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유의사항 본 자료는 (주)코미팜 기관투자자 및 일반투자자들을 대상으로 하는 기업설명회에서 실
시되는 Presentation에서 정보제공을 목적으로 (주)코미팜에 의해 작성되었으며, 이의 
반출, 복사 또는 타인에 대한 재배포는 금지됨을 알려드립니다.

본 Presentation에서의 참석은 위와 같은 제한 사항의 준수에 대한 동의로 간주될 것이
며 제한 사항에 대한 위반은 관련 증권 거래 법률에 대한 위반에 해당될 수 있음을 유
념해주시기 바랍니다.

본 자료에 포함된 “예측정보”는 개별 확인 절차를 거치지 않은 정보들입니다.
이는 과거가 아닌 미래의 사건과 관계된 사항으로 회사의 향후 예상되는 경영현황 및
재무실적을 의미하고, 표현상으로는 “예상”, “전망”, “계획”, “기대”, “(E)" 등과 같은 단어
를 포함합니다.

위 “예측정보”는 향후 경영 환경의 변화 등에 따라 영향을 받으며, 본질적으로 불확실
성을 내포하고 있는 바, 이러한 불확실성으로 인하여 실제 미래 실적은 “예측정보”에 
기재되거나 암시된 내용과 중대한 차이가 발생할 수 있습니다.  또한, 향후 전망은 
Presentation실시일 현재를 기준으로 작성된 것이며 현재 시장상황과 회사의 경영방향
등을 고려한 것으로 향후 시장 환경의 변화와 전략수정 등에 따라 변경될 수 있으며, 
별도의 고지 없이 변경될 수 있음을 양지하시기 바랍니다.

본 자료의 활용으로 인해 발생되는 손실에 대하여 회사 및 각 계열사, 자문역 또는 
Representative들은 어떠한 책임도 부담하지 않음을 알려드립니다.(과실 및 기타의 경우 
포함)

본 자료는 어떤 경우에도 투자자의 투자결과에 대한 법적 책임 소재의 입증자료로써 
사용될 수 없습니다.
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Ⅰ. Our Company

인류 삶에 공헌

하는 

글로벌 제약 

기업으로 도약

(주)코미팜은 1972년 설립되어, 현재 동물의약품 백신제품을 세계 35개국에 수출하고  

있으며, 지난 13년에 걸쳐 암성통증 진통제/항암제 신약 ‘코미녹스’를 개발, 국내외     

암환자를 대상으로 임상시험 중에 있습니다.

회사소개 1. 회사개요

설립일 1972년 9월 (각자대표이사: 양용진, 문성철)

자본금 5,532백만원

종업원현황 174명

자기자본금 97,986백만원

기업공개일 2001년 10월 (KOSDAQ 등록)

본사소재지 경기도 시흥시 정왕동(시화산업단지 內)

해외자회사
Komipharm International America, Inc(미국)

Komipharm International Australia PTY LTD(호주)

보유특허
국내14건(항암제3건, 백신11건)

해외15건(항암제 및 암성통증11건, 백신4건)-해외관계회사포함

 2. 사업분야

동물용 의약사업부

∎ 백   신

∎ 치료제

∎ 수산제

∎ 질병진단

인체용 의약사업부

∎ 여러암의 전이암치료제

∎ 마약성대체 암성통증치료제

∎ 교모세포종 치료제

∎ 난소암 치료제

∎ 쓸개암 치료제

∎ 다발성골수종 치료제

∎ 전립선암 치료제
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 3. 코미팜 사업장 전경

본사 및 제1시흥공장

제2예산공장 제3오송공장

 4. 성장과정
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 5. 동물용의약사업의 해외 수출현황
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Ⅱ. New Product Development for Human Health

1. 신약(PAX-1, KML001)개발의 개요

배경  “ 인간과 동물, 모든 생명의 공존을 위한 연구개발”

코미팜은 오래 전부터 연구목적의 동물사육사를 보유하고 있습니다.  동물사육사에

서는 마우스, 랫트, 닭, 개, 돼지 등을 직접 사육하면서 연구원들이 수시로 항체검

사를 비롯하여 여러 가지 검사와 연구를 함께 진행하여 왔습니다.

현재 연 매출액이 수백억 달러에 이르는 글로벌 제약사인 바이엘, 화이자, 베링

거인겔하임 등도 당사와 같은 동물용 의약품분야의 사업을 영위하고 있으며, 

이는 인체 의약품 개발을 위한 밑거름이 되어 왔습니다.  

이러한 과정에서 당사는 여러 가지 신 물질을 동물에 투여하면서 신약개발을 

시도하게 되었습니다.

코미팜은 인간과 동물, 모든 생명의 공존을 위한 연구개발을 통해서 세계적 글

로벌 제약기업이 되는 것입니다. 

이러한 목표를 달성하기 위해서 지난 10년 동안 인체의약품 연구개발에 전력

을 다하고 있습니다. 

비소[Arsenic]에

대한 진실

필수원소

∎ 자연계(지구)에 존재하는 원소는 총 92종으로 

이 중 비소를 포함한 28개의 원소는 우리 몸에 

없어서는 안 되는 필수 원소이다.

필수원소의 판단요건

및 결핍시 발생증상

∎ 원소 결핍이 생리적 기능 장애로 이어진다.

∎ 이 때 원소를 보충해주면 기능장애가 개선된다.

∎ 생리적 기능을 생화학적으로 설명할 수 있다.

 “ 비소[Aresnic]는 포유류에 필수적인 원소”

보도자료

동아사이언스

2014년6월9일
얼마 전 원자번호(원자핵 양성자 숫자) 117인 원소를 만들었다는 연구결과가 

‘피지컬리뷰레터스’에 실리며 주기율표 식구가 하나 더 늘어나는 게 확실시되

고 있지만(국제순수응용물리학화학연맹의 승인만 남았다), 사실 이런 ‘합성’ 

원소들은 수명이 무척 짧은, 실재할 수 있다는 걸 보여주는데 의의가 있는, ‘덧

“ 우리 몸에 없어서는 안 될 28가지 원소는?”
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없는 존재’들이다. 자연계(지구)에 있는 원소는 모두 92종. 원자번호 1인 수소

에서 92인 우라늄까지다.

그렇다면 이 92가지 원소 가운데 우리 몸을 이루는데 필요한 건 몇 가지나 될까. 

물론 보통 사람들 몸을 ‘분석’하면 대략 60여 가지 원소가 검출된다고 하지만, 

존재한다고 해서 꼭 필요한 건 아니다. 납이나 카드뮴처럼 우리 몸을 ‘오염’시

켜 문제(중독)를 일으키는 원소도 있다. 따라서 어떤 원소가 우리의 생존에 필요

한 것인가를 판단하려면 아래의 ‘기준’을 충족시키는지 알아봐야 한다. 

1. 원소 결핍이 생리적 기능장애로 이어진다.

2. 이때 원소를 보충해주면 기능장애가 개선된다. 

3. 생리적 기능을 생화학적으로 설명할 수 있다. 

주기율표에 본 인체에 필수적인 원소 27종. 짙은 녹색은 유기분자에 기본이 되는 네 원

소. 녹색은 꽤 존재하는 원소들. 연두색은 미량일지라도 필수적인 원소들. 노란색은 포유

동물에 꼭 필요한 것 같은데 생화학적 기능은 불명확한 원소들. 최근 연구결과 여기에 브

롬이 추가돼야 한다는 사실이 밝혀졌다. - 막스플랑크연구소 제공 

목표  “ 여러암의 전이암 치료제 ” + “ 마약성 진통제 저감 및 대체 통증치료제” +

 “ 뇌암의 교모세포종 치료제 ” + “ 난소암 치료제 ” + “ 쓸개암 치료제 ” + 

 “ 다발성 골수종 치료제 ” + “ 전립선암 치료제”

세계최초의 전이암 치료를 하면서 마약성 진통제 저감 및 대체 신약

폐암과 유방암으로부터 뇌로 전이된 암 치료제(뇌-혈관장벽(BBB) 98%통과)

뇌암의 교모세포종 치료제, 기타 뇌암치료제(뇌-혈관장벽(BBB) 98% 통과)
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경구용으로 병원에 입원할 필요 없이 홈헬스케어(Health care homes)가 가능한 

신약

전이암 치료제 + 원발성암 치료제 + 마약성진통제 대체 통증치료제

한 가지 약으로 모든 치료를 함으로써 국가 및 국민의 의료비 절감에 기여하는 신

약

2. 신약개발(PAX-1, KML001, 상품명: KOMINOX)의 메커니즘

항암 및

통증치료 기전

암세포의 텔로미어(Telomere)라는 증식인자를 녹이는 기전을 갖고 있다.

암세포의 텔로미어(Telomere)와 정상세포의 텔로미어는 차이가 존재하여 

정상세포에는 부정적인 영향을 미치지 않는다.

전이된 암세포의 텔로미어(Telomere) 길이는 원발성 암세포의 길이보다 짧다.

PAX-1(KOMINOX)는 텔로미어(Telomer)가 짧으면 짧을수록 암세포 사멸에 

효과적으로 작용하므로 전이암 치료에 매우 효과적이다.  전이암 세포는 원발성 

암세포의 변이로 전이암 세포로 생성이 되어 20~30배 강하다.

통증기전에는 유전자 염증의 생성을 근원적으로 억제하여 통증의 근원을 없애 주는 

기전을 갖고 있다.

항암작용 기전 Telomere erosion
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암성통증치료제

작용기전

Anti-inflammation pro-inflammatory cytokines 과 signal transduction 조절

호주의 국영연구

기관에서 Nano-

Technology 

Testing 방식으로

신약(PAX-1,

KML001)의 

항암효과 측정을

위하여 실시한

200여개의 암세포

사멸실험 결과

Sodium metaarsenite (SMA) activity in vitro IC-50 range from 0.4 ㎛ to 57.9 ㎛
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Nano-Technology Testing 결과 설명

발생빈도수 기준으로 200여개의 암세포를 선정하여 특수 장비에서 신약(PAX-1, 

KML001)을 암세포 개별로 0.1㎛부터 57.9㎛ 용량으로 접촉을 시킨 후 4시간 간

격으로 영상을 촬영하면서 항암효과를 측정하였음.

(전임상에서의 항암효과 측정 방식으로는 가장 최신의 방법임)

암세포 사멸효과 예상 용량은 10㎛ 이하로 잠정 결정되었음.

200여개의 암세포중 90% (180여개)가 신약(PAX-1, KML001)으로 개발 할 가

능성을 보여주고 있음.

5㎛ 미만에서 반응하는 암세포에서는 저 용량(7.5mg/day) 5㎛이상 10㎛이하에서 

반응하는 암세포에서는 평균용량(10~15mg/day)으로 치료 가능성을 보여주고 있

음.

향 후 본 실험결과를 참고하여 신약개발의 방향을 정할 것임.

한 가지 물질로 90% 종류의 암세포들을 사멸시킨다는 것은 믿기 어려울 것이나 

이는 과학적으로 입증된 것임.

3. 신약(PAX-1, KML001) 작용기전 논문

논문개요 KML001은 전립선 암세포 속의 텔로미어 서열에 결합하여 텔로미어를 손상시킴
으로써, 세포 사멸을 유도한다. 

포니마 파텍1, 황핑 대2, 멜로디 버틀러4, MP 난다쿠머3, 피터 L. 게티레즈3, 마틴 
J. 에델만3, 한스 헨드릭스5, 안젤리카 M 버거1,3

저자의 소속기관 :
1,2.미국 메릴랜드대학, 세포유전학 연구소, 약리학, 실험치료학, 병리학부
3. 미국, 메릴랜드, 발티모어, 메릴랜드 의과대학, 말린 스튜어트 그린바움 암 센
터
4. 독일, 프라이버그, 프라이버그대학, 해부세포생물학 연구소
5. 네덜란드, 퍼머랜드, 헨드릭스 약제 컨설팅

연구비 지원(Grant Support) : (주)코미팜, 한국
알림(Note) : 이 논문의 보충 자료(data)는  임상암연구지(Clinical Cancer 
Research)의 인터넷 사이트에서 얻을 수 있음.  
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Cancer Therapy

: Preclinical

(원문)

Cancer Therapy: Preclinical
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Cancer Therapy

: Preclinical

(번역문)

암치료법:  전임상

KML001은 전립선 암세포 속의 텔로미어 서열에 결합하여 텔로미어를 손상시킴
으로써, 세포 사멸을 유도한다. 

포니마 파텍1, 황핑 대2, 멜로디 버틀러4, MP 난다쿠머3, 피터 L. 게티레즈3, 마틴 
J. 에델만3, 한스 헨드릭스5, 안젤리카 M 버거1,3

저자의 소속기관 :
1,2.미국 메릴랜드대학, 세포유전학 연구소, 약리학, 실험치료학, 병리학부
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요약

목적 : KML001(소디움 메타 아르세나이트)은 전립선암 환자를 대상으로 1/2상 
임상실험을 진행 중인 경구용 비소 화합물이다. 이 연구에서는, KML001의 작용 
기작을 규명하였고, 텔로머라제와 텔로미어에 미치는 영향을 확인하였다.
실험 디자인 : 우리는 여러 인체 고형암 세포주에서 KML001의 세포독성과 텔로
미어의 길이를 비교하였다.
 지금까지 확립된 아르세나이트의 작용 기작인 활성산소종에 의한 DNA 손상 유
발 현상과 연계지어 텔로머라제와 텔로미어에 영향을 미치는 KML001의 용량(농
도)과 반응 시간을 측정하였다. 또한 고분해성 매트릭스 보조 레이저 탈착 이온
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화 질량분석기법 (matrix-assisted laser desorption/ionization mass 
spectrometry)으로 텔로미어와 KML001 사이의 결합을 확인하였다.
결과 : 우리는 텔로미어의 길이와 세포독성간의 유의성 있는 역 상관관계를 확립
하였다(세포독성 최고치의 50%를 유발하는 약물 농도(IC50)와 텔로미어 길이 사
이의 상관계수=0.9). 경구 투여 후 환자의 혈청에서 검출되는 수준의 KML001을 
짧은 텔로미어를 가진 종양세포에 처리했을 때, 세포 사멸이 유도되었다. 
KML001은 텔로머라제 활성을 직접적으로 저해하는 것은 아니고, 텔로미어에 결
합함으로써 작용하는 것으로 확인되었다. 세 번 반복된 TTAGGG 서열에 대해 
KML001 한 분자의 비율로 서열 특이적으로 부착됨으로써, 텔로머라제 촉매 서
브유닛이 텔로미어에 결합하지 못하고 세포질로 이동하도록 한다. 짧은 텔로미어 
길이를 가진 전립선암 세포주에서, KML001은 텔로미어 부위에서의 DNA 손상 
시작(신호)을 일으키는데 이것은 γ-H2AX 유도, 염색질 면역침강 분석, 세포 주
기의 중기 FISH 분석에서 확인된 급격한 텔로미어의 손상을 통해 확인되었다. 
이러한 효과는 긴 텔로미어 길이를 가진 폐암 세포주에서는 보이지 않았다. 중요
한 점은,  활성산소종의 생성에 의한 DNA 손상 이전에 텔로미어의 비소화가 일
어난다는 것이다. 
결론 : 소디움 메타아르세나이트는 텔로미어에 대한 표적 약제로, 짧은 길이를 
가진 종양의 치료를 위해 연구되어져야 한다.

서론

비소에 기초한 제제는 수세기동안 전통적인 의학에서 사용되어져 왔다. 중국에서 
확인된 급성전골수성백혈병에 대한 삼산화비소(비소 기초물질, As2O3)의 효과 때
문에, 비소화합물은 현대 암치료제 영역(cancer medicine)에서 다시 주목받고 
있다(1-3). 비소는 3가나 5가의 산화형태로 황화물이나 산화물처럼 화학적으로 
불안정한 상태로 또는 나트륨 염이나, 칼륨염, 칼슘염으로 존재한다. 소디움 메타
아르세나이트 그리고 삼산화비소(비소 기초물질)를 포함한 3가 비소화합물은 설
파 그룹을 가지고 있는 생물학적 리간드(ligands)와 반응하여 많은 효소를 저해
시킨다(1,2,4,5). 의학적으로 많이 사용됨에도 불구하고, 비소에 만성적으로 노출
될 경우  피부, 폐, 방광, 간, 신장에서의 암 발병이 증가하는 것으로 확인되었다 
(6). 하지만, 삼산화비소(비소 기초물질)를 이용한 급성전골수성백혈병 환자의 치
료는 상당히 긍정적인 결과를 보여준다. 골수의 기능 상실이나 다른 심각한 임상
적인 부작용을 보이지는 않는다. 더욱이, 초기 실험에서 삼산화비소(비소 기초물
질)로 급성전골수성백혈병 환자를 치료한 이후 10년동안 2차 악성종양의 발생의 
증가는 관찰되지 않았다. 단기간 또는 장기간에 걸쳐 아르세나이트를 항암요법에 
이용하는 것은 안전하고 효과적이라는 것은 확실하다(3,7).
생체실험과 실험관 실험에서 비소는 핵의 붕괴, 염색체 이동, 염색체 변형과 유
전자 복제의 증가를 포함하는 염색체 이상을 유발한다. 또한 비소 화합물은 포유
동물의 세포에서 DNA와 염색체의 손상을 유발하고, DNA 복구를 방해하며, 
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DNA 메틸화를 변화시키는 것으로 보고되었다(8-10). 포유동물의 세포에서의 
DNA, 염색체 손상, DNA 복구 저해, DNA 메틸화 변형은 활성산소종(ROS) 발생
으로 인한 것이라 제시되었다(11).
그러나, 최근의 연구에서는 삼산화비소(비소 기초물질)가 텔로미어의 길이(12)와 
텔로머라제의 활성(13), 그리고 텔로미어 결합 단백질(14)을 변화시킬 수 있음을 
확인하였는데, 이는 텔로미어/텔로머라제 결합체가 삼산화비소(비소 기초물질)의 
직접적인 타겟일 수 있음을 시사한다. 특히 텔로머라제의 RNA 성분이 결여된 생
쥐 모델에서의 실험을 통해, 비소로 유발된 산화스트레스는 텔로미어의 마모, 텔
로미어 말단부끼리의 융합(infusion), 세포자살형태의 세포 사멸 등을 촉진시키는 
것으로 확인되었다(15).
비소는 또한 인간 텔로머라제 역전사효소(hTERT)의 전사 과정을 억제하는 강력
한 저해제로 밝혀졌다. 이 효과는 임상적으로 의미 있는 농도 즉 경구 투여 후 
환자의 혈액에서 확인되는 농도나 그 이하의 농도에서 나타난다. 이 효과는 인간 
텔로머라제 역전사효소 발현에 중요한 두 전사 요소인 c-Myc 와 Sp1 의 양 혹
은 활성의 감소로 인한 결과로 여겨진다(9). 
 소디움 메타 아르세나이트, KML001은 수용성 3가 비소화합물로,  경구 섭취가 
가능한 약물이다. KML001은 인간 고형암 세포주와 이종이식에서 강력한 세포독
성 을 보였으며, 현재 인간 전립선암에서 임상 1/2단계를 진행하고 있다(16 그리
고 연구자들의 브로셔). KML001과 삼산화비소(비소 기초물질)에 대한 한 연구에
서 KML001의 작용 기전에 대해서 많이 밝혀지지는 않았지만, 백혈병 세포주의 
성장 억제 효과, 인간 텔로머라제 역전사효소의 전사 억제 효과, 세포자살 유발 
정도는 두 약물 간에 큰 차이가 없었다. 백혈병에 있어, 세포자살의 유발에는 인
간 텔로머라제 역전사효소 mRNA 의 발현감소가 동반되는 것으로 확인되었다
(17).
이 논문에서 우리는 텔로머라제 효소 활성, mRNA와 단백질 수준에서 인간 텔로
머라제 역전사효소의 발현, 그리고 텔로미어와 텔로미어 서열에 미치는 KML001
의 효과를 보고한다. 또한 여러 고형암 세포주에서, 텔로미어의 길이와 KML001
에 대한 세포의 감수성을 비교하였다. KML001에 반응하는 전립선 암 세포주에
서 용량과 시간 경과에 따른 약물 효과를 면밀히 검사하였고, 이를 산화 스트레
스 유발과 같은 확립된 아르세나이트의 작용 기작과 연관시켜 해석하였다. 우리
는 텔로머라제 활성이 KML001에 의해 직접적으로 저해되지 않았고, 활성세포종
의 생성이 텔로미어의 감소의 원인이 아님을 확인하였다. KML001은 직접 텔로
미어와 결합하여, 텔로미어 반복 서열의 복제를 막고, 빠른 텔로미어의 손실을 
유발하는 것으로 확인되었다.

재료와 방법
세포배양과 약물. 인간 전립선 세포주(PC-3, DU145), 결장 세포주(HT29), 폐세
포주(H183) 그리고 인간 유방 세포주(MCF7, parental)는 미국유전자은행(ATCC)
에서 구입하였다. 난소암 세포주 A2780과 A2780cis(시스플라틴 저항형)는 유럽 
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세포주은행(European Collection of Cell Cultures)으로부터 구입하였다.  돌연
변이형 인간 텔로머라제 역전사효소(우성 음성 hTERT-/-)를 포함하는 녹색형광
단백질 발현 리포터 벡터와 대조군 리포터 벡터  를 안정되게 도입한 MCF-7 세
포주는 이전에서 보고된 바와 같이 제작하였다(18). 세포들은 10% 우태아 혈청
(Hyclone사)이 추가된 RMPI 1640, 또는  DMEM (invitrogen사) 배지를 이용하
여 표준 환경(5% CO2/37℃/습기 환경)하에서 키워졌고 연속적으로 배양되었다. 
안정적으로  도입된 MCF-7은 G418 (800ug/ml, Calbiochem사)에서 배양되었
다.
KML001(소디움 메타아르세나이트, 코미녹스)은 (주)코미팜에서 제공받았고 
50mmol/L 농도로 인산완충식염수에 녹인 후 -20℃에 보관되었다. 이 용액은 1
년 이상 안정하다. 실험을 위해서는 실험 당일 RPMI 1640 배지로 희석하여 사
용하였다. 

실험관내 세포독성 분석. 암세포 증식에 대한 KML001의 효과를 측정하기 위해, 
알레이(Alley et al) 등에 의해 제시된 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide(Sigma사)검색법을 사용하였다(19). 요약하자면, 
세포를 well 당 2,000 개씩 96-well 플레이트(Nunc사)에 분주한 후, 37℃ CO2

5% 조건에서 하룻밤을 배양하여 세포가 부착되도록 하였다. 약물은 0.001에서 
100 umol/L 농도로 처리하되, 동일한 농도를 8번 반복하여 처리하였다. 5일 동
안 연속해서 약물에 노출시킨 후, 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 를 첨가하여 
분석하였다. 자주빛 포르마잔(purle formazan)은 Synergy HT Multi-Detection 
Microplate Reader 와 KC4 software 를 이용하여 550nm에서 측정되었다. 성
장 저해 정도는 대조군과의 비교, 약의 추가(제 0 일)시간 당시의 세포 성장 정
도와 비교 평가하여 50% 억제농도와 100% 억제농도로 표현하였다. 3개의 개별 
실험이 진행되었다.

평균 텔로미어 제한 단편 길이(TRF). 로슈(Roche)사의 진단용 TeloTAGG 텔로
미어 제한 단편 길이 키트를 제조자의 설명을 따라, 그리고 과거에 우리의 경험
에 따라 이용하였다. 스피어만 순위계수 테스트(Spearman rank coefficient 
test)를 이용하여 종양세포주들에 있어 텔로미어 제한단편(TRF)의 길이와 실험관
내 KML001의 세포독성 활성을 비교하였다.
   
텔로머라제 반복서열 증폭법 (TRAP) 분석. 세포추출액에 KML001을 0.1 ~ 20.0 
umol/L 농도로 처리한 후, 혹은  50% 억제농도와 100% 억제농도로 KML001을 
세포에 처리하여 각각 8시간 24시간 경과한 시점에서 세포 추출액을 얻은 후 텔
로머라제 반복서열 증폭법 분석으로 텔로머라제 효소 활성을 측정하였다. 텔로머
라제 반복서열 증폭법 분석을 위해 기 보고되었듯이 TeloTAGG Telomerase 
PCR ELISA 키트(로슈진단사)가 사용되었다(20).  PC-3 세포 추출액에 KML001
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을 처리한 효과를 측정하기 위해 TRAPeze 키트(Intergen사)가 이용되었다. 총 
세포 단백질(250ng)이 각 RT-PCR 반응을 위해 이용되어졌다. PCR 산물은 보고
되었듯이 SDS PAGE gel에서 분리되었다(20).

인간 텔로머라제 역전사효소(hTERT)의 정량화를 위한 실시간 PCR. KML001을 
50%억제농도와 100% 억제농도로 각각 8시간, 24시간 처리한 세포와 용매 대조
군 으로 인산완충용액을 처리한 세포로부터 Qiagen RNeasy mini 키트(Qiagen
사)를 이용해 총RNA를 추출하였다. 인간 텔로머라제 역전사효소 mRNA의 정량
적 검출은 LightCycler 기기와 Light Cycler TeloTAGGG hTERT 정량화 키트
(Roche Diagnostics사)를 이용하여 수행하였다. 실시간 과정은 기본적으로 제조
사의 지시사항에 따라 행하여졌다; hTERT-encoding mRNA를 60℃에서 10분
간 역전사시킨 후, 95℃에서 30초간 변성시키고, 특이 프라이머를 이용하여 95℃
에서 0.5초, 60℃에서 10초, 72℃에서 10초 조건으로 40 사이클 PCR 반응을 수
행하여 198bp의 유전자 단편을 증식시켰다. 실시간 PCR 반응은 hTERT 프라이
머와 housekeeping  유전자 porphobilinogen deaminase 프라이머를 이용하
여 총 100ng/ul의 RNA로 수행하였다. Porphobilinogen deaminase 반응 산물
은 RT-PCR의 대조군으로 hTERT mRNA의 표준화와 정량화를 위해 사용되었
다.

면역형광검사법과 면역블로팅(immunoblotting). 인산화된 히스톤 2AX(γ-H2AX, 
ser139) 항체는 업스테이트(Upstate)에서, hTERT 항체는 노바카스트라
(Novacastra)에서, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine(8-oxo-dG) 항체는 
Trevigen사(clone 4E9)에서 구입하였다. 모든 1차 항체는 쥐 유래 단클론
(monoclonal)이며 FITC 형광이 부착된 2차 마우스 단클론항체는 시그마사에서 
구입하였다. 이전에 보고된 것처럼 hTERT 와 γ-H2AX 염색을 수행하였다(21). 
8-oxo-dG 염색을 위해, 고정된 세포를 4N HCl로 5분간 변성시킨 후 50 
mmol/L Tris base로 5분간 중화시켰다. 중화 후, 10% 우태아혈청을 포함한 10 
mmol/L Tris-HCl에서 30분간 처리하였다. 이어 1시간 동안 1:300 비율로 희석
된 1차 항체를 처리한 후,  1:100 비율로 희석된 2차 항체를 30분간 실온에서 
처리하였다. 슬라이드는 인산완충액으로 세척하고 DAPI로 대비염색하였다. 결과
를 분석하고 신호를 정량하기 위해 Leica DM4000 현미경과 5.0 openlab 
improvision software를 이용하여 63배 확대한 현미경사진을 찍었다. y-H2AX
의 정량은 마스크로서 이중층을 이용하여 핵의 형광 광도를 측정하였다. 적어도 
한 실험당 100개의 핵이 평가되었다. 처치군과 대조군의 평균은 측정된 수치로부
터 각각 계산하였고, 형광 광도는 막대도형으로 표현되었다. γ-H2AX에 대해 면
역블로팅은 기존에 보고된 방법대로 진행하였다(21).

인공 텔로미어와 KML001의 결합. 인공 텔로미어 서열 5‘-(TTAGGG)x-3'에 대한 
KML001의 결합을 확인하기 위해, 시스플라틴의 텔로미어 결합에 대한 이쉬바쉬
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와 리파드의 방법을 이용하였다(22). 원자흡수 분광기 대신, 고분해성 매트릭스 
보조 레이저 탈착 이온화 질량분석기법을 이용하였다. 질량분광은 Axima 
MALDI-TOF 질량분석기를 통해 얻어졌다.(Kratos/Shimadzu) 텔로미어 그리고 
변이 염기서열은 우리의 Biopolymer Core 시설에서 합성되었다. 시스플라틴
(1mg/mL; Novaplus)을 텔로미어 DNA 부착 분석에서 양성 대조군으로 이용하
였다. 요약하면, 올리고뉴클레오티드와 KML001은 100ul 액상 용액에서 고정된 
몰 비율(molar ratio) 1:10으로 37℃에서 24시간 동안 방치되었다. TTAGGG배
열은 약물과 함께 추가적으로 48시간, 72시간 방치되었다, 그 후 Speed Vac 시
스템을 이용하여 건조시켰고,  MALDI 를 행하기 전에 2.5ul의 
3-hydroxypicolinic acid 매트릭스에 재부유하였다.
 
세포주기 중기에서의 텔로미어 FISH(telomere FISH). 
70%의 밀도에 도달한 PC3 세포에 KML001 0.24umol/L와 9umol/L을 처리하
거나, H183세포에 14umol/L, 25umol/L 처리한 후 T75조직배양 플라스크에서 
24시간, 48시간, 72시간 동안 배양하였다. 대조군은 인산완충액을 처리한 후 동
일하게 배양하였다. 배지 제거 후 10g/ml 의 콜세마이드(colcemide)를 함유한 
배지를 처리한 후 37℃에서 90분간 배양하였다. 세포 처리와 슬라이드 처리는 
기존에 보고된것처럼 진행되었다(21). 슬라이드는 교잡(hybrodization)과정 전에 
적어도 3시간 동안 실내온도에서 건조시켰다. 로다민 발색단(rhodamine 
fluorophore)으로 라벨링한  인간 텔로미어를 이용하여 제조사의 프로토콜에 따
라 PC-3 세포의 metaphase에 교잡(혼합) 실험을 진행하였다. 염색체는 DAPI 
로 대비 염색하였다. AX70 올림푸스 형광현미경의 100배 비율에서 빨간색(로다
민)과 파란색(DAPI)이 동시에 검출 되는 rhodamine/DAPI/FITC Triple Band 
Excitation Filter를 이용하여 영상화했다. 텔로미어의 신호는 중기 염색체에서 
검출 가능한 텔로미어의 반복 서열(rhodamine red)의 수를 세어 정량화하였고, 
총 세어진 염색체에 대해 %로 표현하였다. 최소 100개의 염색체가 평가되었고, 
실험은 3반복 하였다. 

염색질 면역침강법
왕성하게 성장하고 있는 107개의 PC-3 세포에 KML001을 IC100 농도(9umol/L)
로 2, 8, 24시간 동안 처리한다. 대조 세포는 24시간 동안 인산완충액으로 처리
한다. 아다박사 등(d`Adda di Fagagna)의 보고처럼, 염색질 면역침강법(ChIP 
assay)을 이용하여 염색체 말단 복제서열에 대한 γ-H2AX의 연관을 연구하였
다.(23)
요약하자면, 세포는 인산완충용액(PBS)으로 두 번 세척한 후, 1% 포름알데하이
드로 37℃, 10분간 고정시킨다. 차가운 PBS로 세척 후, 세포 107/ml당 1% 
SDS, 50mmol/L tris-HCL, 10nmol/L EDTA 용액으로 용해시킨다. DNA를 절
단하기 위해 초음파를 이용하였고, 4℃에서 10분간 원심 분리한다.  1.2ml의 
0.01% SDS, 1.1% triton X-100, 1.2mmol/L EDTA, 16.7mmol/L Tris-HCl과 
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150mmol/L NaCl 용액에 희석시킨  200ul 세포 추출액에 protein G 
plus/protein A agarose suspension/salmonsperm DNA을 첨가하여 전처리
한다. 여기에 생쥐 단클론 phospho-H2AX 항체나, telomere repeat binding 
factor 1 항체, 대조군으로 IgG를 첨가하여 4℃에 하룻밤 방치한다. 면역 침강된 
고형물(pellet)을 처음에는 150mmol/L NaCl이 첨가된 0.1% SDS, 1% triton 
X-100, 2mmol/L EDTA, 20mmol/L Tris-HCl로 세척하고, 두 번째는 
500mmol/L NaCl가 첨가된 동일 용액으로 세척한다. 그 다음, 0.25mmol/L 
LiCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 1mmol/L EDTA(pH 8.0), 
10mmol/L Tris-HCl(pH 8.0), 1mmol/L EDTA 용액으로 세척한다. 염색질은 
1% SDS와 0.1mol/L NaHCO3가 함유된 비드500ul로 추출한 후, 5mol/L NaCl 
20ul을 추가하여 4시간 동안 65℃에서 교차 결합 (cross-link)되도록 한다. 
1mol/L Tris-HCl(pH 6.5) 20ul과 0.5mol/L EDTA 10ul, proteinase K 20ug
를 넣고, 45℃에서 1시간 방치한다. 페놀 추출한 DNA를 -80℃에 하루 동안 침
강시킨 후, 침강된 것을 10ul의 물에 용해시켜 95℃에 10분간 변성시키고, DNA 
250ng을 schleicher&Schuell apparatus로 Hybond 막에 점적한다. 막은 
teloTAGGG telomere length kit을 사용하여 발색하고, 발색 신호는 평균 신호 
강도값과 총 농도를 측정한 후 NIH ImageJ software를 사용하여 정량한다. 이
렇게 절대강도값을 결정하고,  절대강도값을 대조샘플의 절대강도값으로 나누어 
상대강도값을 구하였다.

통계학적 테스트.  두 개의 처리군 사이의 통계학적 유의성은 Student's test를 
이용하여 P < 0.05 이면 유의성이 있는 것으로 평가하였다. 이용된 소프트웨어 
SPSS 2000 SigmaPlot and SYSTAT version 10 이다. 

결과
인체 암세포주에 대한 KML001의 세포독성 활성은 텔로미어의 길이와 상관성이 
있다. 우리는 KML001을 10개의 암세포주와 배아 신장세포주 HEK293T에 처리
한 후 결과를 평가하하였다(Table 1). 암세포주에는 텔로머라제 없이 대체신장
(伸張)기전(alternative lengthening mechanism)을 통해 텔로미어를 유지하는 
골육종세포주 Saos2가 포함되어 있다.  각세포주에 대한 KML001의 세포독성을 
그들의 텔로미어 길이와 비교하였다(Table 1, Fig. 1A 와 B). 전립선암, 난소암, 
폐암, 유방암, 결장암 세포주 중에서 전립선 암세포주인 PC-3세포가 
KML001(50% 억제농도, 0.23umol)에 대한 감수성이 가장 높았고, 가장 짧은
(2.5kb) 텔로미어를 가지고 있었다. 텔로미어에 대한 대체신장기전을 가진 세포
주인 Saos2는 KML001(50% 억제농도, 25umol)에 가장 낮은 반응을 보였고, 텔
로미어의 길이가 길었다(텔로미어 제한 절편 길이13.5kb). 이 두 가지 세포주에 
대한 50%억제농도의 값은 100배(50%억제농도의 비율 108.7) 이상의 차이를 보
였다(Table 1, Fig1).  텔로미어 제한 절편 길이가 Saos2와 비슷한 인간 폐암세
포주 H183(13kb)도 PC-3 세포와 비교했을 때 50%억제농도 비율이 60.8로 높았
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다 (Fig 1B). HEK293T 정상 신장 세포는 가장 긴 텔로미어 길이에도 불구하고 
KML001에 대한 감수성이 높았다(50%억제농도 13.5, Table1;Fig1A 와 B). 일반
적으로 낮은 50%억제농도(IC50) 값은 짧은 텔로미어와 양의 상관 관계에 있었다
(Table 1); 우리가 세포독성과 텔로미어의 길이에 대해 스피어만 순위 상관 계수
(Spearman rank correlation coefficient) 방법을 적용했을때, 유의 상관 계수
는 r2=0.9로 확인되었고, 이는 텔로미어와 KML001의 세포독성간의 상관성을 의
미한다(Fig. 1C). 이런 상관성은 유방암과 전립선암 세포주에서 가장 명백하였다
(Table 1). 후속 분자생물학적 실험을 하기 위해 전립선 암 세포주 PC-3과 
DU145이 선택된 이유는 전립선암에 대한 임상2상실험이 진행되고 있고, 비교적 
짧은 텔로미어를 가지고 있기 때문이다. H183 폐암 세포주는 긴 텔로미어 길이
를 가진 세포주로서 선택되어, 짧은 텔로미어를 가진 세포와 함께 KML001의 효
과를 비교하기 위해 이용되었다. 

텔로머라제 활성과 인간 텔로머라제 역전사효소(hTERT)에 대한 KML001의 영
향. KML001 이 텔로머라제의 효소 활성에 또는 그것의 촉매 서브유닛(subunit)
인 텔로머라제 역전사효소에 미치는 영향을 확인하기 위해, PC-3 세포주로부터 
텔로머라제 추출액을 얻은 후 다양한 농도의 KML001을 첨가하여 TRAP 분석을 
수행하였다(Fig. 2A). 또한 KML001을 50% 억제농도, 100% 억제농도로 각각 8
시간 24시간 처리한 전립선 암세포로부터 텔로머라제 추출액을 얻어 텔로머라제
의 활성을 측정하였다(Fig. 2B, 2C, 그리고 보충 S1A). 인간 텔로머라제 역전사
효소의 발현은 mRNA 레벨에서 평가되었다(Fig. 2D). KML001이 20umol/L 정
도의 높은 농도에서도 텔로머라제의 활성에 직접적으로 영향이 주지 않음을 확인
하였다(Fig. 2A). 유사하게, 텔로머라제를 추출하기 전 KML001을 8시간 처리한 
PC-3 세포 또는 DU145 세포에서 텔로머라제에 거의 영향이 없음을 확인하였다
(Fig. 2B). KML001을 50% 억제농도, 100% 억제농도로 24시간 처리한 경우에 
작지만용량 의존적으로 텔로머라제 활성이 억제되는 것으로 확인되었다(통계적으
로 의미 없음. p>0.05) (Fig. 2B, 보충 FigS1A). 이것과 동일선상에서, 촉매 서브
유닛 인간 텔로머라제 역 전사효소와 같은, 텔로머라제 단백질은 24시간에 세포
핵으로부터 세포질로 이동되었다. 이런 현상은 짧은 텔로미어를 가진 전립선암세
포에 100% 억제농도로 처리했을 때 더욱 두드러지게 나타나는 것으로 확인되었
다(Fig. 2C, 보충 Fig. S1B). 텔로미어로부터 인간 텔로머라제 역전사효소의 분
리, 이동은 효소 활성을 잃게 하여 24시간 후의 TRAP 분석에서 보는 것처럼 효
소 활성이 확인되지 않는다(Fig. 2B). 긴 텔로미어를 가지는 폐암세포주에서 세포
핵으로부터 세포질로의  텔로머라제 역 전사효소의 이동(재배치)은 24시간 이내
에는 보이지 않는다(결과가 논문에 제시되지는 않았다. Fig. 2C)
KML001에 의한 텔로머라제 효소의 저해에 대한 다른 가능한 설명은 전사 레벨
에서의 인간 텔로머라제 역전사효소 발현의 감소이다. 약물을 살아있는 세포에 
처리했을 경우 저해 효과가 확인되는데 반해(Fig. 2B), 세포 추출물(Fig, 2A)에서
는 저해 효과가 확인되지 않는 이유가 전사 과정의 저해 때문이라 볼 수 있다. 
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이를 확인하기 위해 KML001을 처리한 PC-3 세포로부터 추출된 RNA를 가지고 
실시간(real time) PCR 분석을 수행하였다. 인간 텔로머라제 역 전사효소 
mRNA 발현이 100% 억제농도에서 8시간 후(p=0.04)에 그리고 50% 억제농도와 
100% 억제농도에서 24시간 후(각각 p=0.002 그리고 0.003, Fig. 2D)에 확실히 
유의성 있게 억제되는 것을 관찰하였다. 이러한 관찰은 비소삼산화물에 대한 이
전의 보고서들과 일치한다(9,17). 이러한 결과로부터, 텔로머라제의 전사에 대한 
KML001의 영향과 텔로머라제 역전사 효소의 이동이 텔로머라제 활성 저하를 설
명한다고 볼 수 있다.  

텔로미어의 배열에 KML001의 직접 결합함. 금속종류들이  DNA 이중사설의 
GGG 세 염기에서 중앙에 위치한 구아닌(guanine)에 대해 높은 친화성을 갖고 
있다는 것은 잘 증명되어 있다(22,24,25). 예를 들면 cis 
diamminedichloroplatinum(CDDP, 시스플라틴)은 N7-Pt-N7 GG 사설 내부 교
차결합(intra-strand cross-links)을 형성한다고 알려져 있다. 텔로미어의 G가 
많은 서열, (TTAGGG)n는 사람의 텔로미어의 경우 130-210염기쌍(bp)들의 
C-rich strand를 지나서까지 연장되는데 이것은 시스플라틴과 반응한다고 한다
(22,24,25). 시스플라틴은 특별히 텔로미어에 대한 독성을 가지는데, 이것은 텔로
미어로부터 전사 생성물이 존재하지 않기 때문이다. 텔로미어의 DNA에 손상이 
가해지면 전사와 연계된 뉴클레오타이드 절단 복구 시스템에 의해 복구되지 못한
다. 다른 한편으로는 이중 나선의 단백질 암호화 DNA 서열은 복구될 것이다. 삼
산화비소(비소 기초물질)는 DNA와 RNA의 G-C, A-T, A-U염기 부위에 반응하
는 것으로 알려졌다(26). 3가 비소 화합물인 KML001이 텔로미어의 배열에 결합
하는지, Fig. 2C에서의 인간 텔로머라제 역전사효소 이동을  설명하는 것이 가능
한지 확인하기 위해 우리는 인위적인 텔로미어의 염기 서열 단편 ([TTAGGG]3와 
[TTAGGG]6)을 KML001과 같이 방치하였다. 그리고 시스플라틴을 양성 대조군으
로 사용하였다. KML001 또는 시스플라틴과 [TTAGGG]3을 1 : 10의 비율로 24, 
48, 72시간 동안 37℃, 24시간 방치하였다 (Fig. 3A). 텔로미어의 DNA 단편에 
KML001을 첨가하고 고해상도 MALDI 질량 스펙트럼 측정기로 측정하였더니 약 
130m/z(질량-전하 비율)의 분자량 이동이 있었다. 이것은 세 개의 텔로미어 서
열 반복에 한분자 비율로 KML001(분자량 129.91)이 부착됨을 의미한다(Table2, 
Fig.3A). 방치 시간을 늘려도 세 개의 TTAGGG 반복 서열에 부착되는 KML001 
분자의 수는 변화되지 않았다. 6개의 텔로미어 반복 배열인 [TTAGGG]6을 사용
하면 두 분자의 KML001이 결합되었다(Table 2). 변이 분석을 통해서 구아닌
(guanine)과 구아닌까지의 트리플렛(triplet) 주변의 티민(thymine) 염기가 
KML001의 결합에 중요함을 밝혔다(Table 2). 구아닌만으로 구성되는 육핵산 반
복은 4분자의 KML001과 결합한다. TTT와 3개의 연속된 구아닌은 두 분자의 
KML001과 결합하는데 반해 AAAGGG는 KML001과 결합하지 않는데 이것은 
TTAGGG의 반복에서 아데닌(adenine)의 존재는 비소화를 방해한다는 것을 시사
한다(Table 2). 그리고 모든 A와 모든 T 육핵산은 KML001과 결합하지 않는다. 
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시스플라틴을 [TTAGGG]3 반복에 첨가되면 3개의 분자가 결합하고, 이것은 한개
의 Pt분자가 GGG 트리플렛(triplet)에 반응한다는 기존 보고와 일치한다(22,25). 
텔로미어의 배열에 결합하는 KML001이 암세포의 텔로미어 유지에 대한 생물학
적인 영향력을 갖고 있는지 그리고 그 영향이 텔로미어의 길이에 의존하는지를 
평가하기 위해 PC-3 세포와 H183 세포를 KML001  50% 억제농도와 100% 억
제농도로 24, 48, 72시간동안 처리하였다. FISH분석을 위해 유사분열 중기 상태
로 고정된 세포에 모든 인간 유래 텔로미어 탐침(探針, probe)을 처리하였다(염
색체는 파란색, 텔로미어는 붉은색 Fig. 3B-D). 50%억제농도로 처리된 PC-3 세
포의 중기를 대조군과 비교할 때 어떤 시점에서도 차이를 확인할 수 없었다(차이
를 보이지 않았다, Fig 3B). KML001 100% 억제농도로 처치한 후 48시간째부터 
전체 텔로미어의 빠른 소실을 관찰하였다; 이 시점과 이 약물의 농도에서 PC-3 
세포 중기의 각 염색체들로부터 4개의 텔로미어중에서 2개의 텔로미어가 소실되
었는데 이것은 염색체의 장완과 단완과 무관하게 임의적으로 진행되었다(Fig. 
3C, b). 300개의 중기 염색체중 검출가능한 텔로미어 반복 신호를 세었으며
(counting), 39±2.8%의 텔로미어 신호가 사라졌다(소실되었다. Fig. 3B; P 
=0.0014). KML001에 노출된 지 72시간 후 극소량의 텔로미어의 신호만 남았고
(16.5±4.9%) 대부분의 염색체들은 거의 대부분 텔로미어를 소실하였다(Fig. 3C, 
c; P=0.0011). 이것은 또한 Fig.3C(파란색 박스로 삽입된 부분)에서 보여지는 것
처럼 분열 간기 핵에서도 명백하다. 대조적으로 H183세포(텔로미어제한단편, 
13kb)에서는 대조 세포와 비교할 때, KML001의 100% 억제농도에서 72시간을 
노출시켜도 텔로미어 신호의 손실을 유발하지 않았다(Fig 3B and D a-b). 이러
한 결과들은 앞서 이야기되었던 텔로미어의 결합/손실화 이론을 지지한다. 이런 
영향은 KML001에 대해 농도의존성이 있으며, 텔로미어의 길이에 의존하는 것으
로 확인되었다.

KML001에 의한 텔로미어 연관 DNA손상 유도의 특이성. 텔로미어 구조의 손상
이나 텔로미어 길이 감소에 의해 염색체 말단의 보호가  불충분해지면 언캡핑(뚜
껑제거, uncapping) 신호 발생으로 인해 세포 성장이 지연되는 현상이 유도된다
고 최근 밝혀졌다(27,28). 이것은 DNA 이중나선 손상(DSB)에 의해 매개되는 
DNA손상 반응 경로를 활성화한다. 왜냐하면 짧고 기능장애를 갖는 텔로미어는 
이중 나선 DNA의 절단(double-strand DNA break)과 닮았기 때문이다(28). γ
-H2AX의 139번 세린(serine)위치에서의 인산화는  DNA 이중나선 손상 신호 과
정의 매우 초기에 해당하기 때문에 텔로미어 연관 DNA손상 점검(checkpoint)반
응의 지표가 된다(21, 28). 따라서 KML001 처리후에 발생하는 인간텔로머라제 
역전사효소의 손실과 텔로미어의 결합이 PC-3 세포에서의 γ-H2AX의 유도반응
을 일으키는가를 시험하였다(Fig. 4A-D). 그 결과 H2AX는 농도 의존적인 방식
으로 인산화 됨을 확인하였된다; 많은 H2AX 인산화 신호가 100% 억제농도로 
처리된 PC-3 세포주와 DU145 전립선암세포주에서 관찰되었다(p,0.0001, 
Fig.4B-C, 보충 FigS1C). γ-H2AX의 유도는 면역블로팅법에 의해서 관찰되었는
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데, 50%억제농도와  100% 억제농도에서 2시간 동안 KML001을 처리한  PC-3 
세포에서 빠르게 관찰되었다(Fig 4C). 그러나 H183 폐암세포들은 KML001의 
100% 억제농도에서 24시간동안 처리하렸으나, γ-H2AX 인산화 신호를 확인할 
수 없었다.  
KML001의 처리로 인산화한 H2AX와 텔로미어의 특이적인 결합이 유도되는지 
평가하기 위해 반응성이 좋은 전립선 암세포 PC-3에 KML001를 처리한 후, 
anti-γ-H2AX 항체로 단백질/DNA 복합체를 침강시키고, 탐침이 부착된 텔로미
어 서열 [(TTAGGG)n;Fig 4D]로 확인하는 ChIP assay를 수행하였다. 
γ-H2AX과 결합한 텔로미어 반복서열이 점차 증가하는 현상은 γ-H2AX 발현 양
상을 보여주는 Fig.4C의 Western blot 데이터와 일치하는 것으로  확인되었다.  
텔로미어에 결합된 γ-H2AX 단백질은 KML001 에 노출한지 2시간 후에 2배 (신
호 강도, 1.7) 증가하였고, 8시간과 24시간에 추가적으로는 5배(신호강도 
10.4~10.7)까지 증가하였다(Fig. 4D). 텔로미어 결합 단백질인 텔로미어 반복서열 
결합 인자 1 항체를 가지고 ChIP를 수행했을 때, 대조군 PC-3 세포에서 약한 
TTAGGG 반복 시그널을 찾은 반면, 음성 대조군으로 마우스의 IgG을 사용하여 
면역 침강을 수행하였을 때, 어떠한 텔로미어 배열도 침강되지 않았다(Fig. 4D). 
이것은 특이적인 텔로미어 DNA 손상이 일어났음을 의미한다. 이것은 아르세나이
트에 의해 생성된 ROS로 인한 DNA 손상과 비교된다. 활성산소종 생산에 의한 
8-oxo-dG의 형성은 잘 연구되어 있으며, 8-oxo-dG는 일반적으로 산화 스트레
스의 지표로 이용된다.  PC-3 세포와 DU145 세포를 8-oxo-dG에 대한 항체를 
사용하여 염색하고 동시에 γ-H2AX 면역형광실험을 수행하였다. 그 결과, 
8-oxo-dG가 생성된 손상부위는 KML001의 높은 농도에서, 훨씬 나중에 발생하
였다(Figure 4, Figure S1D). 24시간 이상 동안, 약물 농도별(50%억제농도, 
70%억제농도, 90%억제농도, 100%억제농도)로 면밀히 분석한 결과, 활성산소종
으로 유발된 8-oxo-dG의 형성은 24시간 이전에 발생하지 않았고, PC-3 세포에
서  KML001의 100%억제농도에서만 관찰되었다. DU145세포에서는 KML001 의 
100% 억제농도에서도 아주 작은 8-oxo-dG만 형성되었다.

고찰
비소화합물은 세계적으로 가장 오래된 약물의 하나이며 잘 알려진 독성물질의 하
나이다. 흥미롭게도 항암치료에 유용하며, “소량의 독성물질은 최상의 의약품이
고 너무 많은 과량의 좋은 의약품은 독성을 일으킨다”라는 파라다임에 대한 최상
의 예이다(29). 비소화합물의 역설적인 항암 효과에 대한 기전은 아직 명확히 밝
혀지지 않았지만 몇가지 보고된 연구들은 텔로미어와 텔로머라제의 관여에 초점
이 맞추어져 있다(1, 15, 29). 예를 들면 인간 세포는 설치류 동물의 세포보다 삼
산화비소(비소 기초물질)에 더욱 민감하다. 이러한 차이는 쥐(mouse)의 세포에서 
나타나는 매우 긴 텔로미어에 비해 인간세포에서  짧은 텔로미어가 발견되는 것
과 관련있다(15). 암세포와 인간의 정상 세포를 구별하는 특징은 효소인 텔로머
라제의 발현과 암세포의 짧지만 안정한 텔로미어의 길이에 있다 ; 이러한 차이는 
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3가 비소의 항암 활성에 중요한 역할을 한다(30.31). 
본 실험에서는 소디움 메타 아르세나이트의 세포독성은 텔로미어의 길이에 의존
적이며, 짧은 텔로미어의 세포가 긴 텔로미어를 갖는 세포보다 약물에 더욱 민감
하고 감수성이 있다라는 명확한 증거를 제공한다(Table1).  Saos2세포는 긴 텔
로미어를 갖는 세포 라인으로서 자체의 텔로미어의 길이를 유지하는 대체신장기
전(ALT)(예, 텔로미어 교환)을 통해 텔로머라제와는 무관하게 텔로미어 길이를 
조절한다. 짧은 텔로미어(2.5kb, 참조문32)를 가지는 감수성 높은 PC-3 전립선암
세포와 비교했을 때 소디움 메타 아르세나이트에 대한 100배 이상의 “저항성”을 
보였다. 우리가 추가로 밝힌 내용은 소디움 메타 아르세나이트가 인간의 텔로미
어의 염기서열에 결합하고, 매우 짧은 텔로미어(2.5kb)를 가진 PC-3 전립선 암
세포주에서 텔로미어의 급격한 손상을 유도하지만, 긴 텔로미어를 가지는 폐암세
포주에서는 그렇지 않다는 것이다(Fig. 3). PC-3 세포에  KML001을 100%억제
농도로 첨가 후 텔로미어 탐침을 활용해 중기와 간기의 FISH를 수행한 결과, 전
체적인 텔로미어는 48시간 경과 후 소실되는 것으로 확인되었다. 72시간 후에는 
대부분의 염색체가 텔로미어를 잃게 되었지만 말단간 융합 현상을 보이지는 않았
다. 대조적으로, KML001은 H183 폐암세포에 대해서는 72시간에도 텔로미어 손
실을 유발하지 않았다. H183 폐암세포에서 텔로미어 손상을 일으키기 위해서는 
노출시간의 연장 또는 100%억제 농도 이상의 KML001 처리를 필요로 할 것이라 
여겨진다. 이러한 결과는 이전에  리우(Liu)등이 텔로머라제 유전자 결핍(hTR 
-/-) 생쥐와, 연령이 상응하는 정상 생쥐의 배아를 가지고 수행한 연구 결과들과 
일치한다. 긴 텔로미어를 갖는 정상 (Wt) 배아는 30μmol/L의 삼산화비소(비소 
기초물질)에 노출 후 72~96 시간 후에 텔로미어의 손실 현상이 관찰되었으며, 이
것은 염색체 말단의 융합 현상을 초래하여 텔로미어는 더 이상 관찰되지 않았다. 
놀랍게도  늦은(late) 세대의 텔로머라제 결여 생쥐로부터 유래한 짧은 텔로미어
를 갖는 배아 세포에서는 삼산화비소(비소 기초물질)에 의한 염색체 말단의 융합 
현상이 관찰되지 않았다. 그러나 짧은 텔로미어를 갖는 텔로머라제 결여 생쥐 배
아는 비소에 의한 세포 생존 억제에 대해 정상 배아보다 더 큰 감수성을 가졌다
(15). 이러한 정상 생쥐와 텔로머라제 결여 생쥐 배아에서 진행된 실험 결과는, 
정상 인간 세포와 암세포에 대한 소디움 메타 아르세나이트의 효과를 잘 반영한
다. Liu 등은 긴 텔로미어를 가진 생쥐 배아와 짧은 텔로미어를 가진 생쥐 배아
에 대한 삼산화비소(비소 기초물질)의 효과가 차이나는 것이 활성산소종의 생성
과 활성산소종에 의한 텔로미어의 손실에 의한 것이라 생각한 반면, 우리는 소디
움 메타 아르세나이트가 텔로미어의 반복 서열에 직접 결합하여 텔로미어의 손상
을 초래한다는 명확한 증거를 제시하였다(Fig. 3A). 텔로미어의 비소 결합은 
DNA손상 신호를 유발하는데, 이것은 빠르며 용량 의존적인 H2AX의 인산화 현
상으로 확인되었다. H2AX의 인산화는 γ-H2AX ChIP분석에서 확인된 것같이 텔
로미어와 관련이 있으며, 활성산소종에 의한 DNA 손상인 8-oxo-dG의 형성에 
선행되었다(28,33). 텔로미어에 특이적인 γ-H2AX 발현은 소디움 메타 아르세나
이트 50% 억제농도에 노출시킨 후 2시간 경과 시점에서 빨리 발생하는 반면, 



코미팜(041960)

31

8-oxo-dG는 PC-3 세포에 KML001을 100% 억제농도로 첨가후 24시간 경과한 
후에만 유도된다(Fig. 4). 우리의 결과들은, 소디움 메타 아르세나이트에 의한 텔
로미어의 손실과 DNA 손상 신호는 활성산소종에 의해 매개되는 것이 아니라 텔
로미어의 비소화에 의해 유발된다는 것을 보여준다.
텔로머라제 활성에 대한 소디움 메타 아르세나이트의 효과를 검증하는  TRAP 
assay 실험을 수행할 때, KML001을 분리한 효소에 직접 처리하거나 또는 처리
된 세포로부터 효소 활성을 추출하거나 약물은 텔로머라제 활성에 영향을 주지 
않았다. 그럼에도 불구하고 인간 텔로머라제 역전사효소 단백질은 핵으로부터 세
포질로 이동되었고, 이런 현상은 G-rich 3' overhang을 통해 G-quadruplex의 
생성을 안정화시킴으로서 작용하는, 텔로미어를 타겟으로 특별 디자인된 새로운 
종류의 텔로머라제 억제제, G-quadruplex ligands에 의해서도 동일하게 관찰된
다(21,30,31,34). G-quadruplex ligand인 BRACO19에 의해 인간 텔로머라제 역
전사효소가 텔로미어에서 세포질로 이동되고, 유비퀴틴(ubiquitin)과 동일 영역에 
재배치 되는 것을 관찰하였는데, 이것은 유비퀴틴-프로테아좀 시스템(단백질 분
해 시스템)에 의해 텔로머라제 역전사효소가 분해됨을 시사한다(34). 본 실험에서 
보여지는 전립선암 세포에서의 텔로미어의 염기서열의 비소화는 유사한 효과를 
나타낸다. 
소디움 메타 아르세나이트가 텔로머라제 단백질의 활성에는 미미한 효과를 갖지
만,  인간 텔로머라제 역전사효소의 전사를 저해하는 것이 관찰되었다. 실시간 
PCR에 의해서 mRNA로부터 증폭된 인간 텔로머라제 역전사효소의 전사물은 소
디움 메타 아르세나이트 50%억제농도와 100%억제농도 처리 후 24시간 경과시
점에 급격히 감소하는데, 이것은 다른 연구자들에 의해 보고된 결과와 일치한다
(9, 17). 우리의 텔로머라제/텔로미어 단백질, RNA, DNA 자료와 최근의 연구 
레포트를 검토한 결과 인간 텔로머라제 역전사효소 mRNA의 감소는 RNA의 
A-U 염기에 대한 소디움 메타 아르세나이트의 결합에 기인할 것이라는 추측이 
가능하다(26). 
급성 전골수구 백혈병 세포들을 자살시키는 삼산화비소(비소 기초물질)의 기전은 
집중적으로 연구되어졌고 인간 텔로머라제 역전사효소 mRNA의 발현 억제현상도 
보고되었다(9, 17, 29). 급성전골수성백혈병에서 자주 관찰되는 한 가지 흥미로운 
기전은, 전골수구 백혈병 유전자(PML)인 retinoic acid receptor-alpha(RAR-α) 
융합 단백질의 빠른 분해 유도인데, 이것은 전골수구 세포의 분화능을 회복시킨
다(35). 삼산화비소(비소 기초물질)의 처리는 전골수성백혈병유전자를 핵기질에 
위치하게끔하고 이것은 sumo의 결합을 유도하고, 결국 단백 분해 기구인 프로테
아좀(proteasome)으로 이동되어 분해된다. 전골수성백혈병유전자는 세포핵내의 
전골수성백혈병 핵체(PML nuclear bodies)라고 하는 독립된 공간에 존재한다
(29). 이것은 대체신장 기전에 의한 텔로미어 길이 조절에 관련되어 있으며, 텔로
미어 DNA와 동일한 위치에 존재하는 것으로 밝혀졌다(36). 급성전골수성백혈병
에서 삼산화비소(비소 기초물질)는 텔로미어 유지를 억제하는 두 가지 기작을 가
지는 것으로 여겨진다. 첫째, 텔로머라제에 의해 조절되는 텔로미어 배열과 인간 
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텔로머라제 역전사효소 mRNA와 결합하며 텔로미어 DNA 손상신호를 유도하고 
빠른 세포 사멸을 유도하는 기작이다. 둘째, 전골수성 백혈병 유전자를 분해시킴
으로서, 전골수성백혈병 핵체를 이용하여 텔로미어 교환이라는 경로로 텔로미어
를 복구함으로써 세포사멸을 피하려고 하는 시도를 막는다(32). 따라서 급성전골
수성백혈병에서 전골수성백혈병유전자의 존재여부는 비소 치료에 대한 감수성을 
결정한다. 
우리의 결과들과 다른 연구자들의 결과들은 함께 고려해 볼 때, 아르세나이트
(arsenite)는 텔로미어 길이 의존적인 방식으로 텔로미어에 영향을 미친다고 판
단된다. 암세포와 같이 짧은 텔로미어를 갖고 있는 세포에서 염색체 말단의 융합 
없이 텔로미어의 손실을 통해 항암 효과를 발휘할 것으로 생각된다(15). 여러 인
간 종양 세포주(Table 1)에 대한 세포독성 자료, 그리고 PC-3 세포주에서 보인 
텔로미어 손실 결과를 고려할 때, 소디움 메타 아르세나이트는 다양한 종류의 짧
은 텔로미어를 가지는 암의 치료에 유용하다는 결론을 내릴 수 있다. 소디움 메
타 아르세나이트를 이용한 약동학 연구에서, 정맥 주사후 15μmol/L의 최고 혈장 
농도와 경구 투여후 2.5μmol/L의 최고 혈장 농도를 확인하였다(16). 이것은 이 
약물의 치료 범위로써, 우리의 세포주 연구와 짧은 텔로미어를 갖는 특별한 세포
주로부터 얻어낸  50%억제농도와 100%억제농도의 대부분을 포함한다. 
중요한 사실은 삼산화비소(비소기초물질)와 KML001은 액상 상태에서 동일한 물
질이라는 점이다. 왜냐하면, 삼산화비소(비소기초물질)는 물에 잘 녹지 않아,  수
산화나트륨sodium hydroxide에 녹여야 하며, 생리적 pH를 조절하면 소디움 메
타아르세나이트를 생성하게 된다. 사실, 삼산화비소(비소기초물질)을 연구한 연구
자들은 그들의 연구에서 소디움 메타아르세나이트를 직접 사용해 왔다(10). 우리
는 Table 1에서와 같이 실험관 내에서 KML001 과 수용화된 삼산화비소(비소기
초물질)의 세포독성을 비교하였고, 이 두 가지 약물의 효능에는 차이가 없다는 
것을 발견했다(자료 첨부되지 않음). 이것은 그들은 매우 유사하게 작용할 가능성
을 제시한다. 경구 섭취 가능성, 수용성, 분자적 항암 효과들을 가지고 있으므로, 
KML001 은 완전 임상 개발용 후보물질이다.
최근 암학회지에 발표된 텔로미어 길이에 관한 메타분석(meta-analysis)에따르
면 텔로미어 길이와 같은 개념인 텔로미어의 함량(TC)은 암의 예후와 관련 있다
(37). 전립선 암에서 낮은 텔로미어 함량/짧은 텔로미어는 암전이와 재발을 의미
한다. 유방암의 경우 낮은 텔로미어 함량은 부정적인 임상 결과를 예고하며, 5년
간의 유방암 재발 없는 생존 기간도 감소시키는 것으로 나타났다(37-39). 이런 
두 종류의 난치성 종양에 대해 KML001을 기초로 한 병행치료가 검토되어야 한
다. 텔로미어와 부착하는 시스플라틴과 함께, 혹은 이제 막 임상1상을 진입한 더 
특이적인 텔로머라제 저해제 hTR 안티센스(antisense) 올리고뉴클레오타이드, 
GRN163L와 함께 병행 치료를 고려할 수 있다(30,31).
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세포주

50%억제농도
(umol/L)의 
평균±표준편
차

50% 억제 농도
의 배 비율 
(Fold ratio 
IC50)

IC50 순
위

텔로미어제한
절편 길이의 
평균±표준편
차 

텔 로 미 어
제한 절편 
길이 순위

PC-3(전립선) 0.23± 0.04     1.0 1 2.5± 0.21 1

DU145(전립선) 2± 0.43    87 3 4.26± 0.14 3

MCF7 parental(유방) 2± 0.35     8.7 3 5.5± 0.28 4

MCF7 wt h TERT 2.33± 0.43    10.1 4 5.5± 0.21 4

MCF7 mt hTERT 0.9± 0.04     3.9 2 3.1± 0.32 2

A2780(난소) 2.5± 0.23    10.9 5 6.2± 0.28 5

A2780cis 2.6± 0.14    11.3 6 10± 0.35 7

HEK293T(태생기 신장) 3.1± 2.3    13.5 7 16± 2.47 10

Saos-2 25± 5   108.7 10 13.5± 0.70 8

HT29(결장,대장) 3.5± 0.7    15.2 8 8.6± 0.42 6

H183(폐) 14± 4.3    60.8 9 13± 0 9

올리고뉴클레오타이드 
배열

올리고뉴클레오타
이드 질량 (m/z)

올리고뉴클레오타이드 
+KML001의 질량

△m* 
± 표준편차 

부착된 
분자량수
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Table 1. 텔로미어 제한단편(TRF) 길이와 KML001에 의한 성장억제의 상관관계

알림 : 50% 억제농도의 배 비율은 각 세포주의 50% 억제농도를 PC-3 세포주의 
50% 억제 농도의 값으로 나눈 값임. PC-3 세포주는 KML001에 대한 반응성이 
높고 가장 짧은은 텔로미어를 가진 세포주임. 

Table 2. 텔로미어 서열과 그 변이 배열에 결합되는 KML001
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±표준편차 (m/z) ±표준편차
(TTAGGG)3   5,840 ± 6.4   5,970 ± 8.0  130 ± 2.3 1
(TTAGGG)6  11,416 ± 7.3  11,632 ± 9.8  216 ± 1.15 2
(AAAGGG)3   5,763 ± 4.5   5,831 ± 8.5   68 ± 4.0 없음
(TTTGGG)3   5,635 ± 1.2   5,927 ± 21.6  291 ± 22.1 2
(AAAAAA)3   5,592 ± 5.8   5,602 ± 4.3   10 ± 2.3 없음
(TTTTTT)3   5,444 ± 9.3   5,458 ± 6.6   14 ± 3.3 없음
(GGGGGG)3   5,869 ± 3.7   6,394 ± 3  525 ± 2.3 4

△m* : KML001 로 처리된 올리고뉴클레오타이드의 질량 - 올리고뉴클레오다이드의 질
량
m/z = 질량/전하
시스플라틴은 양성 대조군으로 사용이 되었고, (TTAGGG)3 반복마다 3분자량이 결합됨.
그림 설명

그림.1 짧은 텔로미어를 갖는 세포주들이 KML001에 대해 더 높은 감수성을 가
진다. 
A. 짧은 텔로미어를 가진 세포주와 긴 텔로미어를 갖는 5종의 세포주에 KML001
을 처리한 후 측정한 세포 성장 곡선. 세포들은 KML001 0.01~100μmol/L 사이
의농도로 처리되었다. 5일후 MTT분석을 실시하였고 대조군에 대한 평균 흡광도
를 100%로 고정시켰다. 결과는 3번의 독립적인 실험의 평균과 표준편차로 표현
했다. 
B. A에서 보여진 6가지 세포주에 대한 서던 블럿(southern blot)로 평가된 텔로
미어제한단편(TRF)길이와 표준편차를 보여제시하였다. 
C. 11개의 세포주에서 평균 50%억제농도 대비 텔로미어의 길이에 대해 스피어
만순위상관계수(Pearman rank correlation coefficient)를 계산하였다.(Table 1 
참조). 짧은 텔로미어 길이와 낮은 50%억제농도 값(높은 세포독성) 사이에 의미
있는 상관 계수 r=0.9가 확인되었다. 

그림. 2 텔로머라제에 대한  KML001의 효과 
A. 육핵산 반복 구조의 전형적인 밴딩 패턴(banding pattern)을 보여주는 
polyacrylamide gel은 TRAP분석에서의 텔로머라제 활성을 보여준다. 
0.1~20μmol/L의 농도로 KML001를 처리한 PC-3 세포 추출액에서의 텔로메라제
의 활성임. ITAS = 내부 텔로머라제 분석 표준;
1레인, 음성대조 = PC-3 세포 추출액을 95℃에서 10분간 끓임
2레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 20μmol/L
3레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 10μmol/L
4레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 5μmol/L
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5레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 2.5μmol/L
6레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 0.5μmol/L
7레인, PC-3 세포 추출액 + KML001 0.1μmol/L
8레인, 양성대조 = 키트에서 제공하는 HeLa 세포 추출액
B. TRAP PCR-ELISA 를 통한 PC-3 세포에서의 텔로머라제의 활성 측정. PC-3 
세포에 시료를 녹인 용매(vehicle)나 50%억제농도와 100%억제농도의 KML001을 
8시간과 24시간 동안 처리하였다. 결과는 대조군에 대한 % 흡광도로 표시되었
고, 3번의 독립적인 실험의 평균값으로 표시되었다. 대조군 세포의 흡광도를 
100%로 세팅하였다. 막대의 꼭대기에 표시한 p수치는 student's 양측 검정
(two-tailed Student's t-test)을 기초로 한다. 
C. 인간 텔로머라제 역 전사효소 단백질에 대한 면역 형광 염색. 
상층 그림, 대조군으로 인산완충식염수 처리한 PC-3 세포, H183 세포의 핵에서 
인간 텔로머라제 역전사효소 염색(초록색)이 관찰된다. 핵소체(nucleoli) 속에서 
인간 텔로머라제 역전사효소의 축적과 함께 핵질에 확산된 인간 텔로머라제 역전
사효소 의 염색이 보여진다. 
중간 층 그림, 0.23μmol/L 농도의 KML001을 24시간 동안 처리한 PC-3 세포, 
또는 24시간 동안 14μmol/L의 농도로 처리한 H183 세포 그림. 
하층 그림, 9μmol/L 농도의 KML001로 24시간 동안 처리한 PC-3 세포, 또는 
24시간 동안 25μmol/L의 농도로 처리한 H183세포. PC-3 세포에서만 핵에서 
세포질로의 인간 텔로머라제 역전사효소의 이동이 관찰되며 이것은 농도 의존적
인 경향을 보임(흰색 화살표). 세포들은 DAPI를 사용하여 대비염색 하였다. Bar 
= 15μm
D. 인간 텔로머라제 역전사효소 mRNA의 발현에 대한 KML001의 효과. PC-3 
세포는 8시간과 24시간 동안 시료를 녹인 용매(vehicle)나 KML001 50%억제농
도, 100%억제농도로 처리되었다. 하우스키핑 유전자인 prophobilinogen 
deaminase에 대비하여 평균 복제수와 표준편차로 표시하였음. 3번의 독립적이
고 대표적인 실험 값을 나타냄. 별표는 양측 검정(two-tailed Student's t-test)
에 기초한 통계적인 유의성을 표시함. 

그림.3 텔로미어에 대한 KML001의 효과. 
A. MALDI에 의한 KML001과 [TTAGGG]3의 결합. 단일 사슬의 
5‘-[TTAGGG]3-3’ 올리고뉴클레오타이드는 24시간 동안 KML001이 있는 상태와 
없는 상태에서 수용액 상태로 37℃에서 방치되었음. KML001와 올리고뉴클레오
타이드의 분자비율은 1 : 10임. KML001을 처리한 샘플에서 KML001 분자량에 
해당하는 130 정도 파랑색 곡선이 오른쪽으로 치우치는 것이 보이며, 이것은 
KML001이 텔로미어에 직접 결합했음을 시사함(Table 2 참조).
B. C와 D에서 잡은 영상으로부터 계산된 중기 염색체에서의 % 평균 텔로미어 
신호
C. 모든 인간의 텔로미어 탐침(빨강)을 가지고 PC-3 세포의 분열중기 염색체에 
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대한 FISH 분석을 수행함. DAPI 염색은 파란색임. 분열간기의 핵은 각 현미경 
사진에서 오른쪽 위쪽에 삽입되어 있으며, 파란색 선으로 네모가 그려짐. a-c는 
각 염색체가 확장된 것이고 하얀 네모로 각 사진에 나타나 있다. 처리와 시간 지
점은 상단에 표시되었다. 
D. C에서와 같이 폐암세포주 H183의 FISH 분석을 수행함, a와 b는 개별 염색
책의 확대, 100배 확대배율임(중기와 간기)

그림.4
KML001 처리에 의해 유발된 텔로미어 연계 DNA손상과 활성산소종 연계 DNA
손상. 
A. H183세포와 비교하여, 용매 대조군(vehicle control, 상단), KML001 50%억
제농도 처리군(중간), 100%억제농도 처리군(하단)에서 γ-H2AX foci 형성이 녹색
으로 표시됨. PC-3 세포에서 24시간 동안 처리함. 핵은 DAPI를 사용하여 대비 
염색함. 
B. A에 캡춰된 영상으로부터의 y-H2AX foci의 평균 신호 강도를 수치화함. 
실험마다 최소한 100개의 세포핵이 평가한 후 3개 실험의 평균을 표시함.
별표는 양측 검정(two-tailed Student's t-test)에 기초한 통계적인 유의성을 나
타냄. 
C. ser 139번에서 인산화된 H2AX 에 대한 웨스턴블랏(western blot). 
1레인 그리고 5레인, 용매처리한 대조군 세포; 
2~4 레인,  KML001 50%억제농도인 0.23μmol/L로 각각 2시간, 8시간, 24시간 
동안 처리한 PC-3 세포
6~8 레인, KML001 100%억제농도인  9μmol/L 로 각각 2시간, 8시간, 24시간 
동안 처리한 PC-3 세포
베타-엑틴(β-Actin)은 정량 대조군(loading control)으로 사용됨.
D. γ-H2AX, mouse IgG, 텔로미어 반복서열 부착 인자 1에 대한 항체로 수행
한 ChIP 분석의 점블랏.
 PC-3세포의 염색체 DNA(250ng ; ChIP 에 사용한 DNA 와 동일한 양)은 
TTAGGG 반복 서열 검출에 대한 양성 대조로 찍힘.
용매 처리한 PC-3 세포에서 텔로미어 반복 부착 인자 1의 ChIP는 텔로미어-연
관된 단백질을 가진 TTAGGG의 면역침강에 대한 양성 대조로 사용됨. 
Mouse IgG는 ChIP 반응의 특이성을 확인하는 음성 대조로 쓰임.
γ-H2AX의 ChIP는 KML001로 처리한 텔로미어에 아주 강한 상관성을 나타내지
만 처리대지 않은 대조에서는 그렇지 않음.
 γ-H2AX의 신호강도 상대값은 결정된 후 각 스팟의 밑에 수치로 표시됨. 
E. 활성세포종에 의한 8-oxo-dG의 생성. 상단 : 용매 (vehicle control)나 혹은  
50%억제농도인 0.23μmol/L, 70%억제농도인 0.75μmol/L, 90%억제농도인 3μ
mol/L으로 KML001을 24시간 동안 처리한 PC-3 세포의 그림.
오직 100%억제농도 9μmol/L으로 KML001을 처리한 PC-3 세포만이 8-하이드
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록시아닌양성으로 염색됨(초록색). 세포핵은 DAPI로 대비염색하였음. 바(Bar),15μ
m
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3. 왜 신약(PAX-1, KML001)은  전이암 치료제가 될 수 있을까?

(암 텔로미어 사멸 물질인 KML001을 가지고 암 줄기세포의 자가 재생능력을 표

적으로 삼는 논문 발표)

암세포는 줄기세포와 종속세포(성숙세포)로 구성되어 있다.

항암치료를 하면 일반적으로 종속세포가 주로 사멸하며 암 줄기세포는 점진적으로 

강한 내성을 갖는다.

그래서 종양이 일시적으로 줄었다가 다시 커진다.

암 줄기세포가 내성을 가지면서 변이를 일으켜 전이암 세포로 변환된다.

내성을 가진 전이암 세포는 당초의 원발성 암보다 20~30배 강력한 저항성을 갖는

다.

신약(PAX-1, KML001)은 암 줄기세포를 사멸시킴으로써 원발성 암은 물론 전이

암까지 치료율이 높을 수 밖에 없다.

미국 미시건주 디트로이트시 소재 웨인주립대의과대학원 카마노스 암 연구소에서 

“암 줄기세포 사멸”논문 발표

(암 줄기세포 사멸 84% 결과도출)

암줄기세포와

자가재생능력을

표적으로 삼는 

논문 (원문)

Targeting the Self-renewal Capacity of Cancer Stem Cells with the Telomere Poisening

Agent KML001
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(번역문) 텔로미어 사멸 물질인 KML001을 가지고 암 줄기 세포의 자가 재생 능력을 표적으로 삼는다.

실케 수어, 니콜 네키포칙, 안젤리카 버거 미국 미시건주 디트로이트시 소재, 웨인주립

대 의과대학원, 카마노스 암연구소, 약리학과

도 입

종양 조직은 현재의 암 치료가 효과적이지 못하도록 하는, 종양이 적극적인 형태의  

활성화에 더 충분한 선택적인 압력을 줄 수 있는 암 줄기세포군을 포함하는 복잡한 조

직이다. 따라서 암 줄기세포군을 효과적으로 표적하기 위한(목표하기 위한) 치료법을 

개발하기 위해서는 정상적인 줄기 세포와 암 줄기세포를 이해하는 것이 필요하다. 암 

줄기세포는 정상적인 줄기세포의 자기 재생 가능성, 증식성의 무활동 및 세포독성 공

격으로부터 보호하는 것과 같은 어떠한 주요 특징을 공통으로 갖고 있다. 텔로머라제

와 같은 줄기세포 유전자의 활동은 90% 이상의 모든 암에서 끊임없는 자기 재생 가능

성을 보장한다. 긴 텔로미어를 갖고 있는 정상 줄기세포와는 달리, 암세포의 텔로미어

는 종양형성의 초기 기간 동안 빠르게 짧아지며, 텔로머라제의 활성으로 안정적인 길

이를 유지한다. [1].  

현재의 항앙 작용제는 암 줄기 세포군 (CSC)가 아니라 성숙세포군을 표적으로 한다. 

KML001 (NaAsO2, 소디움 메타 아르세나이트, 코미녹스)는 구강을 통해 생체학적으

로 이용이 가능하며, 수용성이자, 3가 비소 화합물이다.전립선 암 임상 2상에서 검사한 

약물인 KML00의 경우 생체내외에서 다양한 인체 고형암 세포주에서 강력한 세포 독

성 활동을 보여주고 있다.KML001이 세포 독성 활동을 발휘할 수 있도록 하는 메커니

즘은 텔로미어의 배열과 그에 수반하는 텔로미어의 부식과 결부된다는 것을 과거에도 

보고했었읍니다. 이는 텔로미어와 관련된 DNA 손상 유도 및 텔로미어 감소를 초래한

다. 특히 짧은 텔로미어를 가지고 있는 전립선 암 세포의 경우 KML001 [2]에 의한 

텔로미어 사멸에 반응한다는 것을 과거에도 발견했었다. 일반 줄기 세포 보다도 암 줄

기 세포 (CSC)가 적절한 텔로미어의 길이를 유지하기 위해 더 높은 텔로머라제 활동

을 지닌 것으로 알려져 있다. [3] 따라서 CSC군은 비소 화합물로 텔로미어를 표적하

는 것에 있어 종양세포 덩어리 보다도 더 민감할 수도 있다. 그래서 우리는 먼저 1차 

요법제 (DU 145), 화학요법제에 내성은 지닌 (DU 파클리탁셀 또는 도세탁셀 저항성) 

세포주, 그리고 호르몬 저항성 전립선 암세포 주 (LNCaP/C81 및 LAPC-4/CSS100)

에서 CSC의 함유량을 조사하여 KML001이 그 중에서도 CSC군을 표적으로 할 수 있

는지 여부를 조사하였다. 우리는 생존을 위해, 적절한 작은 텔로미어 길이를 유지하는

데 종양세포 덩어리보다 암 줄기세포가  더 높은 텔로머라제 활성을 가지고 있고, 그

리고 텔로미어와 텔로머라제를 목표로, 텔로미어를 공격하는 약물 KML001이 암 줄기

세포군을 선택적으로 부식시키고, 증식속도를 낮추고, 긴 텔로미어를 가진 정상세포는 
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공격하지 않을 것이라고 가정하였다. 

Fig. 1. (A) 관습적인 화학요법제에 대한 대량의 종양 군집들이 반응하는 모습에서의 

암 줄기세포들(CSCs)의 역할과 질병의 재발에 대한 대략적인 모식도. 대량의 종양 군

집들은 활발히 순환하는 세포들로 묘사되었다. 암줄기세포(CSCs) 는 긴� 암 줄기세포

(long-term(LT)-CSCs) 로 표현되었는데 이것은 증식적으로 비활동성이며

(=Gap[G]0 phase) 생태적인 영역에(=성장 인자와 기질 단백으로 구성된 특별한 생

태 환경) 살고있다. 또한 짧은 암줄기세포(short-term(ST)-CSCs) 로 표현된 것은 

활발히 순환하며 일시적으로 증폭된다. 암줄기세포(CSCs) 는 유방암 저항 단백질처럼 

높은 밀도의 약물 배출 펌프를 표현한다. 종양의 재발은 암줄기세포(CSCs) 로부터 벌

크 세포 군집의 재구성으로 발생한다. 결과로써 벌크 세포들은 약물 배출 펌프를 표현

해주며 이것은 다시 세포들에 펌프의 관습적인 세포독성 약물들에 저항성을 부여해 준

다. 

(B) 관습적인 제거 약물(debulking agent)들에 암줄기세포에 대한 직접적인

(CSC-directed) 요법의 부가 결과. 암중기세포에 대한 직접적인(CSC-directed) 요

법의 부가(세포 재생과 세포 분화를 타겟으로 하는 약물), 약물 배출 펌프를 차단하는 

생태적 영역의 약물(niche drugs)을 목적으로 하는 특이적 요소, 암줄기세포(CSCs) 

로의 그들의 배송을 위한 CSC 표면 표식자를 활용하는 약물들은 체계적인 암 치료의 

결과를 개선하기 위한 커다란 전망을 유지시킨다. M 체세포 분열, S 합성 [1]

목 표

8 1차 요법제, 화학요법제 저항성 및 호르몬 저항성 전립선 암 세포주에서 SP, 

텔로머라제 활동 및 텔로미어의 길이를 한정하는 ATP 결합 카세트 (ABC) 수송체 및 

측면 군 (SP)을 확인 하는 것.

8 U145/ Pac200 (파클리탁셀 저항성) 및 DU145/Doc50 (도세탁셀 저항성) 

세포주에서, CSC 군 (SP 양성)을 확인하고 분리 시키는 것.

8 1차 요법제, 화학 요법제 및 호르몬 저항성 전립선 암세포주 그리고 분류된 CSC 

(SP 양성) 및 성숙세포 (SP 음성)군에서  텔로미어 표적/ 사멸 물질인 KML001의 

효과를 조사하는 것.

8 측면군 조사법 (SP) 및 집락형성 분석법에서 세포 성장을 억제하는 약물 농도로 

72시간 동안 치료했을 때, DU145/Pac200과 DU145/ Doc50의 성숙 세포 또는 

CSC를 사멸하는 KML001의 능력을 조사하는 것.

방 법

약물. KML001을 ㈜ 코미팜 (대한민국 경기도 소재)에서 준비되었음 100mM의 약품 

재고를 PBS로 준비하고 그 나머지는 -200C에 보관함. 파클리탁셀 및 도세탁셀은 우

리병원 약국에서 확보되어 임상제제로 사용되었음

세포주. DU1455 세포는 ATCC에서 확보함. DU145/Pac200 및 DU145/Doc50 세포

는 메릴랜드 의과대학의 그린바움 암센터의 후세인 박사에 의해 확립되었음. 친절한 
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선물에 대해 감사드립니다. 세포주는 5%의 FBS를 추가한 DMEM/F12 배지 (인비트

로겐)와 1%의 항생제를 1:1로 처리하여 권장한 대로 배양하고 37ºC 및 5% CO2 표

준 조건하에서 배양되었다. 파클리탁셀 및 도세탁셀 저항성 클론은 약물 선택 압하에

서 보관 되었다.

세포주의 전처리. 측면 군 분석법을 실행하기에 앞서, DU145and DU145/Pac200 세

포주는 IC50 및 IC100 (단위 �M)의 농도로 KML로 처리한 배지에서 배양되었다.

세포 증식 분석법. 기하급수적으로 배양된 세포들은 96-well plates에서 well당 

1,500 세포의 밀도로 seed 처리되어 하룻밤 동안 배양시켰다. 0.001 �M ~ 100 �M 

범위로 농도를 증가시키면서 KML001을 사용하였다. 표준 실험 계획안 (프로토콜)을 

실시한 뒤 5일이 지난 뒤 MTT 분석법을 실시하였다.

집락 형성 분석법. 수정된 2단 유한천 분석법에 따라 24-well plates에서 집락형성 

분석법을 실행하였다.

측면 군 분석법. 하위 융합 생존 가능 세포의 수를 측정 (106/tube) 및 DCV (Dye 

Cycle Violet)로 처리한다. 본 염료는 줄기세포 (측면군)과 성숙 세포를 식별하도록 

해 준다. Goodell et al.이 묘사했던 대로의 실험계획안을 사용하였다. [5]. 셈플 중에

서 한가지는 DCV로만 처리를 하고, 나머지 한가지는 DCV와 50 �M의 베라파밀 

(PgP 억제인자)로 처리하였고, 나머지는 DCV와 10 �M의 fumitremorgin C (FTC, 

BCRP 억제인자)로 처리하였다. 유세포 분석법을 활용하여 셈플들을 읽고 분석하였다. 

hTERT RT-PCR 정량법. KML001을 IC50및 IC100의 농도로 72시간 동안 처리한 

세포에서 및 Rneasy 미니 키트 (Qiagen)으로 매개체 통제한 세포들로 부터 추출한 

것으로서 총 RNA수. hTERT 검출 정량법을 Ohuchida et al.에 따라 실행함 [7]

면역형광 검사법. 기하급수적으로 성장한 세포들을 8-well 쳄버 슬리아드 (코스타)에

서 접종하여 하룻밤 동안 배양시킨다. IC50의 농도로 72시간 동안 KML001을 추가하

였다. 처리한 슬라이드를 PBS로 2회 세척한 뒤 5분 동안 건조 시킨 뒤, 얼음처럼 차

가운 아세톤 대 메탄올 (1:1)로 하여 고정시킨 뒤 15분 동안 건조 시킨다. PBS로 10

분 동안 슬라이드를 재 수화 시킨 뒤, PBS에서 5% BSA로 본을 뜬다. 그 뒤에 Pgp 

1차 항체 (Mdr, 산타 클루즈, 1:200 희석)를 2시간 동안 추가 한 뒤, FITC로 라벨링

한 안티 마우스 2차 항체 (1:200 희석, 시그마)를 2시간 동안 처리한다. 세포핵을 

DAPI (1:5000 희석, 2 mg/ml, 시그마)를 이용하여 대비 염색한다. DM4000 도립 현

미경 (Leica), 형광 전용 카메라 (Ratiga) 및 오픈랩 즉석 소프트웨어 (openlab 

improvision software)를 사용하여 결과를 자료화 한다.

면역블로팅 검사법. P-글리코프로테인 Pgp (Mdr, 산타크루즈), 유방암 관련 단백질 

BCRP 및 b-actin (시그마)에 대한 면역 블로팅 검사법을 화학발광 검출 시스템 (밀

리포레)를 사용하여 실시함.

서던 블로팅. 평균 텔로미어 제약 파편 길이 (TRF)를 결정하기 위해 서던 블로팅 

(TeloTAGGG-텔로미어 길이 카트, 로슈사 제품)을 사용함.

결 과

모든 전립선 암세포주가 KML001과 유사한 민감도로 반응한다.

그림 2. A. TRF 길이 마커로 측면을 표기하여,  9가지 종류의 암세포주, 1차 요법제 
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(DU145), 택산 저항성 및 호르몬 저항성 (LNCaP/C81 및 LAPC-4/CSS100) 세포

주에서의 텔로미어 길이를 나타낸 서던 블로팅. 첫번째  부분은 고 분자 TRF 길이 표

준을 가리킨다. 평균 TRF 길이는 로슈사의 진단법 TeloTAGGG 키트를 사용하여 측

정되었다.

B. Pgp 및 BCRP 약물 유출 펌프의 발현을 위한 7가지 전립선 암 세포주에서 확보한 

세포 용해물의 웨스턴 블롯. 특히 PgP는 약물 저항성 전립선 암세포주에서 짙게 처리

되었다.

도표 1. 뇌종양 세포주와 PgP 및 BRCP 전송 억제제(베라파밀과 Fumitremorgin C, 

FTC)로 전처리된 세포에서의 DCV 측면군 (Side population)의 퍼센트율, KML001

에 대한 민감도, 텔로미어의 길이 (TRF) 그리고 그와 상관하는 텔로머러제의 활동도 

(TA).

화학저항성 세포주로 부터 분리된 CSCs는 유사한 텔로미어 발현 수준을 갖고 있지만 

종양세포 덩어리보다 더 높은 수준의 텔로미어 활동도를 갖고 있다.

그림 3. RT-PCR 정량법으로 측정된 hTERT 유전자 발현. A. 분류 파편에서의 텔로

머라제 mRNA 전사 수준: DU145/Pac200 SP 음성 및 DU145/Pac200 SP 양성은 

유사한 발현 수준을 갖고 있는 듯 하다. B. 표준 MTT 분석법으로 측정된 것으로 서, 

IC50 및 IC100의 농도로 KML001로 72시간 동안 처리한 뒤의 hTERT 발현 수준 

감소 C. TRAP 분석법 (텔로미어의 반복 증식 조사법)을 사용하여 모세포주인 

DU145에 상관하는 전립선 암 세포주에서 측정된 텔로머라제의 활동도 (TA). 마지막 

세가지 컬럼에서는 무정렬된 DU145/Pac200 세포와 정렬된 하부세포 분획 

Du145/Pac200 SP 음성 및 DU145/Pac200 SP 양성, SP양성에서의 텔로머라제가 

상당히 큰 활동도를 나타내고 있다. 전체 모집단에서의 텔로머라제의 활동도는 SP 양

성 세포로 정의되는 것 같다.

CSC는 종양 덩어리 보다는 KML001에 유사한 민감도로 반응한다.

그림 4 A. 전립선 암세포주인 DU145/ Pac200에서의 미 분류 세포, SP 양성 및 SP 

음성 파편을 비교한 것으로, KML001로 5일간 치료했을 때의 표준 MTT 분석법에 따

른 성장 곡선 B. KML001로 처리한 DU145/Pac200 세포주와 미 처리 대조인 약물 

유출 펌프 Pgp (녹색, FITC 2차 항체)에 대한 면역형광 염색. 세포핵이 DAPI (파란

색)으로 착색되었다. Bar = 15㎛

그림 5. DU145/Pac200에 대한 DCV SP 프로파일의 KML001 효과. PgP 억제제인 

베라파밀 (VP)에 기초하여 SP가 확인되었다. KML001의 사용으로 SP가 38% 감소

되었다. 

그림 6. KML001로 처리한 세포주 대비 미 처리 세포주에서 형성된 평균 집락 수로

서,  집락형성 분석법으로 전립선 암세포주 DU145/Pac200 및 DU145/Doc50에서 확

보한 미분류 세포, SP 음성 및 SP 양성 파편과 비교한 전리선 암세포주 

DU145/Pac200의 성장률
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결 론

▷ 시험한 모든 전립선 암세포주는 그 암줄기세포 (SP) 함유량 및 약물 유출 펌프 

발현 패턴과는 상관없이 KML001과 유사한 민감도로 반응한다. (그림 2B). 전립선 

암 세포주에서 KML001 50% (IC50s)의 성장 억제 농도가 1~ 6mM로 분포된다. 

(도표 1)

▷ 덜 공격적인 전립선 암 세포주 (6.7 kb, LAPC-4)에 대한 전립선 암세포주에서의 

평균 텔로미어 억제 파편 길이 (TRF)는 매우 짧음 (2.6Kb, LnCaP)에서 부터 

보통 정도의 길이까지 다양(도표 1, 그림 2A)한 반면 텔로머라제의 활동도는 

유사하다. (도표 1)

▷ DU145/Pac200 세포주에서 분리된 암 줄기세포군 (SP 세포)는 성숙 (SP가 아닌) 

세포 파편  (그림 3C)보다도 2배 가량 더 높은 텔로머라제 활동도를 갖고 있으며 

성숙 (SP가 아닌) 세포 파편보다는 KML001과 유사한 민감도로 반응한다. (그림 

4A)

▷ KML001 50% (IC50s)라는 성장 억제 농도를 통해, 측면 군 분석법 (side 

population assay)에서 암 줄기세포 군 (SP)를 38%가지 줄여 주었으며, 

Du145/Pac200에 대한 집락형성 분석법으로는 30%까지 줄여 주었다. 분류된 암 

줄기세포군 (SP 양성 파편)은 집락 형성 분석법에서 그러한 농도의 KML001의 

존재만으로도 84%까지 줄어들었다.

▷ 우리가 발견한 사항들에 따르면, KML001이 전립선 암 줄기세포 뿐만 아니라 종양 

성숙세포의 성장을 효과적으로 억제시켜 줄 수 있을 뿐만 아니라 임상학적으로 

좀더 개척되어야 한다.
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5. 신약(PAX-1, KML001)개발의 진행사항

뇌암의 

교모세포종 

치료제 임상2상

준비

교모세포종은 성장 속도가 빠르고 위험한 잠재력을 지닌 가장 악성도가 높은 

WHO의 기준으로 동급 4로 분류하고 있습니다.(뇌 신경에 붙어 있는 암)

신규 진단 교모세포종과 재발성 교모세포종 환자를 대상으로 2가지 임상을 진

행하고 있습니다.

뇌 혈관장벽(BBB) 통과율이 98%이며, 현재 사용중인 항암제들은 30% 미만

입니다.

교모세포종 암세포 6개중 4개는 저용량에서 2개는 평균용량과 약간의 고용량

에서 사멸 된다는 사실을 확인하였습니다.

신규진단 교모세포종에서 완치율이 높을 것으로 기대하고 있습니다.

이유는 방사선 치료나 화학요법을 치료하는 과정에 모세혈관 파괴로 인하여 

PAX-1이 암까지의 전달에 어려움이 존재하고 있어 이미 치료하고 있는 암보

다 신규암 치료에 있어 효과적입니다.

임상을 하고 있는 병원은 호주의 교모세포종 수술의 80%를 점유하고 있어 환

자 모집이 수월하여 금년내에 완료될 수 있을 것으로 기대하고 있습니다.

교모세포종은 임상2상의 결과만으로 미국 FDA에서 판매승인을 득할 수 있을 

것으로 기대하고 있습니다.

뇌 전이 폐암 

치료제 개발을 

위한 임상2상 

계획

뇌로 전이가 된 암의 치료율은 3%미만입니다.

뇌로 전이가 되면 거의 치료를 포기합니다.

뇌 전이를 발생시키는 폐암 세포 5개 모두가 저용량에서 암세포가 사멸함을 확인
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하였습니다.

뇌 혈관 장벽(BBB) 통과율이 98%이므로 치료율이 높을 것으로 기대하고 있습니

다.

폐암 치료제 임상 경우 뇌로 전이된 환자는 임상에서 제외 시키므로 환자 모집이 

수월합니다.

임상이 내년 3월 이내에 종료될 수 있도록 계획을 수립하고 있습니다.

뇌 전이 폐암은 혁신치료제(Breakthrough Therapy)에 해당됨으로 임상2상의 결

과 만으로 미국 FDA에서 조건부 판매승인이 가능할 수 있다고 전망하고 있습니다.

미국에서 전이암 

치료제 개발을 

위한 임상2상 

계획

미국 FDA와 사전미팅(Pre-Meeting)에서 모든 전이암에 대하여 동시에 임상(바

스켓임상) 실시하는데 미국 FDA가 동의를 하였습니다.

전이된 폐암, 방광암, 유방암, 자궁경부암, 대장암, 자궁내막암, 두경부암, 피부암, 

골육종암, 난소암, 전립선암, 횡문근양암, 신장암, 연조직암, 위암 등 다수의 전이암

을 동시에 임상 실시할 예정입니다.

1차로 240명의 전이암 환자를 대상으로 임상을 실시하면서 임상 환자가 증가    

될 가능성을 두고 있습니다.

임상시험중에 임상2상의 결과만으로 미국 FDA에 판매승인을 받을 수 있는 암종은 

조건부 판매승인을 신청할것이며, 3상 임상시험이 필요한 암종은 즉시 3상 임상시

험으로 전환하여 임상시험을 진행할 계획입니다.

암 텔로미어 사멸 물질인 KML001(PAX-1)이 암 줄기세포를 84% 사멸(축소)  

시켰다는 논문 발표는 전이암 치료제로서의 성공을 예상할 수 있습니다.

전이암외의 

원발성 

암치료제를 위한 

임상시험 계획

쓸개암(담도암, 담관암) 치료제 개발을 위하여 미국에 본원을 둔 쓸개암 협회의  

협조로 임상시험을 준비하고 있습니다.

임상2B와 3상을 동시에 미국에서 실시할 계획으로 추진하고 있습니다.

쓸개암 역시 매우 악성 암으로 알려져 있으며, 미국 FDA의 신속판매승인  품목으

로 기록되어 있습니다.
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전립선 암 환자의 원발성암과 전이암에 대하여 동시에 임상시험 3상을 실시하는 

것에 대하여 전문가들과 임상시험 방법 및 범위를 논의하고 있습니다.

다발성 골수종암 치료제 개발을 위한 임상시험 2상을 계획하고 있습니다.

한국의 응급의약품(모든 치료를 하였음에도 치료를 포기한 경우 제공할 수 있음) 

제도로 공급한 환자에게서 완치 환자가 발생한 사례도 있습니다.

전문가들과 당사의 신약(PAX-1, KML001)으로 다발성 골수종 환자를 대상으로 

임상시험을 실시할 경우 완치율 추정에 대하여 논의하고 있습니다.

Nano-Technology Testing 의 저용량에서 민감도를 보인 암세포부터 임상을 실

시하기 위하여 전문가들과 논의하고 있습니다.

6. 뇌 암의 교모세포종(GBM) 세포를 대상으로 전임상 실시 결과

In vitro: Combinational effects of Kominox and TMZ in GBM cell Ling

U87MG, U373, U138, T98G
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7. 뇌 전이 폐암 세포를 대상으로 전임상 실시 결과

In vitro: Radio-sensitizing effects of Kominox in Lung Cancer Brain metastasis

PC14PE6 lung cancer brain metastasis
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8. 뇌 혈관장벽 98% 통과 실험에 대한 기사

코미팜 ‘PAX-1' 

뇌혈관장벽 

통과율 98%... 암 

정복 눈앞
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9. 신약(PAX-1, KML001) 복용사례 및 치료증례

췌장암 환자 

복용사례
코미팜이 개발중인 코미녹스 복용과정 진술서
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뇌 전이 및 기타

장기전이 폐암 

환자 복용사례

58/M Mantle cell lymphoma(Abdomen CT)
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간 전이 폐암환자

치료사례
미국 폐암1상

*출처:  미국폐암1상

혈액암

림포마(Lymphom

a)환자 치료사례

림포마(Lymphoma)환자 KOMINOX복용 후 치료사례
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10. 신약(PAX-1, KML001) 투자내역 및 자산내역

투자내역 2018년까지  총 투자금액은 1,106억원입니다.

시설투자비용 384억원 중 277억원은 감가상각중이며, 그 외의 투자금액은 모두 손

익에 반영되었습니다.

자산내역 자본금 55억원

자기자본 980억원

11. 신약(PAX-1, KML001) 개발을 위한 협력 연구기관

Network 미국4개기관

영국2개기관

호주4개기관

신약개발의 컨설팅 및 임상시험 대행기관:  미국소재 PPD

                                         영국소재 Bionical-Emas

12. 신약(PAX-1, KML001) 개발을 위한 임직원 현황

개발인력 외국국적인 11명

내국국적인 14명

총25명

13. 신약(PAX-1, KML001) 개발 계획표

개발계획 ∎

∎

∎

∎

당사는 독일, 미국, 한국에서 다양한 암을 대상으로 임상시험 1상과 2상을 9회에 

걸쳐 실시하였습니다.

9번의 임상시험 프로토콜이 모두 수명을 다한 곧 죽음을 앞둔 환자를 대상으로  

하였지만, 향 후 대상 범위를 확대하여 임상을 실시할 예정입니다.

가장 악성으로 판정된 뇌암의 교모세포종(GBM)에 대한 임상의 결과를 기반으로 

2020년에 미국FDA에서 판매승인을 목표로 진행하고 있습니다.

치료율 3% 미만인 뇌 전이 폐암에 대한 임상시험의 결과를 기반으로 2020년에  

미국 FDA에서 판매승인을 받을 것으로 기대하고 있습니다.
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∎

∎

∎

∎

∎

거의 모든 암의 전이암 치료 목적으로 바스켓임상시험(Basket Trial)을 미국에서 

금년 5~6월부터 실시할 계획이며, 그 중 임상결과에 따라 전이 폐암, 전이 난소

암 등은 신속판매승인 대상 품목이므로 2021년 상반기에는 미국FDA에서 판매승

인을 받을 것으로 기대하고 있습니다.

암 환자의 마약성 진통제 저감 또는 대체 목적으로 임상시험이 진행되면, 진행 6

개월정도 후에는 미국FDA에 혁신치료제 지정 승인신청을 계획하고 있으며, 

2021년 상반기에는 미국FDA에서 판매승인을 득할 수 있을 것으로 기대하고 있

습니다.

쓸개암 임상을 2020년말까지 마무리할 계획입니다.

난소암은 발견시 80%가 전이된 상태입니다.  원발성암과 같이 임상시험을 실시

하여도 미국FDA에서 신속판매승인 여부의 가능성을 확인하고 있습니다.

다발성 골수종 임상시험실시 확대를 위해 검토하고 있습니다.

14. 30년 후에는 의료비용이 국민총생산의 50% 예상

30년후의

의료비용

5년후에는 모든 선진국들이 의료비용 절감을 위하여 여러 정책을 수립할 가능성이 

높습니다.

그리고, 현재와 같이 환자를 대상으로 실시하는 임상시험은 감소하면서, AI가 이를 

대신 할 것으로 예측됩니다.

AI를 이용하여 사용되고 있는 의약품에 대하여 의약품 재평가를 실시 할 것으로 

예측되며, 의약품 재평가 작업에서 질병에 내성을 발현하는 약, 약의 내성이 있는 

약, 부작용을 저감 시키기 위하여 부가적 처방이 필요한 약, 몇 개월 미만의 수명

을 연장하는 약, 고가의 약 등이 집중적으로 재평가 대상이 될 것으로 예측됩니다.

의료비용에는 약 값만이 아니라 시술을 비롯한 병원 이용료도 포함되어 있기 때문

에 경구용 위주의 약이 처방약으로 권장될 것으로 예측됩니다.

코미팜은 미래를 예측한 신약 개발에 중점을 두고 진행되어 왔습니다.

우선 치료를 목적으로 실시되는 임상시험이 승인된다면 의료계에 치료와 치료비용

에 있어 혁신을 일으킬 수 있다고 확신합니다. 
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15. 연구보고서(Study Reports)목록

S1. Study report 1027529. To evaluate possible analgesic activity of API in the 
analgesia, Acetic Acid Writhing assay, US. June 2007

S2. Study report 1027530. To evaluate possible analgesic activity of API in the 
analgesia, Formalin, Mouse assay, US. June 2007.

S3. Study report S07098. Test Article Efficacy in a Rat Model of Cancer 
Induced Bone Pain, US. February. 2008

S4. Study report Neuropathic Pain. Efficacy of Panafix in animal model of 
neuropathic pain.

S5. Report Notox Project 360326. Pre-pharmacokinetic study with PAX-1 after 
daily intravenous or oral administration for 5 days in the mouse. February 
2003.

S6. Report Rephartox Project RPT01-002. Analysis of samples from 
pre-pharmacokinetic study with PAX-1 after daily intravenous or oral 
administration for 5 days in the mouse. Version 1, 28 August 2003

S7. Study F003. a) The Comparison Between Arsenic Trioxide and Sodium 
Meta-Arsenite (F003) Clinical Chemistry and Haematology Report, Version 4, 
July 2006, b) The Comparison Between Arsenic Trioxide and Sodium 
Meta-Arsenite (F003) Pharmacokinetic Analysis Report, Version 5, July 2006, 
c) Comparison Between Arsenic Trioxide and Sodium Meta-Arsenite (F003) 
Macroscopic Pathology and Pathomorphological Results, Final Version, 21 July 
2006.

S8. Report Notox Project 349111: Pre-pharmacokinetic study with PAX-1 
(KML001) after daily intravenous, intraperitoneal or oral administration for 5 
days in the rat. September 2002.

S9. Report Rephartox RIR021. Human plasma binding of PAX-1 (KML001). April 
2006.

S10. Report Notox Project 367886. Dose range finding study with PAX-1 
(KML001) by daily oral gavage for 14 days in the mouse. March 2003.

S11. Report Notox Project 367875. Dose range finding study with PAX-1 
(KML001) by daily oral gavage for 14 days in the rat. March 2003.

S12. Report Notox Project 367908. Maximum tolerated dose assessment of 
PAX-1 (KML001) after daily oral gavage for 14 days in the mouse followed 
by a 14-day recovery period. May 2003.

S13. Report Notox Project 367897. Maximum tolerated dose assessment of 
PAX-1 (KML001) after daily oral gavage for 14 days in the rat followed by a 
14-day period. May 2003.

S14. Report Bio Logic Study No. 03-101. Maximum tolerated dose assessment 
and kinetic analysis of PAX-1 (KML001) after daily oral administration for 14 
days in the pig. February 2004. 

S15. Statistical Report Biometric Support BS031003. Maximum tolerated dose 
assessment and kinetic analysis of PAX-1 (KML001) after daily oral 
administration for 14 days in the pig. October 2003.
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S16. Chemon 09-RR-193P A 4-Week Dose Range-Finding Oral Toxicity Study 
of Sodium meta-arsenite in Sprague-Dawley Rats

S17. Chemon 09-DR-194 A 4-Week Repeated Oral DRF Toxicity Study of 
Sodium meta-arsenite in Beagle Dogs

S18. Report Notox Project 378258. Subacute toxicity study with PAX-1 after 
daily oral gavage for 14 days in the mouse followed by a 28-day recovery 
period. October 2003.

S19. Chemon 09-RR-265 A 13-Week Repeated Oral Toxicity Studies of 
PAX-1 in Sprague-Dawley Rats Followed by a 4-Week Recovery Study

S20. Chemon 09-DR-266 A 13-Week Repeated Oral Toxicity and Toxicokinetic 
Studies of Sodium meta-arsenite in Beagle Dogs Followed by a 4-Week 
Recovery Study

S21. Clinical Report, IPSS Study No. D008. Clinical phase I study in cancer 
patients with oral PAX-1 (KML001) – A new cytostatic drug. August 2006.

S22. Chemon 08-RA-303 A Single-dose Oral Toxicity Study of Sodium 
metaarsenite by Up and Down Procedure (UDP) in Sprague-Dawley Rats, 
October, 2008

S23. Clinical Report IPSS-D039 A Clinical Phase II study in patients with 
prostate cancer and bone metastases with KML001 (Kominox™). A placebo 
controlled, randomized, multicentric trial. 19Feb2010

S24. Study No. 11-DK-512N. Toxicokinetic Study of Sodium metaarsentie after 
13 weeks Repeated Oral Administration in Beagle Dogs

S25. Report Rephartox Project RPT01-002. Analysis of samples from a 
pharmacokinetic study after daily oral administration of KML001 for 14 days in 
the pig.

S26. Study No. B12346. Cardiovascular Effects of Sodium metaarsenite 
(NaAsO2) in Conscious Beagle Dogs after Oral Administration

S27. Study No. B12345. Evaluation of Effect of Sodium metaarsenite (NaAsO2) 
on the Respiratory Function in Conscious Sprague-Dawley Rats after Single 
Oral Dose by gavage

S28. Study No. B12344. Evaluation of Effect of Sodium mataarsenite (NaAsO2) 
on the Central Nervous System in ICR Mice after Single Oral Dose by gavage

S29. Study 10-VG-511. Bacterial Reverse Mutation Assay with Sodium 
metaarsenite (NaAsO2)

S30. Study No. 10-VG-513. In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test 
of Sodium metaarsenite (NaAsO2) in Cultured Chinese Hamster Lung (CHL) 
Cells

S31. Study No. 10-MG-515. Evaluation of Sodium metaarsenite (NaAsO2) in 
the Mouse Bone Marrow Micronucleus Assay (Oral Gavage Study)

S32. Study No. KNX 10-02. A Phase I Study of KOMINOX (KML001) for 
Refractory or Recurrent Solid Tumors
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S33. Study No. KNX 09-01. A Phase I Clinical Trial to Assess the Safety and 
Tolerability of Kominox in Patients with Progressive or Recurrent Glioma

S34. Study No. UMGCC805. Phase I and Pharmacokinetic Trial of the 
Antitelomerase Agent KML001 (KML) and Cisplatin (CDDP) in Advanced Solid 
Tumors

S35. Study No. KNX 11-01. A single-dose, non-controlled, open-label, 
single-centre, phase 1/2 clinical study to evaluate the efficacy and safety of 
KOMINOX (KML001) in patients with unresectable, advanced or metastatic 
cholangiocarcinoma

S36. Study No. KNX 11-02. A Phase II, Open Label, Non-Comparative 
Multicenter Study to Evaluate the Efficacy and Safety of Kominox (KML001) 
Monotherapy in Patients with Metastatic or Locally Advanced Liver Cancer 
(Hepatocellular cancer) after Failure on Systemic Anticancer Therapy

S37. Study No. KNX 11-03. A phase 2 clinical study to evaluate the efficacy of 
KOMINOX (KML001) in patients with refractory or relapsed non-Hodgkin's 
lymphoma

S38. Study No. KNX 08-01. A Phase II study of Kominox (KML001)in patients 
with metastatic hormone-refractory prostate cancer after failure of systemic 
chemotherapy

S39. Study No. 10-DK-238N. Toxicokinetic Study of Sodium metaarsentie after 
13 weeks Repeated Oral Administration in Beagle Dogs
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Memo
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