. 막대 그래프는 ES-2[A], SKOV3[B], TOV-21G[C] 및 TOV-112D[D] 세포의 생존율에 대한 벨로테칸과

데시타빈의 추가 효과를 나타낸다. 그래프는 3개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균 ± 표준 편차로 표현된다.

대조군과 비교한 통계적 유의성은 별표로 표시된다(***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05). 소문자 a는 벨로테

칸 단독요법과의 통계적 차이를 나타낸다.

도 5는 48시간 동안 벨로테칸 및/또는 데시타빈으로 처리한 후, 인간 난소암 세포주 ES-2[A], SKOV3[B], TOV-

21G[C] 및 TOV-112D[D]의 세포사멸을 나타낸 것이다. 도트 플롯은 Annexin V 및 PI로 염색된 세포에 대한 유세

포 분석 결과를 보여준다. 막대 그래프는 Annexin V- 및 PI- 이중 양성 세포의 상대 값을 나타낸다. 그래프는 3

개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균 ± 표준 편차로 표현된다. 통계적 유의성은 별표로 표시된다(***P  <

0.001, **P < 0.01, *P < 0.05). 소문자 a는 벨로테칸 단독요법과의 통계적 차이를 나타낸다.

도 6은 24시간 동안 데시타빈으로 처리한 후 TNF 및 TGFB1의 전사 발현을 나타낸 것이다. 막대 그래프는 ES-2[A

및 F], SKOV3[B 및 F], TOV-21G[C 및 G] 및 TOV-112D [D와 H]에서 데시타빈 처리 후 TNF 및 TGFB1 mRNA의 상대

적 발현 수준을 나타낸다. 그래프는 3개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균 ± 표준 편차로 표현된다. 통계적

유의성은 별표로 표시된다(***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05).

도 7은 데시타빈 처리 후 마우스 비장의 림프구에 대한 유세포 분석을 나타낸 것이다. 데시타빈(0.25 mg/kg)을

1일 5회, 2일에 6회, 2일에 10회 복강내 투여하였다. SSC-A/FSC-A 등고선 플롯은 림프구 크기에 따른 게이팅을

나타낸다. 이중선을 제거하기 위해 세포를 FSC-A/FSC-H에서 게이팅하였다. 세 번째 행의 플롯은 대조군[A], 5회

[B], 6회[C] 및 10회[D] 처리된 마우스(n=1)에서 CD3+CD8+ T 세포의 백분율을 나타낸다. 통계적 유의성은 별표

로 표시된다(***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05).

도 8은 [A] 수술, 그룹화, 치료 및 희생을 포함한 실험 절차의 타임라인을 나타낸 것이다. 구체적으로, 마우스

의 피하로 ID8 세포(100 μl 중 1.0 x 10
7
)를 이식하였다. 마우스에게 벨로테칸(0.17 mg/kg) PBS 또는 벨로테칸

(0.17 mg/kg)과 데시타빈(0.25 mg/kg)의 조합을 주사하였다. 데시타빈은 2일 간격으로 6회 주사하였고, 최종 치

료 2주 후에 데이터를 측정하였다. [B] 표는 각 처리군(n=5)에서 마우스의 피하 종양 크기와 질량을 측정한 결

과를 나타낸다. [C] 그래프는 피하 종양의 부피를 나타낸다(n=5). [D] 막대 그래프는 마우스 비장(n=3)의 CD3+

T 세포 비율의 상대 값을 나타낸다. [E 및 F] 막대 그래프는 각 치료군(n=3)에서 마우스 비장의 CD8+PD-1+ T 세

포 및 CD8+CTLA4+ T 세포 비율의 상대값을 나타낸다. 막대 그래프의 데이터는 평균 ± SD로 표시된다. 통계적

유의성은 별표로 표시된다(***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예 및 실험예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예 및 실험예는 본 발명[0104]

을 예시적으로 설명하기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예 및 실험예에 한정되는 것은 아니다.
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제조예 1: 시약[0106]

벨로테칸(Belotecan)(Camtobel®)은  종근당  제약회사(서울,  한국)로부터  공급받았으며,  데시타빈[0107]

(Decitabine)(Decilid®)은  삼양바이오팜(한국,  성남)으로부터  공급받았다.   토포테칸  염산염  수화물(Cat.

T2705)은 Sigma-Aldrich(St.  Louis,  USA)에서 구입하였다. In  vitro  실험을 위해 벨로테칸(2mM)과 토포테칸

(Topotecan)(5mM) 및 데시타빈(20mM)의 스톡 용액을 UPW에 용해시켜 제조하였다. 

제조예 2: 세포 배양[0109]

ES-2  인간  난소  투명세포암종  세포주(Cat.  CRL-1978,  ATCC),  TOV-21G  인간  난소  선암종  세포주(Cat.  CRL-[0110]

11730,  ATCC),  TOV-112D  인간  난소  자궁내막암종  세포주(Cat.  CRL-11731,  ATCC)는  American  Type  Culture

Collection(ATCC)(Manassas, VA, USA)에서 구입하였고, SKOV3 인간 난소 선암종 세포주(Cat. 30077, KCLB)는

한국세포주은행(서울, 한국)에서 구입하였다. 또한, ID8  마우스 난소 표면 상피 세포주(Cat.  SCC145,  Merck

Millipore)는 Merck Millipore(Temecula, CA, USA)에서 구입하였다. 

ES-2세포는 10% 소태아혈청(FBS)이 보충된 McCoy's 5A 배지(Cat. 16600082, Gibco)에서 유지시켰다. TOV-21G[0111]

및 TOV-112D 세포는 10% FBS 및 1% 페니실린/스트렙토마이신이 보충된 DMEM/고농도 글루코스에서 유지시켰다.

SKOV3 세포는 10% FBS 및 1% 페니실린/스트렙토마이신이 보충된 RPMI 1640(HEPES 포함) 배지(Cat. SH30255.01,

Hyclone)에서 유지시켰다. ID8 세포는 4% FBS, 5μg/ml의 인슐린, 5μg/ml의 트랜스페린(transferrin), 5ng/ml

의 나트륨 셀레나이트(sodium selenite) 및 1% 페니실린/스트렙토마이신이 보충된 DMEM/고농도 글루코스에서 유

지시켰다. 모든 세포는 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 성장시켰고, 단층 세포(monolayer cells)는 실험에 사용하

기 위해 70-80% confluence까지 배양하였다.

제조예 3: 세포 생존 가능성 평가[0113]

MTT 검출 키트(Cat. 11465007001, Roche)를 사용하여 세포 생존성을 확인하였다. 생존력 평가를 위해 세포를 96[0114]

웰 배양 플레이트에 접종하고, 다양한 농도의 토포테칸, 벨로테칸 및 데시타빈을 세포에 48시간 동안 처리하였

다. MTT 표지 시약을 세포에 첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 그 후, 배양액을 제거하지 않고 세포에 가용화

용액을 첨가하였다. 37℃에서 밤새 배양한 후, 분광광도계를 사용한 비색 분석으로 반응 웰을 검출하였다.

제조예 4: 세포 사멸 분석[0116]

난소암 세포주에서의 세포사멸 분석을 위해 Annexin V 검출 키트(Cat. 556547, BD Biosciences)를 사용하였다.[0117]

생존율 분석 결과를 바탕으로 각 세포주에 대한 벨로테칸의 농도를 결정하였다. 세포를 벨로테칸 및/또는 데시

타빈으로 48시간 동안 처리하였다. 그런 다음 세포를 수집하고 Annexin V와 요오드화 프로피듐(PI)으로 실온에

서 15분간  염색하였다.  유세포 분석법 검출을 위해 염색된 세포 현탁액을 1X  결합 완충액으로 희석하였다.

Accuri C6 Plus(BD Biosciences)를 사용하여 형광 신호를 분석하였다.

제조예 5: RNA 분리 및 RT-PCR[0119]

전체 RNA 분리를 위해 세포를 5 및 10 μM의 데시타빈으로 24시간 동안 처리하였다. 24시간 처리 후, 세포를[0120]

PBS로 세척하고 Transzol-Up(Cat. ET111-01, TransGen Biotech)을 사용하여 용해시켰다. 전체 RNA 농도와 순도

는  나노드롭(nanodrop)  분광광도계를  사용하여  결정되었다.  StepOnePlus  Real-Time  PCR  System(Applied

Biosystems, USA)을 사용하여 목적 유전자의 발현 수준을 측정 및 분석하였다. 상대적인 유전자 발현 수준을 정

량화하기 위해 2-ΔΔCT 방법을 사용하였다. 모든 샘플의 유전자 발현 수준은 글리세르알데히드-3-인산 탈수소

효소(GAPDH) 발현 수준에 의해 정규화되었다. 각 프라이머는 NCBI GenBank 데이터베이스의 mRNA 서열을 참조하

여 설계하고 Bioneer(Daejeon, Korea)에서 합성하였다. 표적 유전자의 프라이머 서열은 하기 표 1에 나타낸 바

와 같다. 
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표 1

RT-PCR용 프라이머 서열[0122]

Gene symbol GenBank no. Forward primer (5′→3') Reverse primer (5′→3')

TNF NM_000594.4 CCCGACTATCTCGACTTTGC GGGGGTAATAAAGGGATTGG

TGFB1 NM_000660.7 CCCTGGACACCAACTATTGC TGCGGAAGTCAATGTACAGC

GAPDH NM_001289745.3 GGCTCTCCAGAACATCATCC TTTCTAGACGGCAGGTCAGG

제조예 6: 동물[0124]

실험 절차는 고려대학교 동물기관관리위원회(KUIAUCC-2019-0055)의 승인을 받았으며 실험동물 관리 원칙을 준수[0125]

하였다. 4주령 암컷 C57BL/6(J) 마우스를 DBL(인천, 한국)에서 구입하여 적응을 위해 1주일 동안 사육하였다.

모든 마우스는 통제된 환경(12/12시간 명/암 주기, 23℃, 습도 50%)에 사육되었으며 음식과 물을 자유롭게 섭취

하게 하였다. ID8 동종 이식 마우스 모델은 ID8 세포 (100 μl 중 5.0 x 10
7
)를 마우스에 피하 주사하였다. 세

포의 안정적인 성장을 위해 ID8 세포를 주입 전에 PBS와 Matrigel의 1:1 혼합물에 재현탁하였다. 피하 종양 크

기가  50  mm
3
에  도달하면  마우스를  무작위로  세  그룹(n=5)으로  나누었다.  종양  길이와  폭은  캘리퍼로

측정되었다.

제조예 7: 약물 투여[0127]

데시타빈(0.25mg/kg)을 PBS에 희석하고 12일 동안 격일로 6회 복강내 주사하였다. 데시타빈의 용량은 인간의 데[0128]

시타빈 표준 용량(20mg/m2)을 기준으로 결정되었다. 데시타빈 주사 다음날부터 벨로테칸(0.17mg/kg)을 5일간 연

속 복강투여하였다. 벨로테칸을 PBS에 희석하고, 마우스에 대한 투여량은 인간에 대한 표준 치료법(0.5mg/m2)을

기준으로 결정되었다. 대조군 마우스에는 PBS만 주사하였다. 마우스 투여에 대한 항암제의 투여량은 하기 식에

기초하여 계산하였다: B = A/(37×0.081) (A: 사람 투여량, B: 마우스 투여량).

제조예 8: 마우스 비장에서 림프구의 유세포 분석[0130]

비히클, 벨로테칸 및 벨로테칸과 데시타빈을 모두 처리한 마우스로부터 비장을 분리하였다. 신선한 비장 조직을[0131]

70  μm  세포  여과기를  통해  여과하여  비장  세포를  얻었다.  원심분리에 의해 세포를 침전시키고 RBC  Lysis

Buffer(Cat. 42031, BioLegend)에 재현탁하여 적혈구를 제거하였다. 5% FBS를 함유한 새로운 RPMI-1640 배지에

세포를 재현탁시킨 후, 1.0 x 10
6
개의 세포를 계수하고 염색을 위해 새로운 Eppendorf 튜브로 옮겼다. 유세포

분석을 위해 세포를 FITC  항-마우스 CD3ε 항체(Cat.  100305,  BioLegend),  APC  Rat  Anti-Mouse  CD8a  (Cat.

553035, BD Biosciences), PE-Cy™7 Rat Anti-Mouse CD45 (Cat. 552848, BD Biosciences), PE Hamster Anti-

Mouse CD152 (CTLA4) (Cat. 553720, BD Biosciences) 및 PE Hamster Anti-Mouse CD279 (PD-1) (Cat. 561788,

BD Biosciences)와 함께 배양하였다. 항-CD152 및 항-CD279 염색은 별도의 튜브에서 수행되었다. 20분 후에 염

색 용액을 제거하고 세포를 5% FBS-PBS에 재현탁시켰다. 염색된 세포를 FACSVerse(BD Biosciences)로 검출하고

분석하였다.

제조예 9: 통계 분석[0133]

SAS 소프트웨어(Cary, NC, USA)의 General Linear Model Procedure를 사용하여 통계 분석을 수행하였다. 통계[0134]

적 유의성은 Tukey's post hoc test를 통한 one-way ANOVA로 분석되었다. 데이터는 평균 ± 표준 편차(SD)로

표시하였다. P 값이 0.05 미만이면 차이가 유의미한 것으로 간주된다.
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실시예 1: 5가지 유형의 난소암 세포주에서 벨로테칸과 토포테칸의 세포 생존율 효과 확인[0136]

난소암 세포에서 항암제인 벨로테칸과 토포테칸의 치료 반응을 조사하기 위해 ES-2, SKOV3, TOV21G 및 TOV112D[0137]

를 포함한 다양한 유형의 인간 난소암 세포주와 마우스 난소암 세포주 ID8을 사용하였다. 모든 세포주는 도 1에

나타낸 바와 같이, TP53과 ARID1A의 서로 다른 돌연변이 유형을 가지고 있다. 

두 시약(벨로테칸과 토포테칸)의 차이를 보다 명확하게 보여주기 위해 사전 실험을 통해 난소암 세포주별 벨로[0138]

테칸과 토포테칸의 실험 농도 범위를 결정하였다. 벨로테칸과 토포테칸의 세포독성 효과를 비교하기 위해 MTT

분석을 사용하여 세포 생존율을 평가하였다. 

그 결과, 벨로테칸은 ES-2(도 2A), TOV-21G(도 2C) 및 ID8(도 2E)세포주에서 토포테칸에 비해 모든 실험 용량에[0139]

서 세포 생존력을 더 효과적으로 손상시키는 것으로 나타났다. TOV-112D 세포에서 벨로테칸과 토포테칸은 모두

5μM 미만의 농도에서 세포 생존력에 약간만 영향을 미쳤다. 그러나 8μM보다 높은 용량에서 벨로테칸은 토포테

칸에 비해 TOV-112D 세포 생존력을 더 크게 감소시켰다(도 2D). 대조적으로, SKOV3 세포주에서는 벨로테칸과 토

포테칸을 처리한 경우 세포 생존율의 감소가 거의 동일하였다(도 2B). 

상기 결과는 SKOV3를 제외한 난소암 세포에서 벨로테칸의 세포 생존 억제 효과가 토포테칸보다 더 효과적임을[0140]

시사한다.

실시예 2: 5가지 유형의 난소암 세포주의 생존율에 대한 데시타빈의 영향[0142]

다음으로 4가지 유형의 인간 난소암 세포주와 1가지 유형의 마우스 난소암 세포주에서 데시타빈의 항암 효과를[0143]

확인하였다. 

그 결과, ES-2  세포에서 100  μM  데시타빈 처리로 세포 생존력이 약 0.86배(P <  0.01)  감소하였다(도 3A).[0144]

TOV-21G 세포는 100μM 데시타빈에서 약 0.73배(P < 0.001 및 P < 0.05) 생존율의 유사한 감소를 나타냈다(도

3C). SKOV3 및 TOV-112D 세포는 100μM 데시타빈에서 0.97배 및 0.92배(P < 0.05) 감소를 나타내어 생존력에

거의 영향을 미치지 않았다(도 3B 및 도 3D). 반면, 데시타빈은 ID8 세포의 생존력을 유의하게 억제했습니다.

구체적으로, 1 μM에서 0.4배 감소(P < 0.001), 50 μM에서 0.33배 감소(P < 0.001)를 나타냈다(도 3E).

실시예 3: 인간 난소암 세포주에서 벨로테칸과 데시타빈 병용요법의 효과[0146]

난소암 세포주에서 벨로테칸과 병용투여시 세포생존율에 직접적인 영향을 미치지 않는 데시타빈 농도를 확인하[0147]

고자 하였다. 따라서 ES-2, SKOV3, TOV-21G, 및 TOV-112D 세포에서 벨로테칸과 다양한 농도의 데시타빈을 병용

투여했을 때 세포 생존율을 검증하였다. 각 세포주에 대한 벨로테칸의 농도는 생존력 분석의 이전 결과를 기반

으로 결정되었다. 생존력의 40-50% 감소를 유도하는 용량을 병용 치료용으로 선택하였다. 

그 결과, ES-2(도 4A), SKOV3(도 4B) 및 TOV-112D(도 4D) 세포에서 데시타빈은 10μM 고농도에서만 세포 생존[0148]

력을 감소시키는 부가적인 효과를 나타냈다. TOV-21G  세포에서는 벨로테칸 단독 처리에 비해 데시타빈 농도

0.1~10 μM에서 생존율이 통계적으로 감소했다(도 4C).

실시예 4: 인간 난소암 세포주에서 벨로테칸과 데시타빈의 병용치료가 세포사멸 유도에 미치는 영향[0150]

실시예 3의 결과를 바탕으로 벨로테칸과 10μM 데시타빈을 처리한 후 인간 난소암 세포주에서 세포사멸 유도를[0151]

확인하고자 하였다. 

그 결과, 모든 세포주에서 데시타빈은 단독으로 치료했을 때 세포사멸을 유도하지 않았다. 그러나 벨로테칸 처[0152]

리는 모든 세포주에서 세포사멸 세포의 비율을 통계적으로 증가시켰다. ES-2세포에서 데시타빈과의 병용 치료는

벨로테칸 단독 치료와 유사한 세포사멸 증가를 보여주었다(도 5A). 반면, SKOV3(도 5B), TOV-21G(도 5C), TOV-

112D(도 5D)에서는 벨로테칸과 데시타빈을 병용 투여한 경우 벨로테칸 단독 투여에 비해 아폽토시스(apoptosi

s)가 증가하였다.

실시예 5: 데시타빈의 인간 난소암 세포주에서 염증 관련 유전자의 전사 수준 조절 확인[0154]

공개특허 10-2025-0100273

- 15 -



데시타빈 처리 후 TNF와 TGFB1의 발현 수준을 조사하고자 하였다. [0155]

그 결과, TNF의 발현은 ES-2(도 6A)에서 통계적 변화를 나타내지 않았으며 데시타빈 처리에 의해 SKOV3 및 TOV-[0156]

21G 세포에서 최대 1.71배(P < 0.01) 및 1.18배(P < 0.05)까지 유의하게 증가하였다(도 6B 및 도 6C). 그러나

데시타빈은 TOV-112D에서 TNF의 전사 수준을 약 0.49배(P < 0.01) 감소시켰다(도 6D). 

또한, TGFB1의 발현은 5 및 10 μM의 데시타빈 처리에 의해 ES-2(도 6E), SKOV3(도 6F) 및 TOV-112D(도 6H)에[0157]

서 증가하였다. 그러나 TOV-21G에서는 TGFB1 수준이 5μM의 데시타빈에서 약간 증가한 것으로 나타났으며 10μM

에서는 통계적으로 감소하였다(도 6G). 

실시예 6: 벨로테칸과 데시타빈의 병용 치료에 의한 마우스 동종이식 모델에서 종양 성장 효과 확인[0159]

데시타빈의 면역조절 효과를 검증하기 위한 최적의 주사횟수와 투여시간을 결정하기 위해 마우스를 대상으로 예[0160]

비실험을 진행하였다. 구체적으로, 데시타빈(0.25 mg/kg)을 1일 5회 또는 격일로 6회 또는 10회 복강내 주사를

통해 투여하였다. 

그 결과, CD3+CD8+ T 세포 집단은 대조군 마우스에서 10.7%(도 7A), 데시타빈을 하루 5회 처리한 마우스에서[0161]

13.0%(도 7B)인 것으로 나타났다. 격일로 데시타빈을 6회 및 10회 투여한 생쥐에서 CD3+CD8+ T 세포 집단은 각

각 16.8%와 15.6%인 것으로 나타났다(도 7C 및 7D). 

상기 결과를 토대로, 12일 동안 데시타빈을 6회 전처리하도록 설계하였다. In vetro에서 데시타빈과 벨로테칸의[0162]

병용 치료의 항암 및 면역 조절 효과를 평가하기 위해 ID8 동종이식 마우스 모델에 비히클 또는 벨로테칸 또는

벨로테칸과 데시타빈을 투여하였다(도 8A). ID8 동종이식 종양의 종양 성장을 평가하였다(도 8B). 그 결과, 벨

로테칸 치료군에서는 종양 부피가 약 0.72배 감소하였으나 통계적으로 유의한 차이를 보이지는 않았고, 벨로테

칸과 데시타빈 병용 치료군에서는 0.63배 통계적으로 유의하게 (P < 0.05) 감소하였다(도 8C). 

또한, 마우스 비장의 T 세포 하위 집단의 변화를 평가하였다. 그 결과, 벨로테칸과 데시타빈의 병용 치료가 T[0163]

세포 수를 약 1.98배 증가시킨 반면(P < 0.05), 벨로테칸 단독 치료는 T 세포 수에 어떠한 변화도 일으키지 않

았다는 것을 확인하였다(도 8D). 

또한, 세포독성 T 세포에서 PD-1과 CTLA4의 발현을 조사하였다. 그 결과, PD-1 및 CTLA4를 발현하는 세포독성 T[0164]

세포의 집단이 대조군과 비교하여 벨로테칸 및 병용 치료군 모두에서 유의하게 변화되지 않았음을 확인하였다

(도 8E 및 도 8F).

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0166]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로 이해해야만 한다. 본 발명의 범위

는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모

든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.
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