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명 세 서

청구범위

청구항 1 

AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머와, 상기 핵산 압타머와 결합한 항암약물을 포함하는 것을 특징으로

하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 암세포 화학요법을 위한 복합체는

핵산 압타머와 항암약물의 디설파이드 결합에 의해 형성되는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합

체.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 핵산 압타머의 3'말단에는 티올기가 도입되고, 상기 항암약물은 티올기를 가진 항암약물이 사용되어, 상기

핵산 압타머와 항암약물은 티설파이드 결합을 하는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 핵산 압타머는

서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 핵산 압타머는

서열번호 4의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 6 

제2항에 있어서, 상기 항암약물은

DM1이 사용되는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 암세포 화학요법을 위한 복합체는

유방암 치료용으로 사용되는 것을 특징으로 하는 암세포 항암요법을 위한 복합체.

청구항 8 

제2항에 있어서, 상기 암세포 화합요법을 위한 복합체는

AGTR-1 양성 유방암 세포 내에 섭취되어 세포 기질에 존재하는 글루타티온에 의해 디설파이드 결합이 끊어져 항

암약물이 유리되는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체.

청구항 9 

AGTR-1에 특이적으로 결합하는 압타머 염기서열을 가지는 핵산 압타머를 준비하는 압타머준비단계와, 상기 압타

머준비단계에서 준비된 압타머와 항암약물을 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 형성하는 복합체형성단계를 포

함하는 것을 특징으로 하는 암세포 화학요법을 위한 복합체의 제조방법.

청구항 10 
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제9항에 있어서, 상기 압타머준비단계에서는

AGTR-1에 특이적으로 결합하는 서열번호 1 내지 6 중 어느 하나의 염기서열을 가지는 핵산 압타머를 형성하고,

상기 핵산 압타머의 3'말단에 티올기를 도입하고, triethylammonium acetate buffer에서 Dithiothreitol과 반

응시킴으로써, 3' 티올기의 activation을 실시하는 것을 특징으로 하는 암세포 화학용법을 위한 복합체의 제조

방법.

청구항 11 

제9항에 있어서, 상기 복합체형성단계에서는

DM1을 Dimethyl sulfoxide에 녹여 준비한 후, DMSO와 EDTA를 포함하는 potassium phosphate buffer 내에서 상

기 압타머와 DM1의 비율을 1:1000으로 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 형성하는 것을 특징으로 하는 암세포

화학요법을 위한 복합체의 제조방법.

청구항 12 

서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산

압타머.

청구항 13 

서열번호 4의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 암세포 화학요법을 위한 복합체에 대한 것으로, 더욱 상세하게는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산[0001]

압타머와 상기 핵산 압타머와 결합한 항암약물을 포함하여, AGTR-1 양성(과발현) 유방암 세포를 선택적으로 타

켓팅하여 사멸시키는 암세포 화학요법을 위한 AGTR-1 압타머-항암약물 복합체에 대한 것이다.

배 경 기 술

유방암은 여성에게 빈번하게 발생하는 암으로, 유방암의 정확한 진단 및 치료를 하기 위한 기술이 널리 개발되[0002]

고 있다. 유방암 등의 암을 치료하기 위한 대표적인 방법으로 외과적인 수술 방법, 방사선 치료방법 및 화학요

법 등이 있는데, 이중 화학요법은 암세포의 복제 또는 대사를 교란시킴으로써 암을 치료한다. 하지만, 상기 화

학요법은 암세포뿐만 아니라 정상적인 세포도 사멸시키는 문제가 있어, 이를 해결하기 위해 하기의 특허문헌처

럼  암에서  발현되는  특정  단백질(예컨대,  유방암에서  과발현되는  HER-2(Human  epidermal  growth  factor

receptor 2) 등)을 표적하여 암을 치료하는 표적치료제가 널리 개발되고 있다.

<특허문헌>[0003]

공개특허공보 제10-2015-0140417호(2015. 12. 15. 공개) "HER2 항체 조성물"[0004]

하지만,  종래의 유방암 표적치료제는 HER-2를 표적하여 암을 치료하는데, HER-2는 전체 유방암 환자 중 15-[0005]

20%의 환자에서만 과발현되므로, 종래의 유방암 표적치료제를 적용할 수 있는 환자가 제한되는 문제가 있다. 또

한, 종래의 유방암 표적치료제는 항체로 이루어져 안정성이 떨어지고 생산에 비용이 많이 드는 문제가 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 문제점을 해결하기 위해 안출된 것으로,[0006]

본 발명은 AGTR-1 양성 유방암 세포를 효과적으로 사멸시킬 수 있는 암세포 화학요법을 위한 AGTR-1 압타머-항[0007]

암약물 복합체를 제공하는데 그 목적이 있다.

또한, 본 발명은 압타머가 AGTR-1을 타켓팅하여 AGTR-1 양성 유방암 세포에 항암약물을 효과적으로 전달할 수[0008]

있는 암세포 화학요법을 위한 AGTR-1 압타머-항암약물 복합체를 제공하는데 그 목적이 있다.
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또한, 본 발명은 압타머와 항암약물은 디설파이드 결합에 의해 생성되므로, 암세포 내에 섭취된 복합체는 세포[0009]

기질에 존재하는 글루타틴온에 의해 쪼개져 비목적 지역에 약물의 방출을 억제할 수 있는 암세포 화학요법을 위

한 AGTR-1 압타머-항암약물 복합체를 제공하는데 그 목적이 있다.

과제의 해결 수단

본 발병은 앞서 본 목적을 달성하기 위하여 다음과 같은 구성을 가진 실시예에 의해 구현된다.[0010]

본 발명의 일 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체는 AGTR-1에 특이적으로 결합하[0011]

는 핵산 압타머와, 상기 핵산 압타머와 결합한 항암약물을 포함하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체는 핵산 압타머와 항암약물의[0012]

디설파이드 결합에 의해 형성되는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체에 있어서 상기 핵산 압타[0013]

머의 3'말단에는 티올기가 도입되고, 상기 항암약물은 티올기를 가진 항암약물이 사용되어, 상기 핵산 압타머와

항암약물은 티설파이드 결합을 하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체에 있어서 상기 핵산 압타[0014]

머는 서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체에 있어서 상기 핵산 압타[0015]

머는 서열번호 4의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체에 있어서 상기 항암약물은[0016]

DM1이 사용되는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체에 있어서 유방암 치료용으[0017]

로 사용되는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체는 AGTR-1 양성 유방암 세[0018]

포 내에 섭취되어 세포 기질에 존재하는 글루타티온에 의해 디설파이드 결합이 끊어져 항암약물이 유리되는 것

을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체의 제조방법은 AGTR-1에 특[0019]

이적으로 결합하는 압타머 염기서열을 가지는 핵산 압타머를 준비하는 압타머준비단계와, 상기 압타머준비단계

에서 준비된 압타머와 항암약물을 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 형성하는 복합체형성단계를 포함하는 것

을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체의 제조방법에 있어서 상기[0020]

압타머준비단계에서는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 서열번호 1 내지 6 중 어느 하나의 염기서열을 가지는 핵

산 압타머를 형성하고, 상기 핵산 압타머의 3'말단에 티올기를 도입하고, triethylammonium acetate buffer에서

Dithiothreitol과 반응시킴으로써, 3' 티올기의 activation을 실시하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 복합체의 제조방법에 있어서 상기[0021]

복합체형성단계에서는  DM1을  Dimethyl  sulfoxide에  녹여  준비한  후,  DMSO와  EDTA를  포함하는  potassium

phosphate buffer 내에서 상기 압타머와 DM1의 비율을 1:1000으로 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 형성하는

것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머는 서열번호 1[0022]

내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머는 서열번호 4[0023]

의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

발명의 효과

본 발명은 앞서 본 실시예에 의해 다음과 같은 효과를 얻을 수 있다.[0024]

본 발명은 AGTR-1 양성 유방암 세포를 효과적으로 사멸시킬 수 있는 효과가 있다.[0025]
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또한, 본 발명은 압타머가 AGTR-1을 타켓팅하여 AGTR-1 양성 유방암 세포에 항암약물을 효과적으로 전달할 수[0026]

있는 효과가 있다.

또한, 본 발명은 압타머와 항암약물은 디설파이드 결합에 의해 생성되므로, 암세포 내에 섭취된 복합체는 세포[0027]

기질에 존재하는 글루타틴온에 의해 쪼개져 비목적 지역에 약물의 방출을 억제할 수 있는 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 AGTR-1이 과발현되도록 생성한 유방암 세포주의 AGTR-1 발현 정도를 나타내는 이미지.[0028]

도 2는 AGTR-1 양성 유방암 세포주가 이식된 동물의 종양 부피 측정결과를 나타내는 도표.

도 3은 AGTR-1 양성 유방암 세포에 대한 압타머 염기서열을 결합력을 확인하기 위한 공초점 현미경 이미지.

도 4는 동시 배양된 AGTR-1 양성 유방암 세포주와 AGTR-1 음성 유방암 세포주에서 복합체의 표적 능력을 확인하

기 위한 공초점 현미경 이미지.

도 5는 AGTR-1 발현 유무에 따라 His3가 검출된 세포의 수를 정량화하여 표시한 도표.

도 6은 복합체의 AGTR-1 양성 유방암 세포에 대한 선택적 세포 사멸 능력을 확인하기 위한 도표.

도 7은 유방암 질환 동물 모델에서 복합체의 AGTR-1 양성 유방암 세포에 대한 선택적 세포 사멸 능력을 확인하

기 위한 종양 부피 측정결과를 나타내는 도표.

도 8은 유방암 질환 동물 모델에서 복합체의 AGTR-1 양성 유방암 세포에 대한 선택적 세포 사멸 능력을 확인하

기 위한 동물 체중 측정결과를 나타내는 도표.

도 9는 유방암 질환 동물 모델에서 복합체의 AGTR-1 양성 유방암 세포에 대한 선택적 세포 사멸 능력을 확인하

기 위한 TUNEL assay에 의한 분석결과를 나타내는 이미지.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하에서는 본 발명에 따른 암세포 화학요법을 위한 AGTR-1 압타머-항암약물 복합체를 첨부된 도면을 참조하여[0029]

상세히 설명한다. 특별한 정의가 없는 한 본 명세서의 모든 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을

가진 기술자가 이해하는 당해 용어의 일반적 의미와 동일하고 만약 본 명세서에 사용된 용어의 의미와 충돌하는

경우에는 본 명세서에 사용된 정의에 따른다. 또한, 본 발명의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있는 공지 기능 및

구성에 대해 상세한 설명은 생략한다. 명세서 전체에서, 어떤 부분이 어떤 구성요소를 "포함"한다고 할 때 이는

특별히 반대되는 기재가 없는 한 다른 구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성요소를 더 포함할 수 있는 것

을 의미한다.

본 발명의 일 실시예에 따른 암세포 화학요법을 의한 복합체는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머와,[0031]

상기  핵산  압타머와  결합한  항암약물을  포함한다.  상기  AGTR-1(Angiotensin  II  type  I  receptor)은

Angiotensin Ⅱ와 결합하여 세포 내 기작을 전달하는 수용체로 유방암 환자의 20%에서 과발현된다. 또한, 하기

의 실시예에서 MCF7 유방암 세포주에서 AGTR-1의 과발현에 의한 유방암의 증식을 확인하였다. 이에, 본 발명은

압타머가 AGTR-1을 타켓팅하여 AGTR-1 양성 유방암 세포에 항암약물을 효과적으로 전달하여, AGTR-1이 과발현된

유방암을 효과적으로 치료할 수 있게 한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "핵산 압타머(Nucleic acid aptamer)"는 특정 표적물질에 대해 높은 친화도와 선택[0033]

성을 가지는 단일가닥 DNA 또는 RNA를 말하는데, 압타머는 항체에 비해 표적물질에 대한 친화도가 높고, 열 안

정성이 우수하여 실온에서 장기간 보존이 가능하며, 화학적 변형이 용이하여 비교적 간단하고 적은 비용으로 생

산할 수 있고, 변성이 되더라도 다시 짧은 시간에 재생 가능한 여러 장점을 가지므로, 본 발명은 복합체 형성시

AGTR-1에 특이적으로 결합하는 핵산 압타머를 사용하였다. 상기 핵산 압타머의 염기서열은 AGTR-1에 특이적으로

결합하는 다양한 압타머 염기서열을 가질 수 있으나, 바람직하게는 서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열

로 이루어질 수 있으며, 더욱 바람직하게는 서열번호 4의 염기서열로 이루어질 수 있다. AGTR-1에 특이적으로

결합하는 상기 서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 핵산 압타머의 선별 과정은 하기에서 자세

히 설명하기로 한다. 상기 항암약물과 복합체를 형성하기 위해 상기 핵산 압타머의 3'말단에는 티올기가 도입되

공개특허 10-2018-0013082

- 6 -



게 된다.

상기 항암약물은 상기 핵산 압타머와 결합하여 암세포를 사멸시키는 다양한 약물이 사용될 수 있으나, 바람직하[0035]

게는 티올기를 가진 약물이 사용될 수 있으며, 더욱 바람직하게는 maytansine(maytansinoid, DM1)이 사용될 수

있다. 상기 maytansine(DM1)은 세포분열시기인 G2/M기에 방추사를 형성하는 tubulin 단백질에 결합 및 이를 억

제하여 비정상적 방추사의 형성을 유도하여, 염색체의 정상적인 배열을 저해함으로써 세포분열 (mitosis)을 억

제, 암세포를 사멸(apoptosis)로 이르게 하는 기능을 가진 약물이다. 상기 핵산 압타머의 3'말단에는 티올기가

도입되고, 상기 항암약물은 티올기를 가진 항암약물이 사용되어, 상기 핵산 압타머와 항암약물은 티설파이드 결

합을 하여 복합체를 형성하게 된다. 유방암에서 과발현된 AGTR-1이 발견되므로, 상기 복합체는 AGTR-1을 타켓팅

하는 핵산 압타머를 포함하여 유방암 세포를 효과적으로 타켓팅할 수 있고, 복합체는 디설파이드 결합에 의해

형성되는데 디설파이드 결합을 끊는 글루타티온(glutathione)은 세포 기질(cell cytosol)에는 존재하나 혈액 및

림프액에는 존재하지 않아 본 발명의 복합체는 유방암 세포에 섭취된 다음 항암약물이 유리되므로 비목적하는

지역이  아닌 암세포에 효과적으로 약물을 방출할 수  있어  부작용을 줄이고 암세포 사멸효과를 증가시킬 수

있다.

본 발명의 다른 실시예는 암세포 화학요법을 위한 복합체의 제조방법에 대한 것으로, 상기 복합체의 제조방법은[0037]

AGTR-1에 특이적으로 결합하는 압타머 염기서열을 가지는 핵산 압타머를 준비하는 압타머준비단계와, 상기 압타

머준비단계에서 준비된 압타머와 항암약물을 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 형성하는 복합체형성단계를 포

함한다.

상기 압타머준비단계는 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 압타머 염기서열을 가지는 핵산 압타머를 준비하는 단계[0039]

로, 구체적으로 AGTR-1에 특이적으로 결합하는 서열번호 1 내지 6중 어느 하나의 염기서열을 가지는 핵산 압타

머를 형성하고, 상기 핵산 압타머의 3'말단에 티올기를 도입하고(OH를 SH로 치환), triethylammonium acetate

buffer에서 Dithiothreitol과 반응시킴으로써, 3' 티올기의 activation을 실시하여 핵산 압타머를 준비한다.

상기 복합체형성단계는 상기 압타머준비단계에서 준비된 압타머와 항암약물을 반응시켜 압타머-항암약물 복합체[0041]

를  형성하는  단계로,  구체적으로  DM1을  Dimethyl  sulfoxide에  녹여  준비한  후,  DMSO와  EDTA를  포함하는

potassium phosphate buffer 내에서 상기 압타머와 DM1의 비율을 1:1000으로 반응시켜 압타머-항암약물 복합체

를 형성한다.

본 발명의 또 다른 실시예는 상기 암세포 화학요법을 위한 복합체를 포함하는 유방암 치료용 약학적 조성물을[0043]

제공한다.

상기 유방암 치료용 약학적 조성물은 (a) 상술한 암세포 화학요법을 위한 복체의 약제학적 유효량; 및 (b) 약제[0044]

학적으로 허용되는 담체를 포함할 수 있다.

본 명세서에서 사용하는 용어 "약제학적 유효량"은 상술한 유방암에 대한 치료효과를 달성하는 데 충분한 양을[0045]

의미할 수 있다.

상기 유방암 치료용 약학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것[0046]

으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산칼슘, 알기네이트, 젤라틴,

규산칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이

트, 프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은

아니다. 상기 유방암 치료용 약학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현

탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.

상기 유방암 치료용 약학적 조성물은 경구 투여하거나 비경구투여(예컨대 정맥내 투여, 복강내 투여, 근육내 투[0047]

여, 피하 투여 또는 국부 투여)를 이용하여 투여할 수 있다.
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상기 유방암 치료용 약학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 대상의 연령, 체중, 성, 질병[0048]

증상의 정도, 음식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하며, 보통으

로 숙련된 의사는 목적하는 치료에 효과적인 투여량을 용이하게 결정 및 처방할 수 있다.

상기 유방암 치료용 약학적 조성물은 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할[0049]

수 있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화됨으로써 단위 용량 형태

로 제조되거나 또는 다용량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다. 이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액,

현탁액 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분산제 또는

안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

이하, 실시예를 통해서 본 발명을 보다 상세히 설명하기로 한다. 하지만, 이들은 본 발명을 보다 상세하게 설명[0051]

하기 위한 것일 뿐, 본 발명의 권리범위가 이에 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1> AGTR-1이 과발현되는 세포주 제작 및 특성 확인[0053]

(1)  인간  유방암  세포주  SK-BR-3,  MCF7,  BT474  각각은  10%  fetal  bovine  serum(FBS),  streptomycin-[0054]

penicillin(100U/ml)  및  Fungizone(0.625㎍/ml)을  함유하는 Dulbecco's  modified  Eagle's  medium(DMEM)에서

5% CO2, 37℃ 환경으로 배양된다.

(2) AGTR-1 과발현 세포는 렌티바이러스 시스템(lentiviral system)을 이용하여 생성하는데, AGTR-1 유전자는[0055]

특정 프라이머(enzyme site: NheI/NotI)를 사용하여 PCR에 의해 증폭되고, dual promoter lentivector(CD550A-

1,  System  Biosciences,  USA)에  삽입된다.  바이러스들은 lentiviral  packaging을  가지고 생산되며 HEK293T

producer cell로 형질주입된다. 위바이러스성 입자(pseudoviral particle)는 원심분리를 통해 모여지고 농축되

며, 배양된 SK-BR-3, MCF7, BT474 세포 각각에 형질주입된다. 감염 후에, puromycin selection(puromycin의 최

종 농도는 3㎍/ml)이 수행되며, 단일콜로니(single colony)가 용기로부터 분리되어 AGTR-1이 과발현되는 SK-BR-

3, MCF7, BT474 세포주 각각을 얻는다. 상기 AGTR-1 과발현(양성) 유방암 SK-BR-3, MCF7, BT474 세포주는 하기

실시예의 실험에서 사용되게 된다.

(3) parental MCF7과 실시예 1의 (2)에서 얻은 AGTR-1 과발현 MCF7(AGTR-1 clone number 1(AGTR1-c1), AGTR-1[0056]

clone number 2(AGTR1-c2)라 명명함)의 mRNA 및 protein level을 RT-PCR과 Western blot 기법으로 각각 측정하

고 AGTR-1의 발현을 정량화하고 수치화하여, 그 결과를 도 1에 나타내었다.

상기 RT-PCR에서, 총 RNA는 RNeasy mini kit(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 사용하여 추출되며, 전사의 증폭은[0057]

1μg/μl  RNA,  Molony  Murine  Leukemia  Virus  reverse  transcriptase(MMLV;  Gibco/BRL,  Gaithersburg,  MD,

USA)와 oligo-d(T)15 primers(Roche Applied Sciences)를 사용하는 reverse transcriptase-polymerase chain

reaction(RT-PCR)에 의해 수행된다. PCR 증폭은 다음의 프라이머를 가지고 Takara PCR Thermal Cycler(Thermo

Scientific  Inc.,  Rockford,  IL)를  수행된다.  AGTR-1,  forward  5'-GATGATTGTCCCAAAGCTGG-3',  reverse  5'-

TAGGTAATTGCCAAAGGGCC-3',  Actin,  forward:  5'-ACCCAGATGTTTGAGAC-3',  reverse  5'-GGAGTTGAAGGTAGTTTCGT-3'.

PCR 생성물은 1.2% agarose gels에서 분리되고, Gel Doc
TM
 XR+System(Bio-Rad Laboratories)을 이용하여 시각화

된다. 

상기  Western  blot에서,  상기  세포들은  phosphatase과  protease  inhibitor를  포함하는  lysis  buffer(30mM[0058]

NaCl, 0.5% Triton X-100, 50mM Tris-HCl; pH 7.4)에서 용해되고, 상층액이 모여진 후 단백질 농축은 Bradford

protein assay kit를 가지고 수행된다. 단백질 30㎍이 SDS-PAGE로 서브젝트되고 nitrocellulose membrane으로

전기이동된다. 상기 멤브레인은 5% bovine serum albumin(BSA)에 희석된 프라이머리 항체를 가지고 4℃에서 하

룻밤 동안 배양된 후, horseradish peroxidase(HRP)-conjugated rabbit IgG(1:3000-1:10,000)를 가지고 배양된

다.  신호강도(Signal  intensity)는  Enhanced  Chemiluminescence  Kit와  x-ray  film을  가지고  측정되며,

AlphaEaseFC software를 가지고 정량화된다.

(4) 면역결핍된 6주령의 암컷 BALB/c 누드 마우스의 4번째 유방 지방체(fat pads)에 AGTR-1 과발현 MCF7(MCF7-[0059]

AGTR1) 암세포(3×10
6
cells) 및 MCF7 암세포(3×10

6
cells)를 각각 이식하여 종양을 발생시킨 후, 21일 동안 종

양 부피(tumor volume)를 측정하여 그 결과를 도 2에 나타내었었다. 종양 부피(V)는 caliper의 의해 측정되고,
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V=(length×width
2
)/2의 식을 이용하여 계산하였다.

(5) 도 1을 보면, Parental-MCF7과 비교하여 AGTR-1 과발현 MCF7(AGTR1-c1, AGTR1-c2)은 AGTR-1 발현량이 4배[0060]

이상 증가되어 있음을 확인할 수 있어, AGTR-1이 과발현되는 세포주를 효과적으로 생성하였음을 알 수 있다. 도

2를 보면, AGTR-1 과발현 유방암 세포를 이식한 종양의 부피가 현저히 컸으며, 2주일 후부터는 종양의 크기가

두 그룹 간에서 유의한 차이를 나타내었다. 이를 통해, AGTR-1이 유방암의 새로운 바이오 마커로서 이용될 수

있음을 확인할 수 있었다.

<실시예 2> AGTR-1에 특이적으로 결합하는 압타머의 선별[0062]

(1) 핵산 라이브러리의 합성[0064]

양 말단에 PCR을 위한 고정 시퀀스 영역이 있고 중앙에 40개의 임의의 염기서열을 가진 핵산 라이브러리(ssDNA[0065]

library)를  합성하였다.  상기  ssDNA  라이브러리는  5'-ATCCAGAGTGACGCAGCA(서열번호:7)-N40-

TGGACACGGTGGCTTAGT(서열번호:8)-3'과 같이 나타내어지며, 양 말단은 프라이머쌍이 어닐링되는 고정된 염기 서

열 영역으로 구성되며, 중앙에는 무작위로 배열된 염기서열 영역(N40)을 가진다. 여기서 N40은 일반적으로 40개

의 임의의 A, T, G, C 염기로 이루어지는 것을 의미한다.

(2) 세포의 배양 및 핵산 라이브러리의 준비[0067]

1) 실시예 1에서 생성한 AGTR-1 양성 세포주(AGTR-1 overexpressed SK-BR-3)와 AGTR-1 음성 세포주(SK-BR-3)를[0068]

90% 이상의 confluency로 배양한 후, washing buffer(DPBS(+Ca
2+
, +Mg

2+
), 6.25mM glucose, 5mM MgCl2)를 이용

하여 2회 세척하였다.

2) 합성된 ssDNA library를 binding buffer(DPBS(+Ca
2+
, +Mg

2+
), 6.25mM glucose, 5mM MgCl2, 0.1%(w/v) BSA,[0069]

0.01%(w/v) tRNA) 1mL에 최종농도 1 μM로 맞춘 후, 5분간 끓인 후 얼음 수조에 1시간 보관하였다.

(3) ssDNA의 선별[0071]

1) 냉각된 DNA library를 AGTR-1 양성 세포주에 처리하고 4℃에서 1시간 동안 반응시키고, 아스피레이터를 이용[0072]

하여 버퍼를 제거하고 2mL의 washing buffer를 이용하여 2회 세정하고, 스크레이퍼를 이용하여 플레이트 표면에

부착된 세포들을 binding buffer에 모은 후, 세포들과 결합한 DNA를 떼어내기 위해 10분간 끓이고 13000rpm에서

10분간 원심분리를 하였다.

2) 상층액만 따서 AGTR-1 음성 세포주에 4℃에서 1시간 동안 반응시킨 후, 결합하지 않은 서열들을 모아 PCR로[0073]

DNA 서열들을 증폭시켰다.

3) 위 과정들은 한 라운드로 하여 마지막에 증폭된 서열들을 다음 라운드의 라이브러리로 준비하고, 15라운드를[0074]

반복 실시하였다.

(4) ssDNA 염기서열의 분석[0076]

1) 실시예 2의 (3)에서 최종적으로 얻은 ssDNA를 TOPO TA cloning kit를 이용하여 클로닝한 후, 서열 분석을 시[0077]

행하였다.

2) 그 결과, 6개의 서로 다른 시퀀스를 가지는 ssDNA를 확보하였으며, AGTR-1에 높은 친화도를 가지고 특이적으[0078]

로 결합하는 서로 다른 6개의 ssDNA의 염기서열은 하기의 표 1과 같다.
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표 1

서열번호[0079] 염기서열(Sequence of random region)

1 TCTCCATGCTTTATAACGTGTATGAGGGAAGTTTGTTGTT

2 TCTGAGAATAGTGGTTTGCTGTATGGTGGGCGTTGAAAGAGGGG

3 TGGTGTGGTTGGTAAGGATTTGGTGCGTTCTTGCTTCGACTTCCGTCATCA

4 AAGTCGTCTTTGCCAAATACCGGTCTGTCGGTGGGTATTG

5 CGCCTCGAAGTACCGGTATGTCGGTGGGTAGTTCGGTGTA

6 CCCACGGTGCATTCTATCATAGTGCTTTCATTTAGTCCGA

(5) 압타머-항암약물 복합체에 사용될 압타머의 선별[0081]

1) 표적 세포인 AGTR-1 과발현 SK-BR-3 100uL(10
7
cells)와 500nM의 압타머 100uL를 상온에서 반응시킨 후, 공초[0082]

점 현미경을 이용하여 이미지화하여 도 3에 나타내었다. 상기 압타머 각각은 서열번호 1 내지 6의 염기서열을

가지며, 압타머의 끝에는 형광 염료 Cy3가 결합되어 있다.

2) 도 3을 보면, 서열번호 4의 염기서열을 가지는 압타머를 반응시킨 네번째 이미지(4)에서 가장 강한 형광의[0083]

세기를 가지고 internalization이 일어난 것을 확인할 수 있어, AGTR-1 양성 유방암 세포에 가장 높은 결합력을

가지는 서열번호 4의 염기서열을 가지는 압타머를 압타머-항암약물 복합체에 사용될 압타머로 선정하였다.

<실시예 3> 압타머(Aptamer)의 제조[0085]

(1)  AGTR-1에  특이적으로  결합하는  압타머  염기서열을  가지는  핵산(DNA)  압타머[5'-[0086]

AAGTCGTCTTTGCCAAATACCGGTCTGTCGGTGGGTATTG-3'(서열번호:4)]를 설계하고, 상기 핵산 압타머의 3'말단에 티올기

를 도입하였다(OH를 SH로 치환).

(2) 이후, 0.1M triethylammonium acetate(TEAA) buffer에서 1.0M Dithiothreitol(DTT) 10μL와 상온에서 15분[0087]

동안  반응시킴으로써,  3'  티올기의  activation을  실시하였고,  또한  과량의  DTT를  제거하기  위하여  ethyl

acetate를 이용하여 3회 이상 추출하였다.

<실시예 4> 압타머-항암약물 복합체(Aptamer-DM1)의 제조[0089]

실시예 3에서 최종적으로 얻은 압타머와 항암약물(DM1)을 반응시켜 압타머-항암약물 복합체를 제조하였다. 구체[0090]

적으로,  DM1은  Dimethyl  sulfoxide(DMSO)에  녹여  10mM  stock으로  제조하고,  50%  DMSO와  2mM

ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)를 포함하는 100mM potassium phosphate buffer(pH 7.0) 내에서 압타머

와 DM1의 복합체 형성이 이루어졌으며, 압타머와 DM1의 비율은 1:1000으로 하여 상온에서 48시간 반응시켰다.

<실시예 5> 압타머 및 압타머-항암약물 복합체의 정제[0092]

실시예 3을 통해 최종적으로 얻은 압타머와, 실시예 4를 통해 최종적으로 얻은 압타머-항암약물 복합체 각각에[0093]

대하여 High Performance Liquid Chromatography(HPLC)를 실시하여 정제하였다. Eclipse XDB-C18 column을 이

용하여  분리를  진행하였고,  binding  buffer(95%  0.1M  TEAA,  5%  Acetonitrile)와  elution  buffer(50%  0.1M

TEAA, 50% Acetonitrile)의 gradient를 통해 분리하였다. HPLC의 피크들은 mass spectroscopy 방법을 통해서

분석되었고, 그 중에서 압타머, 압타머-항암약물 복합체 분자량과 일치하는 피크들만 취하였다. 상기 실시예 5

를 통해 정제된 압타머(Aptmaer) 및 압타머-항암물질 복합체(Aptamer-DM1)를 하기 실시예의 실험에서 사용하였

다.

<실시예 6> 압타머-항암약물 복합체의 AGTR-1 과발현 유방암 세포에 대한 표적 능력 확인[0095]

(1) 실시예 1에서 생성한 AGTR-1 양성 유방암 MCF7 세포주(MCF7-AGTR1)와 AGTR-1 음성 유방암 BT474 세포주(기[0096]
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본적으로, MCF7은 HER-2 음성 유방암 세포주이고, BT474는 HER-2 양성 유방암 세포주임)를 함께 1:1 비율로 동

시배양(Co-Culture)하여, HER-2 및 세포분열기 정체(Mitotic arrest) 표지자인 phospho-Histone H3(p-His3)를

ICC로 염색하고 DAPI로 핵을 염색하고, control(DMSO), DM1, Aptamer-DM1을 각각 10nM의 농도로 24시간 처리하

였다. 이후, 공초점 현미경을 이용하여 핵(파란색), p-His3(녹색), HER-2(붉은색)를 이미지화하여 그 결과를 도

4에 나타내었고, p-His3가 검출된 세포의 수를 AGTR-1 발현 유무에 따라 정량화하여 도 5에 나타내었다.

상기 염색 과정에서, 8-well chamber slides 상의 MCF7-AGTR1 및 BT474 세포들은 4% paraformaldehyde를 가지[0097]

고 고정되고, PBS를 가지고 세척된 후, 10분 동안 0.2% Triton X-100을 가지고 배양된다. 이후, 세포들은 항체

희석액  내의  프라이머리  항체를  가지고  4℃에서  하룻밤  동안  배양된  후  상온에  2시간  동안  fluorescence-

conjugated secondary antibodies를 가지고 배양된다. 이후, 세포들은 DAPI(4',6'-diamidine-2'-phenylindole

dihydrochloride)를 가진 ProLong Gold Antifade Reagent에 마운팅된다.

(2) 도 4를 보면, 대조군에서 보이는 것처럼 HER-2가 발현되어 있는 세포는 BT474로 추정되며, 발현되어 있지[0098]

않은 세포는 MCF7-AGTR1으로 추정되고, DM1을 처리한 경우 HER-2의 발현 유무와 상관없이 p-His3이 발현됨을 확

인하였으나, Aptamer-DM1을 처리한 경우 p-His3는 HER-2가 발현되어 있지 않은 MCF7-AGTR1 세포에서만 검출되었

다. 또한, 도 5를 보면, Aptamer-DM1을 처리한 경우 AGTR-1 양성 세포주에서는 p-His3가 검출된 세포 비율이 큰

데 반해, AGTR-1  음성 세포주에서는 p-His3가 검출된 세포 비율이 작음을 알 수 있다. 이는, Aptamer-DM1이

AGTR-1이  발현된 세포주의 세포질로 유입되면서,  유리된 DM1에  의해 Mitotic  arrest가  유도됨과 동시에 p-

His3의 발현이 증가한 것으로, Aptamer-DM1이 AGTR-1만 특이적으로 표적함을 알 수 있다.

<실시예 7> 압타머-항암약물 복합체의 AGTR-1 과발현 유방암 세포에 대한 선택적 세포 사멸 능력 확인[0100]

(1)  AGTR-1  양성 유방암 세포주(MCF7-AGTR1)와 AGTR-1 음성 유방암 세포주(BT474)에 대하여, control(DMSO),[0101]

DM1, Aptamer, Aptamer-DM1을 각각 10nM의 농도로 48시간 처리한 후, 상기 세포들은 24시간 동안 0.5% Tween-

20을 포함하는 95% 에탄올을 가지고 수확고정되며, 30분 동안 propidium iodide(PI, 50μg/ml)과 RNase(50μ

g/ml)를 가지고 배양된다.  이후,  유세포 측정기(Flow  cytometry)를 이용하여 암세포의 사멸정도(세포사멸율,

Sub-G1 %)를 DNA 함량분석을 통하여 측정하여, 그 결과를 도 6에 나타내었다.

(2) 일반적으로 세포주기(cell cycle)는 세포 내 DNA의 함량에 따라 G1(세포성장기)-S(세포복제기)-G2/M(세포분[0102]

열기)로 나누어지는데, 세포사멸이 유도되면 DNA의 절편현상(DNA fragmentation)을 동반하여 더 이상 DNA의 복

제와 분열이 불가능해지며 DNA의 함량이 G1기보다 현저히 적어지게 된다. 이러한 세포사멸의 결과는 Sub G1 부

위로써 세포 주기상에 나타나게 된다.

(3) 도 6을 보면, Control과 Aptamer를 처리한 경우 모든 세포주에서 현저히 낮은 세포사멸율을 가지나, DM1 처[0103]

리한 경우 모든 세포주에 상대적으로 높은 세포사멸을 유도하고, Aptamer-DM1을 처리한 경우 AGTR-1 양성 세포

주에서는  높은  세포사멸율을  가지나  AGTR-1  음성세포주에서는  낮은  세포사멸율을  가짐을  알  수  있다.  이를

통해, Aptamer-DM1은 AGTR-1이 발현되어 있는 양성 유방암 세포주에서만 특이적으로 세포사멸을 유도함을 알 수

있다.

<실시예 8> 유방암 질환 동물 모델에서 압타머-항암약물 복합체의 항암 효과 확인[0105]

(1)  면역결핍된 6주령의 암컷 BALB/c  누드 마우스의 4번째 유방 지방체(fat  pads)에 MCF7-AGTR1  암세포(3×[0106]

10
6
cells)를 이식한 후, 4일부터 주 3회 Aptamer(0.75mg/kg), Aptamer-DM1(0.5mg/kg, 0.75mg/kg)를 복강 내 투

여하였다. 이후, 3주 동안 종양 부피(tumor volume)를 측정하여 그 결과를 도 7에 나타내었고, 3주 동안 마우스

의 체중을 측정하여 그 결과를 도 8에 나타내었으며, TUNEL assay에 의한 분석결과를 도 9에 나타내었다. 종양

부피(V)는  caliper의  의해  측정되고,  V=(length×width
2
)/2의  식을  이용하여  계산하였다.  Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling(TUNEL) assay에서, 종양은 마우스로부터 제거되고 10%

neutral-buffered formalin에 고정되고 paraffin에 임베드된다. 4-㎛ 두께의 조직 섹션(tissue section)은 양

전하  유리  슬라이드에  마운팅되고  자일렌(xylene)을  가지고  디파라핀나이즈되며(deparaffinized),  graded

alcohol series를 통해 탈수된다. antigen retrieval 후에, 상기 조직 섹션은 citric acid buffer(pH 6.0)에

끓여지고 면역 형광법이 시행된다. In situ TUNEL은 TUNEL kit(Roche Applied Sciences, Penzberg, GER)를 사

용하여 상기 조직 섹션에서 수행되고 이미지는 공초점 주사 현미경(confocal scanning microscope)를 가지고 얻
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어진다.

(2) 도 7을 보면, Aptamer-DM1을 처리한 경우 0.5mg/kg 및 0.75mg/kg 투여군 모두에서 종양의 성장을 유의하게[0107]

감소시켰을 뿐만 아니라, Aptamer를 처리한 경우에서도 종양의 성장을 일부 억제하는 것을 확인하였다. 또한,

도 8을 보면, 대조군과 비교하여 모든 실험군에서 약물 투여에 따른 체중 변화가 관찰되지 않음을 확인하였다.

또한, 도 9를 보면, TUNEL assay에 의한 세포사멸 분석 결과 Aptamer-DM1을 처리한 경우 TUNEL 양성 세포수가

유의하게 증가하였음을 확인하였다. 이를 통해, 동물모델에서 Aptamer-DM1은 AGTR-1이 과발현된 유방암에 대해

항암 효과를 가짐을 알 수 있다.

이상에서, 출원인은 본 발명의 다양한 실시예들을 설명하였지만, 이와 같은 실시예들은 본 발명의 기술적 사상[0109]

을 구현하는 일 실시예일 뿐이며, 본 발명의 기술적 사상을 구현하는 한 어떠한 변경예 또는 수정예도 본 발명

의 범위에 속하는 것으로 해석되어야 한다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면5

도면6
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도면7

도면8
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도면9

서 열 목 록

<110>    Korea University Research and Business Foundation

<120>    AGTR1 aptamer-anticancer drug complex for cancer cell

         chemotherapy

<130>    PDAHJ-16141

<160>    6

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400>    1

tctccatgct ttataacgtg tatgagggaa gtttgttgtt                               40

<210>    2

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400

>    2

공개특허 10-2018-0013082

- 16 -



tctgagaata gtggtttgct gtatggtggg cgttgaaaga gggg                          44

<210>    3

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400>    3

tggtgtggtt ggtaaggatt tggtgcgttc ttgcttcgac ttccgtcatc a                  51

<210>    4

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400>    4

aagtcgtctt tgccaaatac cggtctgtcg gtgggtattg                               40

<210>    5

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400>    5

cgcctcgaag taccggtatg tcggtgggta gttcggtgta                               40

<210>    6

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AGTR1 aptamer

<400>    6

cccacggtgc attctatcat agtgctttca tttagtccga                               40
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