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상에서 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하거나 글리코스핀고리피드 농도를 저하하기 위하여 그것을 사용하는

것도 논의된다. 또한 약학 조성물이 기술된다. 

(52) CPC특허분류

     C07D 405/06 (2013.01)
(72) 발명자

바르드와지, 리누

미국 메사추세츠 01721 애슐랜드 캔들라이트 웨이
1

코플랜드, 다이앤, 피.

미국 메사추세츠 01862 빌러리카 호크스 릿지 로드
17

하리아나와라, 아비저

미국 메사추세츠 01720 액턴 윌슨 레인 10

스켈, 제프리

미국 메사추세츠 01581 웨스트버러 헌드레드 로드
41

마셜, 존

미국 메사추세츠 01747 호프데일 노스럽 스트리트
25

코취링, 지안메이

미국 메사추세츠 02482 웰슬리 오크 스트리트 42

팰리스, 제라드

미국 메사추세츠 01701 프레이밍햄 밀우드 스트리
트 123

피터슈미트, 유디트

미국 메사추세츠 02472 워터타운 해링턴 스트리트
44

시겔, 크레이

미국 메사추세츠 01801 우번 브래드퍼드 15

청, 성

미국 메사추세츠 01760 나티크 제니슨 서클 10

등록특허 10-2073207

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 구조식으로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적 허용염을 유효량으로 포함하며, 상기 유효량은 50 mg 내지

100 mg의 1일 투여량인, 좋지 못한 P450 메타볼라이저(poor P450 metabolizer)로 평가된 고셔병을 갖는 대상을

치료하기 위한 약학 조성물이며,

상기 대상은 유전자형 분석을 통하여 효소 활성을 완전히 손실시키는 CYP2D6 유전자의 2개의 돌연변이 대립형질

을 운반하는 결과로서 좋지 못한 P450 메타볼라이저로 평가되거나,

상기 대상은 CYP2D6 효소 또는 CYP3A4 효소의 억제제인 약물로 처리되는 결과로서 좋지 못한 P450 메타볼라이저

로 평가되는 것인, 약학 조성물.

청구항 2 

하기 구조식으로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적 허용염을 조정된 유효량으로 포함하며, 상기 조정된 유효량

은 150 mg 내지 300 mg의 1일 투여량인, 중간의 P450 메타볼라이저(intermediate P450 metabolizer) 또는 광범

위한 P450 메타볼라이저(extensive P450 metabolizer)로 평가된 고셔병을 갖는 대상을 치료하기 위한 약학 조성

물이며,

상기 대상은 유전자형 분석을 통하여 CYP2D6 유전자의 하나의 감소된 활성의 대립형질 및 하나의 널(null) 대립

형질을 갖는 결과로서 중간의 P450 메타볼라이저로 평가되거나,

상기 대상은 유전자형 분석을 통하여 CYP2D6 유전자의 하나 또는 두 개의 정상 기능 대립형질을 갖는 결과로서

광범위한 P450 메타볼라이저로 평가되는 것인, 약학 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 약물은 파록세틴(paroxetine), 플루옥세틴(fluoxetine) 또는 퀴니딘(quinidine)인 약학

조성물.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 대상은 인간 환자인 약학 조성물.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 고셔병은 타입 1 고셔병인 약학 조성물.
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청구항 6 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 화합물은 상기 구조식의 헤미타르타르산염으로 표시되는 것인 약학 조성물.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2009년 11월 27일에 제출된 미국 가출원 번호 제61/264,748호의 이익을 주장하며, 상기 가출원의 전[0001]

체 내용은 본 명세서에 포함된다. 

배 경 기 술

글리코스핀고리피드(GSL)은, 종양 세포들의 전이, 미생물들과 바이러스들의 세포들에의 결합, 세포들간 또는 세[0002]

포들과 매트릭스 단백질들 간의 부착, 세포 분화 및 세포 성장을 촉진하는 능력을 비롯한, 다수의 생물학적 기

능을 갖는 천연 발생 화합물의 한 부류이다. GSL은 효소 UDP-글루코오스: N-아실스핀고신 글루코실트랜스퍼라아

제(GlcCer 신타아제)에 의하여 UDP-글루코오스 및 세라마이드로부터 생성되는 글루코실세라마이드(GlcCer)로부

터 유래된다. 세라마이드의 구조는 하기에 도시된다:
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[0003]

세라마이드[0004]

GSL의 축적은 테이-삭스(Tay-Sachs) 병, 고셔(Gaucher) 병 및 패브리(Fabry) 병을 비롯한, 다수의 질병과 연관[0005]

되어 왔다(예컨대, 미국 특허 번호 제6,051,598호 참고). GSL은 또한 특정 암과도 연관되어 왔다. 예컨대, 특정

GSL은 단지 종양에서만 또는 종양에서 비정상적으로 높은 농도로 발생하고; 배양 배지 중에서 종양 세포에 첨가

되었을 때 종양 성장에 뚜렷한 자극 또는 억제 활성을 나타내며; 종양에 의하여 주변 세포 밖 유체로 스며들었

을 때 신체의 정상적인 면역방어 시스템을 억제한다고 밝혀졌다. 종양이 점점 더 악성이 됨에 따라 종양의 GSL

의 조성은 변화하고, 특정 GSL에 대한 항체가 종양의 성장을 억제한다. 

GlcCer 신타아제를 억제하는 화합물은 GSL 농도를 낮출 수 있고, 전술한 질병 중 하나를 갖는 대상을 치료하는[0006]

데 유용하다고 보고되었다. GlcCer의 많은 단백질 억제제 (이하, “아미노 세라마이드 유사 화합물”이라 함)은

미국 특허 제6,051,598호, 제5,952,370호, 제5,945,442호, 제5,916,911호 및 제6,030,995호에 기재되어 있다.

하기에 도시된 화학식 (I)의 화합물은 현재 고셔병의 치료를 위한 임상적 시도 중에 있는 GlcCer 신타아제 억제

제이다. 

 [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

결정질이고, 그렇지 않으면 대규모 제조를 할 수 있는 물리적 특성을 갖는 이 약물 후보자의 염 형태들의 요구[0008]

가 있다. 또한, 이 화합물을 이용한 향상된 치료 방법 뿐만 아니라, 이 약물 후보자가 안정하고 환자에게 효과

적으로 전달되는 약학 제형에 대한 요구가 있다.

과제의 해결 수단

화학식 (I) 화합물의 헤미타르타르산염(이하 “화학식 (I) 헤미타르타르산염”이라 함)은 특정한 비흡습성(non-[0009]

hygroscopic) 결정질 형태를 제공하기 위하여 잘 한정된 조건하에서 결정질화될 수 있다는 것이 밝혀졌다. 화학

식 (I) 헤미타르타르산염은 화학식 (I)의 다른 염들과 비교할 때 여러가지 이로운 특성들을 갖는다. 실시예 1에

추가로 기재된 바와 같이, 시트르산염, 말산염, 푸마르산, 메틸술폰산, 및 아세트산을 비롯한 많은 화학식 (I)

의 염들은 고체 형태로 얻어질 수 없었다. 염화수소 및 1:1 화학식 (I)의 타르타르산염은 고체 형태로 얻어졌지

만, 어느 것도 결정질이 아니었고 둘다 제형하기에 너무 흡습성이었다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 자유 염

기 및 다른 염들에 비하여 제형화하고 합성하기 쉽다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 또한 대응하는 자유 염기

(“이하 “화학식 (I) 자유 염기”라 함) 및 다른 염들 보다 더 잘 흐르고, 결정질, 비흡습성, 수용성이다. 따

라서, 이들 유리한 특성들은 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 약물 후보자로서 대규모 제작이 가능하도록 한다. 

또한, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 캡슐 제형을 위한 안정한 과립이 수불용성 필러, 수용성 필러 및 화학식[0010]

(I) 헤미타르타르산염의 한정된 비율을 사용하여 제조될 수 있다는 것이 밝혀졌다. 이 발견을 기초로, 화학식
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(I) 헤미타르타르산염의 안정한 약학 제형이 기재된다. 

화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염을 포함)은 간에 의하여, 주로 사이[0011]

토크롬 P450 효소에 의하여 물질대사된다는 것이 밝혀졌다. 이 발견에 기초로, 약물/약물 상호작용에 대한 잠재

성을 감소시키는 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염 포함)에 의한 치

료 방법이 기재된다. 

고셔병 마우스들은 재조합 글루코세레브로시다아제 및 이어서 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 투여되었을 때,[0012]

글루코세레브로시다아제 단독 또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염 단독으로 치료된 경우와 비교할 때, 내장 기관

에서 GL1의 더 낮은 농도 및 간에서 고셔 세포의 더 감소된 수를 나타내었다. 이 발견에 기초하여, 화학식 (I)

화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염 포함)에 의한 병용 치료(combination therapy)도

기재된다. 

본  출원의  하나의  실시상태는  화학식  (I)에  의하여  표시되는  화합물의  헤미타르타르산염이다.  전술한  바와[0013]

같이, 화학식 (I)에 의하여 표시되는 화합물의 헤미타르타르산염은 여기에서 “화학식 (I) 헤미타르타르산염”

이라고 언급된다. 화학식 (I) 에 의하여 표시되는 화합물은 여기서 “화학식 (I) 자유 염기”라고 언급된다. 

본 출원의 또 하나의 실시상태는 약학적 허용 담체 또는 희석제 및 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 포함하는 약[0014]

학 조성물을 제공한다. 

또 하나의 실시상태는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 유효량을 대상에게 투여함으로써 그것이 필요한 대상 내[0015]

의 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하는 방법을 제공한다. 

또 하나의 실시상태는 그것을 필요로 하는 대상에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세라마이드[0016]

신타아제를 억제하기 위한 의약 제작을 위한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 용도를 제공한다. 

또 하나의 실시상태는 그것을 필요로 하는 대상에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세라마이드[0017]

신타아제를 억제하기 위한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 용도를 제공한다. 

또 하나의 실시상태는 고셔병을 갖는 대상을 치료하는 방법이다. 상기 방법은 제2 치료 제제의 유효량과 함께[0018]

제1 치료 제제의 유효량을 대상에게 투여하는 것을 포함한다. 상기 제1 치료 제제는 화학식 (I)로 표시되거나

이의 약학적 허용염이고; 상기 제2 치료제제는 고셔병의 치료에 효과적이다. 

또 하나의 실시상태는 패브리병을 갖는 대상의 치료 방법이다. 상기 방법은 제2 치료 제제의 유효량과 함께 제1[0019]

치료 제제의 유효량을 대상에게 투여하는 것을 포함한다. 상기 제1 치료 제제는 화학식 (I)로 표시되거나 이의

약학적 허용염이고; 상기 제2 치료제제는 패브리병의 치료에 효과적이다.

또 하나의 실시상태는 화학식 (I)으로 표시되는 화합물의 헤미타르타르산염; 적어도 하나의 수용성 필러; 적어[0020]

도  하나의  수불용성  필러;  적어도  하나의  바인더;  및  적어도  하나의  활택제를  포함하는  약학  조성물을

제공한다. 

본 발명의 추가의 실시상태는 패브리병을 갖는 대상을 치료하는 방법이다. 상기 방법은[0021]

a) 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염의 유효량을 대상에게 투여하는 단계;[0022]

b)  상기  대상을  시험하여,  상기  대상이  좋지  못한,  중간의  또는  광범위한/극도의  빠른  P450  메타볼라이저[0023]

(metabolizer)인지 여부를 결정하는 단계;

c) 상기 대상이 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저인 경우, 상기 화합물의 조정된 유효량을[0024]

결정하는 단계; 및

d) 상기 대상이 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저인 경우, 화학식 (I)의 화합물의 조정된[0025]

유효량을 대상에게 투여하고, 상기 대상이 좋지 못한 P450 메타볼라이저인 경우 상기 화학식 (I)의 화합물의 유

효량을 상기 대상에게 투여하는 단계

를 포함한다.[0026]

본 발명의 또 하나의 실시상태는 고셔병을 갖는 대상을 치료하는 방법이다. 상기 방법은[0027]

a) 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염의 유효량을 대상에게 투여하는 단계;[0028]

b)  상기  대상을  시험하여  상기  대상이  좋지  못한,  중간의  또는  광범위한/극도의  빠른  P450  메타볼라이저[0029]
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(metabolizer)인지 여부를 결정하는 단계;

c) 상기 대상이 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저인 경우, 상기 화합물의 조정된 유효량을[0030]

결정하는 단계; 및

d) 상기 대상이 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저인 경우, 화학식 (I)의 화합물의 조정된[0031]

유효량을 대상에게 투여하고, 상기 대상이 좋지 못한 P450 메타볼라이저인 경우 상기 화학식 (I)의 화합물의 유

효량을 상기 대상에게 투여하는 단계

를 포함한다. [0032]

본 발명의 또 하나의 실시상태는 패브리병을 갖는 대상을 치료하는 방법이다. 상기 방법은[0033]

a) 하기 구조식으로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적 허용염의 유효량을 대상에게 투여하는 단계;[0034]

[0035]

b) 상기 대상 중의 상기 화합물의 최저 혈장 농도를 평가하는 단계; 및[0036]

c) 상기 대상에게 투여하는 화합물의 양을 조정하여 상기 대상 중의 상기 화합물의 최저 혈장 농도가 적어도 5[0037]

ng/ml이 되도록 하는 단계를 포함한다. 

대안으로서, 상기 대상 중의 화합물의 Cmax 및 최저 혈장 농도가 단계 b)에서 평가되고, 단계 c)에서 상기 대상[0038]

에게 투여되는 화합물의 양이 조정되어 상기 대상 중의 화합물의 최저 혈장 농도가 적어도 5 ng/ml이 되고 상기

대상 중의 화합물의 Cmax가 100 ng/ml 미만이 되도록 한다. 

본 발명의 또 하나의 실시상태는 고셔병을 갖는 대상을 치료하는 방법이다. 상기 방법은[0039]

a) 하기 구조식으로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적 허용염의 유효량을 대상에게 투여하는 단계;[0040]

[0041]

b) 상기 대상 중의 상기 화합물의 최저 혈장 농도를 평가하는 단계; 및[0042]

c) 상기 대상에게 투여하는 화합물의 양을 조정하여 상기 대상 중의 상기 화합물의 최저 혈장 농도가 적어도 5[0043]

ng/ml이 되도록 하는 단계를 포함한다. 

대안으로서, 상기 대상 중의 화합물의 Cmax 및 최저 혈장 농도가 단계 b)에서 평가되고, 단계 c)에서 상기 대상[0044]

에게 투여되는 화합물의 양이 조절되어 상기 대상 중의 화합물의 최저 혈장 농도가 적어도 5 ng/ml이 되고 상기

대상 중의 화합물의 Cmax가 100 ng/ml 미만이 되도록 한다. 

발명의 효과

본 출원은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 독특한 결정질 형태 및 본 명세서에 기재된 화학식 (I) 헤미타르타르[0045]

산염의 결정질 형태를 포함하는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 신규한 약학 조성물을 제공한다. 본 출원은 또

한 그것을 필요로 하는 대상에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하는

방법을 제공한다. 또한, 본 출원은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 특이적 결정질 형태를 제조하는 방법을 제공

한다. 본 출원은 또한 약물/약물 상호작용의 위험을 최소화하는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 안정한 약학 제
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형, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르사염 포함)과의 병용 요법 및 화학

식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염 포함)에 의한 치료 방법을 제공한다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 대한 실험적 XRPD 패턴(실온)을 나타낸다. [0046]

도 2는 고셔 마우스 간에서 글루코실세라마이드 수준을 낮추는 데 효소 및 기질 감소 치료의 효능 그래프이다.

간 GL1 수준은 미처리 생후 3개월의 고셔 마우스(A)에서 그리고 재조합 글루코세레브로시다아제에 의한 처리(B)

2주 후에 측정되었다. 재조합 글루코세레브로시다아제에 의하여 처리된 마우스는 추가의 처리 없이(C) 또는 화

학식 (I) 헤미타르타르산염 150 mg/kg 공급에 의한 치료 후(D) 10주 후에 분석되었다. 

전체 연구 기간동안 화학식 (I) 헤미타르타르산염 단독만이 투여된 마우스의 간(E)에서의, 그리고 미처리된 같

은 연령의 대조군(F)에서의 GL1 수준도 나타내었다. 데이터는 평균 ± 그 평균 표준 오류(SEM) (n=5)로서 표시

된다. 통계적인 의미는 언페어드 t 테스트(unpaired t test)를 이용하여 결정되었다. 

도 3은 고셔 마우스의 비장에서의 글루코실세라마이드 수준을 낮추는 데 효소 및 기질 감소 치료의 효능 그래프

이다. 비장 GL1 수준는 미처리 생후 3개월의 고셔 마우스(A)에서 그리고 재조합 글루코세레브로시다아제에 의한

처리(B) 2주 후에 측정되었다. 재조합 글루코세레브로시다아제에 의하여 처리된 마우스는 추가의 처리 없이(C)

또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염 150 mg/kg 공급에 의한 치료 후(D) 10주 후에 분석되었다. 전체 연구 기간동

안 화학식 (I) 헤미타르타르산염 단독만이 투여된 마우스의 비장(E)에서의, 그리고 미처리된 같은 연령의 대조

군(F)에서의 GL1 수준도 나타내었다. 데이터는 평균 ± 그 평균 표준 오류(SEM) (n=5)로서 표시된다. 통계적인

의미는 언페어드 t 테스트(unpaired t test)를 이용하여 결정되었다. 

도 4는 고셔 마우스의 폐에서의 글루코실세라마이드 수준를 낮추는 데 효소 및 기질 감소 치료의 효능 그래프이

다. 폐 GL1 수준은 미처리 생후 3개월의 고셔 마우스(A)에서 그리고 재조합 글루코세레브로시다아제에 의한 처

리(B) 2주 후에 측정되었다. 재조합 글루코세레브로시다아제에 의하여 처리된 마우스는 추가의 처리 없이(C) 또

는 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 치료 후(D) 10주 후에 분석되었다. 전체 연구 기간동안 화학식 (I) 헤

미타르타르산염 단독만이 투여된 마우스의 폐(E)에서의, 그리고 미처리된 같은 연령의 대조군(F)에서의 GL1 수

준도 나타내었다. 데이터는 평균 ± 그 평균 표준 오류(SEM) (n=5)로서 표시된다. 통계적인 의미는 언페어드 t

테스트(unpaired t test)를 이용하여 결정되었다.

도 5는 간에서의 CD68 스테이닝(staining)의 정도의 정량을 나타내는 그래프이다. 간 섹션에서의 CD68-양성 스

테이닝 정도는 MetaMorph 소프트웨어를 이용하여 정량되었다. 미처리 생후 3개월의 고셔 간(A)에서 또는 글루코

세레브로시다아제에 의한 처리(B) 후에의 수준이 도시된다. 효소에 의하여 처리되고, 이어서 추가의 치료적 개

입 없이(C) 또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 치료 후(D) 10주 후에 분석된 마우스도 역시 이용된다.

화학식 (I) 헤미타르타르산염 단독만이 투여된 고셔 마우스의 간(E)에서의, 그리고 미처리된 같은 연령의 대조

군 마우스(F)에서의 스테이닝 정도도 나타내었다. 데이터는 각 마우스로부터의 섹션마다 십 400x 이미지들의 분

석으로부터 수집되었다. 통계적인 의미는 언페어드 t 테스트(unpaired t test)를 이용하여 결정되었다.

도 6은 어린 D409V/null 마우스에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 효능을 나타내는 그래프이다. 화학식 (I)

헤미타르타르산염이  10주간  75  또는  150  mg/kg의  투여량으로  구강  위관영양법에  의하여  매일  생후  10주

D409/null 마우스에 투여되었다. 간, 폐, 맥관구조 및 비장에서의 글루코실세라마이드 수준이 연구 말기에 HP-

TLC 에 의하여 평가되었다. 데이터는 미처리된 동일 연령의 대조군 마우스에서의 GL-1의 백분율로서 제시된다.

대쉬 라인은 정상 야생형 마우스에서 관찰된 글루코실세라마이드 수준를 나타낸다. 미처리된 대조군에 상대적으

로 *p<0.05; **p<0.01 (양측(two-tailed), 언페어드 t-테스트). 데이터는 평균 ± 그 평균 표준 오류(SEM) (75

mg/kg에 대하여는 n=5, 150 mg/kg에 대하여는 n=6)로서 표시된다. 

도 7은 패브리 마우스 간, 심장, 신장, 비장, 뇌 및 혈액에서의 축적에 대한 화학식 (I) 헤미타르타르산염 치료

의 효과를 나타낸다. 

도 8은 패브리 마우스에서의 말초신경증의 시작 및 진전에 대한 화학식 (I) 헤미타르타르산염 치료의 효과 그래

프를 나타낸다. 

도 9는 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의하여 처리된 패브리 마우스에서의 신장 기능의 몇몇 마커의 측정 그래

프를 나타낸다. 
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도 10은 상이한 약물 치료를 받은 마우스 군집의 ERT 및 SRT 연구의 타임라인을 나타낸다: A) 격월 패브라자임

(fabrazyme),  화학식  (I)  헤미타르타르산염  없음;  B)  격월  패브라자임,  음식  중의  화학식  (I)

헤미타르타르산염; C) 연구 시작시 및 연구 4개월째 패브라자임 투여, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염;

D) 패브라자임 없음, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; 및 E) 약물 치료 없음.

도 11은 마우스(A-E 패브리-래그; 및 F 야생형)의 6 군집(n=?)의 혈액의 ng/mL으로의 혈액 GL-3 수준의 그래프

를 나타내며; 마우스 군집들은 다음의 치료를 받았다: A) 격월 패브라자임(fabrazyme), 화학식 (I) 헤미타르타

르산염 없음; B) 격월 패브라자임, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; C) 연구 시작시 및 연구 4개월째

패브라자임 투여, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; D) 패브라자임 없음, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타

르타르산염; 및 E) 약물 치료 없음.

도 12는 패브리-래그 마우스들의 간 및 신장에서의 GL-3 수준의 그래프를 나타내며; 마우스 군집들(n=?)은 다음

의 치료를 받았다: A) 격월 패브라자임(fabrazyme), 화학식 (I) 헤미타르타르산염 없음; B) 격월 패브라자임,

음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; C) 연구 시작시 및 연구 4개월째 패브라자임 투여, 음식 중의 화학식

(I) 헤미타르타르산염; D) 패브라자임 없음, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; 및 E) 약물 치료 없음.

도 13은 패브리-래그 마우스들에서의 소변 GL-3 수준의 그래프를 나타내며; 마우스 군집들(n=?)은 다음의 치료

를 받았다: A) 격월 패브라자임(fabrazyme), 화학식 (I) 헤미타르타르산염 없음; B) 격월 패브라자임, 음식 중

의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; C) 연구 시작시 및 연구 4개월째 패브라자임 투여, 음식 중의 화학식 (I) 헤

미타르타르산염; D) 패브라자임 없음, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; 및 E) 약물 치료 없음.

도 14는 다음의 치료를 받고 있는 패브리-래그 마우스들의 열 민감성의 잠복기간(seconds)을 나타내는 그래프이

다: 격월 패브라자임(fabrazyme), 화학식 (I) 헤미타르타르산염 없음; 격월 패브라자임, 음식 중의 화학식 (I)

헤미타르타르산염; 연구 시작시 및 연구 4개월째 패브라자임 투여, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; 패

브라자임 없음, 음식 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염; 약물 치료 없음; 야생형 마우스; 및 3개월에 미처리.

도 15는 3 일동안 85 ℃에 노출된 후, 화학식 (I) 헤미타르타르산염, 락토오스 일수화물 캡슐화 그레이드 및 아

비셀(Avicel)  PH  301(미정질  셀룰로오스)을  포함하는  다양한  블렌드의  HPLC  트레이스(trace)의  분해  영역

(degradation area)의 총 양을 나타내는 그래프이다. HPLC 트레이스의 분해 영역은 화학식 (I) 헤미타르타르산

염 및 분해 생성물에 대응하는 피크들의 총 영역에 대한 분해에 대응하는 피크들의 총 영역의 비이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 출원은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 독특한 결정질 형태 및 본 명세서에 기재된 화학식 (I) 헤미타르타르[0047]

산염의 결정질 형태를 포함하는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 신규한 약학 조성물을 제공한다. 본 출원은 또

한 그것을 필요로 하는 대상에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하는

방법을 제공한다. 또한, 본 출원은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 특이적 결정질 형태를 제조하는 방법을 제공

한다. 본 출원은 또한 약물/약물 상호작용의 위험을 최소화하는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 안정한 약학 제

형, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르사염 포함)과의 병용 요법 및 화학

식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염 포함)에 의한 치료 방법을 제공한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 결정질 형태[0048]

특정 실시상태에 있어서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 적어도 특정 중량 퍼센트가 결정질이다. 특정 중량 퍼[0049]

센트는 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

98%, 99%, 99.5%, 99.9%, 또는 70%와 100% 사이의 퍼센트를 포함한다. 

또 하나의 특정 실시상태에 있어서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 적어도 특정 중량 퍼센트가 화학식 (I) 헤[0050]

미타르타르산염의 단일 결정질 형태이다. 특정 중량 퍼센트는 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 86%, 87%,

88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, 99.9%, 또는 70%와 100% 사이의 퍼센

트를 포함한다.

여기에 사용된 바와 같이, "결정질"은 개별 분자가 매우 동질의 규칙적인 고정된 화학적 배열을 갖는 결정 구조[0051]

를 갖는 고체를 말한다. 결정질 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 단일 결정질 형

태의 결정들 또는 상이한 단일 결정질 형태들의 혼합물일 수 있다. 단일 결정질 형태는 단일 결정 또는 각 결정
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이 동일한 결정 형태를 갖는 복수의 결정들로서 화학식 (I) 헤미타르타르산염를 의미한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 특정 중량 퍼센트가 단일 결정질 형태인 경우, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의[0052]

나머지는 단일 결정질 형태를 제외한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 하나 이상의 다른 결정질 형태들, 및/또는

무정형 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 몇몇 조합이다. 결정질 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 화학식 (I) 헤미

타르타르산염의 하나의 특정 결정질 형태의 특정된 퍼센트로서 한정되는 경우, 그 나머지는 특정된 하나 이상의

특정 형태들 이외의 결정질 형태들 및/또는 무정형 형태로 이루어진다. 단일 결정질 형태의 예들은 여기에 논의

된 바와 같이 하나 이상의 특성에 의하여 특징지워지는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 형태 A를 포함한다. 

타르타르산은 2개의 카복실산 기를 갖기 때문에, 타르타르산 염(타르타르산의 콘쥬게이트 염기)에 대한 화학식[0053]

(I)에 의하여 표시되는 화합물의 몰비가 상이한 염들을 형성할 수 있다. 예컨대, 화학식 (I)에 대한 타르타르산

염의 약 일 대 일의 몰비가 있는 염은 화학식 (I) 타르타르산염 (1 타르타르산염 : 1 화학식 (I))이고; 화학식

(I)에 대한 타르타르산염의 약 일 대 이의 몰비가 있는 염은 화학식 (I) 헤미타르타르산염 (1 타르타르산염 : 2

화학식 (I))이다. 

헤미타르타르산염은 다양한 스테레오이성질체 형태로 존재할 수 있다. 스테레오이성질체들은 단지 이들의 공간[0054]

적 배치가 상이한 화합물들이다. 거울상이성질체는 거울 이미지들이 포개질 수 없는 스테레오 이성질체들의 쌍

이며, 대부분은 통상 이들이 카이럴 중심으로서 작용하는 비대칭적으로 치환된 탄소 원자를 함유하기 때문이다.

부분입체이성질체는 거울 이미지들로서 관계되지 않는 스테레오이성질체이고, 대부분 통상 이들이 2 이상의 비

대칭적으로 치환된 탄소 원자를 함유하기 때문이다. 

입체 화학이 명명되거나(여기에서와 같이, 예컨대, L-(+)-타르타르산) 구조에 의하여 묘사되는 경우(여기에서와[0055]

같이, 예컨대 화학식 (I)), 명명되거나 묘사된 스테레오이성질체는 다른 스테레오이성질체에 비하여 순수 중량

이 적어도 60%, 70%, 80%, 90%, 99% 또는 99.9%이다. 단일 거울상이성질체가 명명되거나(여기에서와 같이, 예컨

대, L-(+)-타르타르산) 구조에 의하여 묘사되는 경우(여기에서와 같이, 예컨대 화학식 (I)), 묘사되거나 명명된

거울상이성질체는 광학적으로 순수한 중량이 적어도 80%, 90%, 99% 또는 99.9% 이다. 광학적 순도의 중량 퍼센

트는 거울상이성질체의 중량 더하기 광학적 이성질체의 중량에 대하여 거울상 이성질체의 중량의 비이다. 

"라세미체" 또는 "라세미 혼합물"은 2개의 거울상이성질체들의 같은 몰량의 화합물을 의미하고, 여기서 상기 혼[0056]

합물은 광학적 활성을 나타내지 않는, 즉 이들은 편광된 광의 평면을 회전하지 않는다. 

타르타르산은 3개의 스테레오이성질체를 갖는다: L-(+)-타르타르산 또는 덱스트로타르타르산 및 이의 거울상이[0057]

성질체, 레보타르타르산 또는 D-(-)-타르타르산, 및 아카이럴(achiral) 형태, 메조타르타르산. L 또는 D 명칭은

편광된 광의 평면을 회전하는 산의 능력을 나타내지 않는다. 

타르타르산의 임의의 스테레오이성질체들은 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 제조하기 위하여 사용될 수 있다.[0058]

예컨대, 헤미타르타르산염은 그것의 스테레오이성질체들 중의 단지 하나 또는 이들의 조합으로부터 형성될 수

있다. 헤미타르타르산염은 D-헤미타르타르산염, L-헤미타르타르산염, 헤미메조타르타르산 또는 라세미 D,L-헤미

타르타르산염으로부터 선택된다. 특정한 실시상태에 있어서, 헤미타르타르산염은 L-헤미타르타르산염이다. "L-

헤미타르타르산염"은 헤미타르타르산염이 L-타르타르산으로부터 형성된 것을 의미한다. 라세미 D,L-헤미타르타

르산염은 D-타르타르산염 및 L-타르타르산염이 모두 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 제조에 사용되었다는 것을

의미한다. 라세미 D,L-헤미타르타르산염 중의 D-타르타르산염의 양은 존재하는 L-타르타르산염의 양 보다 많거

나, 동등하거나, 적을 수 있다. 

"좌측회전성(levorotatory)"은 편광된 광이 비대칭 화합물을 통과하는 경우 왼쪽으로 회전하는 것을 뜻한다. 좌[0059]

측회전성을 표시하는 접두사는 "L"이다. 

"우측회전성(dextrorotatory)"은  편광된  광이  비대칭  화합물을  통과하는  경우  오른쪽으로  회전하는  것을[0060]

뜻한다. 우측회전성을 표시하는 접두사는 "D"이다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 제조[0061]

화학식  (I)  헤미타르타르산염은  적절한  용매  중에서  화학식  (I)을  L-타르타르산과  혼합함으로써  제조될  수[0062]

있다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 침전은 시드(seed) 결정의 첨가에 의하여 도움이 될 수 있다. 사용될 수

있는 용매는 메탄올, 물, 에탄올, 아세톤, 에틸아세테이트 또는 이들의 조합이다. 
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화학식 (I) 헤미타르타르산염의 특정 고체 형태는 예컨대 느린 증발, 느린 냉각 및 역용매(antisolvent) 침전에[0063]

의하여 제조될 수 있다. 이들 방법에서 사용될 수 있는 용매는 물, 헵탄, 헥산, 톨루엔, 디클로로메탄, 에탄올,

이소프로필 알코올, 아세토니트릴, 에틸 아세테이트, 메탄올, 아세톤, 메틸 터셔리-부틸 에테르(이하 "TBME"라

함), p-디옥산 및 테트라히드로푸란(이하 "THF"라 함)을 포함한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염 고체 형태는 용매 또는 용매 혼합물 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 용액으[0064]

로부터의 용매 증발에 의하여 제조될 수 있다. 적당한 용매 혼합물은 메탄올, 에탄올, 아세톤, 물, 에틸아세테

이트 및 디클로로메탄을 포함한다. 바람직한 용매 혼합물은 에탄올, 메탄올, 물 및 아세톤을 포함한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염 고체 형태는 용매 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 가열된 용액의 느린 냉각[0065]

을 통하여 제조될 수 있다. 적당한 용매는 에탄올, 메탄올, 물, 아세톤 및 에틸아세테이트를 포함한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염 고체 형태는 용액을 냉각 배스에 놓음으로써 용매 중의 화학식 (I) 헤미타르타르[0066]

산염의 가열된 용액의 빠른 냉각을 통하여 제조될 수 있다. 적당한 용매는 에탄올, 메탄올, 아세톤, 물, 에틸아

세테이트 또는 이들 용매의 혼합물을 포함할 수 있다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염 고체 형태는 전술한 바와 같이 용매 중의 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 용액을[0067]

주어진 온도에서 역용매에 첨가함으로써 제조될 수 있다. 좀더 구체적으로, 상기 역용매는 에틸아세테이트, 아

세톤, 아세토니트릴, 톨루엔, THF, TBME, p-디옥산, 이소프로판올 또는 헵탄이다. 특정 용매/역용매 혼합물은

메탄올/에틸에세테이트, 메탄올/아세톤, 메탄올/헥산, 메탄올/헵탄, 메탄올/아세토니트릴, 메탄올/톨루엔, 메탄

올/THF,  메탄올/TBME,  메탄올/p-디옥산,  에탄올/에틸아세테이트, 에탄올/헥산, 에탄올/헵탄, 에탄올, 아세톤,

에탄올/아세토니 트릴, 에탄올/톨루엔, 에탄올/TBME, 에탄올/THF, 물/THF, 물/이소프로판올, 물/아세토니트릴,

물/아세톤,  디클로로메탄/헵탄,  디클로로메탄/아세톤,  디클로로메탄/에틸아세테이트,  디클로로메탄/아세토니트

릴, 디클로로메탄/톨루엔, 디클로로메탄/THF, 디클로로메탄/TBME, 디클로로메탄/p-디옥산, 및 디클로로메탄/이

소프로판올을 포함한다. 

바람직한  용매/역용매  혼합물은  메탄올/에틸아세테이트,  메탄올/아세톤,  메탄올/TBME,  및  물/아세톤을[0068]

포함한다. 

여기에 사용된 바와 같이, "역용매"는 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 낮은 용해도를 가지고 헤미타르타르산염[0069]

이 미세 분말 또는 결정의 형태로 용액 밖으로 침전하도록 하는 용매를 말한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 고체 형태를 만들어내는 추가의 방법은 에틸아세테이트/아세톤으로부터 고체를[0070]

침전시키는 것 및 임의로 실온에서 형성된 고체를 건조시키는 것을 포함한다. 또 하나의 방법에 있어서, 상기

용매는 이어서 시드 결정을 첨가하거나 첨가하지 않고 아세톤으로부터 재결정화될 수 있다. 대안으로서, 화학식

(I)  헤미타르타르산염은  에틸아세테이트/아세톤  용매로부터  침전되고  에틸아세테이트로부터  재결정화될  수

있다. 대안으로서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 이어서 이소프로판올으로부터 재결정화될 수 있다. 대안으로

서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 추가의 재결정화 없이 단지 아세톤을 사용함으로써 제조될 수 있다. 대안으

로서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 추가의 재결정화없이, 간단한 환류(reflux) 후에 아세톤으로부터 침전될

수 있다. 

대안으로서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 이어서 시드 결정을 첨가하거나 첨가하지 않고 메탄올/아세톤으로[0071]

부터 재결정화될 수 있다. 대안으로서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염는 이어서 시드 결정을 첨가하거나 첨가하

지 않고 물/아세톤으로부터 재결정화될 수 있다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 결정질 형태의 특징 설명[0072]

특정 실시상태에 있어서, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 결정질 형태, 결정 형태 A는 5.1°, 6.6°, 10.7°,[0073]

11.0°, 15.9° 및 21.7°의 2θ각에서의 적어도 하나, 두 개, 세 개, 네 개 또는 다섯 개의 주요 XRPD 피크에

의하여 특징지워진다. 더 특정한 실시상태에 있어서, 결정질 형태는 5.1°, 6.6°, 10.7°, 11.0°, 13.3°,

15.1°, 15.9°, 16.5°, 17.6°, 18.6°, 18.7°, 19.0°, 20.2°, 21.7° 및 23.5°의 2θ 각에서의 XRPD 피

크에 의하여 특징지워진다. 특정한 2θ각은 특정한 값 ± 0.2°를 의미하는 것이 이해되어야 한다. 

여기에 사용된 바와 같이 "주요한 XRPD 피크"는 상대 강도가 25%보다 큰 XRPD 피크를 말한다. 상대 강도는 가장[0074]

큰 피크의 피크 강도에 대하여 관심 피크의 피크 강도의 비로서 계산된다. 

등록특허 10-2073207

- 11 -



화학식 (I) 헤미타르타르산염을 이용한 치료 방법[0075]

여기에 사용된 바와 같이, 대상은 포유동물, 바람직하게 인간 환자이지만, 또한 반려동물(예컨대, 개, 고양이[0076]

등), 가축(예컨대, 소, 양, 돼지, 말 등) 또는 실험 동물(예컨대, 래트, 마우스, 기니 피그 등)과 같이 수의과

적 치료가 필요한 동물일 수도 있다. 대상 및 환자는 교환가능하게 사용된다. 

본 출원의 하나의 실시상태는 전술한 바와 같이 그것의 결정질 형태를 포함하는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의[0077]

유효량을 대상에게 투여함으로써 그것을 필요로 하는 대상에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글루코실세

라마이드 신타아제의 활성을 느리게, 예컨대 억제 또는 감소시키는 방법이다. 

치료를 필요로 하는 대상은 세포, 특히 리소좀 또는 멤브레인 세포에서 글리코스핀고리피드 농도를 낮추거나 글[0078]

루코실세라마이드 신타아제를 억제하는 것이 이로운 질병 또는 상태를 갖는 대상이다. 글루코실세라마이드 신타

아제의 억제제가 테이-삭스, 고셔 또는 패브리병과 같은 리소좀 저장 병을 치료하는데 유용한 것으로 나타났다

(예컨대  미국  특허  제6,569,889호;  제6,255,336호;  제5,916,911호;  제5,302,609호;  제6,660,749호;  제

6,610,703호; 제5,472,969호; 제5,525,616호를 참고하라. 상기 미국 특허 문헌들의 전체 내용은 참고로서 본 명

세서에 포함된다). 

상태 또는 질병의 예는 다낭성 신장 병 및 막성 사구체병증(membranous glomerulopathy)(미국 특허 가출원 제[0079]

61/130,401호 및 제61/102,541호를 참고하라, 이들 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.), 사구

체  신염  및  사구체  경화증(미국  특허  가출원  제  61/137,214호를  참고하라),  낭창(PCT/US2009/001773를

참고하라,  이들  문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.),  타입 2  당뇨병을 비롯한 당뇨병(WO

2006/053043를 참고하라, 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.); 당뇨병 환자의 신장 비대,

아테롬성  동맥  경화증,  교원질  혈관성  질환(collagen  vascular  disease),  암을  비롯한  세포  성장 및  분할

(division)을 포함하는 장애 치료(미국 특허 제6,916,802호 및 제5,849,326호를 참고하라, 이들 문헌의 전체 내

용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.); 동맥 상피 세포의 성장 억제(미국 특허 제6,916,802호 및 제5,849,326

호를  참고하라.);  감염에  걸린  환자의  치료(문헌  [Svensson,  M.  et  al.,  "Epithelial  Glucosphingolipid

Expression  as  a  Determinant  of  Bacterial  Adherence  and  Cytokine  Production,"  Infect,  and  Immun.,

62:4404-4410 (1994)]를 참고하라, 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.); 호스트, 즉 환자

가 종양에 대하여 항체를 만들어내는 것의 방지(문헌 [Inokuchi, J. et al., "Antitumor Activity in Mice of

an  Inhibitor  of  Glycosphingolipid  Biosynthesis,"  Cancer  Lett.,  38:23-30(1987)]를 참고하라, 이 문헌의

전체  내용은  참고로서  본  명세서에  포함된다.);  및  종양의  치료(문헌  [Hakomori,  S.  "New  Directions  in

Cancer Therapy Based on Aberrant Expression of Glycosphingolipids: Anti-adhesion and Ortho-Signaling

Therapy,"  Cancer  Cells  3:461-470  (1991)],  문헌  [Inokuchi,  J.  et  al,  "Inhibition  of  Experimental

Metastasis  of  Murine  Lewis  Long  Carcinoma  by  an  Inhibitor  of  Glucosylceramide  Synthase  and  its

Possible  Mechanism  of  Action,"  Cancer  Res.,  50:6731-6737  (1990)]  및  문헌  [Ziche,  M.  et  al.,

"Angiogenesis Can Be Stimulated or Repressed in In Vivo by a Change in GM3 :GD3 Ganglioside Ratio,"

Lab. Invest., 67:711 -715 (1992)]을 참고하라, 이들 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.)를

포함한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염은 또한 암 백신-유사물 제조에 사용될 수 있다(예컨대, 미국 특허 제6,569,889호;[0080]

제6,255,336호; 제5,916,911호; 제5,302,609호; 제6,660,749호; 제6,610,703호; 제5,472,969호; 제5,525,616호

를 참고하라). 

화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(이의 헤미타르타르산염 포함)은 단일 치료, 즉 징후를 치료하기[0081]

위하여 투여되는 유일한 약학적 활성 성분으로서 기재된 방법에서 사용될 수 있다. 

대안으로서, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(이의 헤미타르타르산염을 포함)은 원하는 병 또는[0082]

징후를 치료하기 위하여 당 기술분야에서 알려진 다른 치료적 활성 약물과 함께 병용 치료로서 기재된 방법에서

사용될 수 있다. "공-치료(Co-therapy)" 또는 "병용(combination)" 또는 "병용 치료(combination therapy)" 또

는 "공-투여(co-administered)"는 여기에서 교환가능하게 사용되며, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허

용염(헤미타르타르산염을 포함)이 하나 이상의 다른 치료 제제의 전, 후 또는 함께 투여되는 것을 의미한다. 하

나의 실시상태에 있어서, 병용 치료는 고셔병 또는 패브리병과 같은 리소좀 병을 치료하기 위하여 사용된다. 대

안으로서, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용 염(헤미타르타르산염을 포함)은 별도의 제형으로서 또는
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조인트 제형으로서 일제히(예컨대, 동시에) 공-투여된다. 대안으로서, 

상기 제제들은 숙련된 임상의에 의하여 결정된, 적절한 시간 프레임 내에서(예컨대, 치료의 약학적 효과의 중첩[0083]

을 허용하기에 충분한 시간) 별도의 조성으로서 순차적으로 투여될 수 있다. 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약

학적 허용염(헤미타르타르산염을 포함)과 하나 이상의 다른 치료 제제는 원하는 치료 효과를 달성하기 위하어

적절한 스케줄에 따라 순서대로 단일 투여량 또는 복합 투여량으로 투여될 수 있다. 

고셔병의 치료를 위하여 유효한 치료 제제는 글루코세레브로시다아제, 글루코세레브로시다아제의 유사체, 글루[0084]

코실세레마이드 신타아제 억제제 및 글루코세레브로시다아제와 결합하고 그것의 정확한 배열을 회복하는 샤프론

(chaperone)을 포함한다. 글루코세레브로시다아제 또는 이의 유사체는 인간 또는 포유동물 유래일 수 있다. 

대안으로서, 글루코세레브로시다아제 및 이의 유사체는 재조합적으로 얻어질 수 있다. 글루코세레브로시다아제[0085]

의 유사체는 생물학적 활성은 보유되고, 천연 효소의 천연 아미노 서열에 비하여 아미노산 치환체를 갖는 효소

및/또는 효소의 잘려진 형태를 포함한다. 

글루코세레브로시다아제의 유사체의 예는 인간 β -글루코세레브로시다아제의 재조합 DNA-생성된 유사체인 벨라[0086]

글루세라제  알파(Shire  PLC에  의하여  개발),  탈리글루세라제  알파(상품명  Uplyso
®
으로  시판,  Protalix

Biotherapeutics, Inc.에 의하여 개발), 및 이미글루세라제 (Genzyme Corporation 에 의하여 상품명 Cerezyme
®

으로 판매)을 포함한다. 

분자 샤프론의 예는 이소파고민(Amicus Therapeutics(Cranbury, NJ)에 의하여 상품명 Plicera
TM
으로 개발)을 포[0087]

함한다. 이소파고민은 또한 아페고스타트 타르타르산염으로도 알려져 있고, 그것의 활성 성분으로서 이소파고민

의  타르타르산염  형태를  함유한다.  글루코세레브로시다아제  억제제의  예는  미글루스타트(Actelion

Pharmaceuticals Ltd.(Allschwil, Switzerland)에 의하여 상품명 Zavesca
TM
으로 개발)를 포함한다. 

패브리병의 치료를 위하여 효과적인 치료 제제는 α 갈락토시다아제 A, α 갈락토시다아제 A의 유사체 및 α 갈[0088]

락토시다아제 A에 결합하고 그것의 배열을 회복하는 분자 샤프론을 포함한다. α 갈락토시다아제 A 또는 이의

유사체는 인간 또는 포유동물 유래일 수 있다. 대안으로서, α 갈락토시다아제 A 및 이의 유도체는 재조합적으

로 얻어질 수 있다. α 갈락토시다아제 A의 유사체는 생물학적 활성은 보유되고, 천연 효소의 천연 아미노 서열

에 비하여 아미노산 치환체를 갖는 효소 및/또는 효소의 잘려진 형태를 포함한다. α 갈락토시다아제 A의 유사

체의 예는 아갈시다아제 베타(Genzyme Corporation에 의하여 동결건조 의약품으로서 상품명 Fabrazyme
®
로 판매

되는 재조합 인간 α-갈락토시다아제) 및 아갈시다아제 알파(Shire PLC에 의하여 상품명 Replagal
®
으로 판매되

는 재조합 단백질)을 포함한다. 분자 샤프론의 예들은 미갈라스타트(활성 성분으로서 미갈라스타트 염화수소를

함유하는 약물로서 Amicus Therapeutics(Cranbury, NJ)에 의하여 상품명 Amigal
TM
으로 개발)을 포함한다. 

하나의 실시상태에 있어서, 고셔 또는 패브리병의 치료를 위한 병용 치료는 2 스테이지로 수행된다. 첫번째 스[0089]

테이지에 있어서, 고셔병 또는 패브리병의 치료에 효과적인 약물(전형적으로, 고셔병을 위해서는 글루코세레브

로시다아제 또는 그 유사체 및 패브리병을 위해서는 갈락토시다제 A 또는 그 유사체)가 대상을 안정화하기 위하

여 사용된다. 예컨대, 고셔병(또는 패브리병)에 있어서, 이들 약물 중 하나는 간, 비장, 폐 및/또는 신장과 같

은 내장 기관들에서 GL-1 저장의 부담을 감소시키기 위하여 사용된다. 

이것이 완료되면, 편리한 유지 치료로서 두번째 스테이지에 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(헤미[0090]

타르타르산염을 포함)이 사용된다. 상기 첫번째 스테이지는 전형적으로 1, 2, 3 또는 4주까지, 또는 1, 2, 3,

4, 6, 9 또는 12개월까지, 또는 대상의 혈소판 수가 100,000 mm
3
과 동등하거나 더 많아질 때까지; 헤모글로빈

농도가 11 g/dl (암컷) 또는 12 g/dl (수컷)과 동등하거나 더 많아질 때까지; 및/또는 대상의 비장 용적이 정상

의 10 배 보다 작거나 동등하고 간 용적이 정상의 1.5배 보다 작거나 동등할 때까지 지속된다. 상기 첫번째 스

테이지의 투여는 전형적으로 화학식 (I)의 화합물에 의한 치료가 개시될 때 종료한다. 

여기에 사용된 바와 같이, "유효량"은 [0091]

대상에서 허용할 수 없는 부작용을 최소화하면서 치료되는 대상의 존재하는 증상을 완화하기에 효과적인 양을[0092]

말한다. 정확한 제형, 투여 경로, 투여량은 환자의 상태를 고려하여 개별 의사에 의하여 선택된다.  투여량 및

간격은 원하는 치료 효과를 유지하기에 충분한 활성 화합물의 혈장 수준를 제공하기 위하여 개별적으로 조정될

수 있다. 환자의 상태 및 투여 모드 이외에, 투여되는 투여량은 환자의 증상의 심각성 및 환자의 나이와 체중에
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의존할 것이다. 유효량은 전형적으로 상기 화합물의 혈장 최저 수준이 적어도 5 ng/ml이상이 되도록 할 것이다.

상기 화합물의 유효량의 투여 후에 혈장 최저 수준이 5 ng/ml 미만인 경우, 그 대상에 대하여 투여되는 투여량

은 "조정된 유효량"으로 변화되어, 상기 화합물의 최저 수준이 적어도 5 ng/ml가 되도록 한다. 대안으로서, 상

기 화합물의 유효량의 투여 후에 상기 화합물의 최저 혈장 수준이 5 ng/ml 미만이고/이거나 Cmax가 100 ng/ml 초

과인 경우, 대상에게 투여되는 투여량은 "조정된 유효량"으로 변화되어, 상기 화합물의 최저 수준이 적어도 5

ng/ml이고 Cmax가 100 ng 미만이 되도록 한다. 유효량은 0.1 내지 500 mg/일의 범위일 수 있다. 대안으로서, 유

효량은 50  - 300 mg/일의 범위이다. 또하나의 대안으로서 유효량은 100-300mg/day의 범위이다. 본 출원의 화합

물은 특정 시간의 간격으로 또는 연속적으로 투여될 수 있다. 예컨대, 본 출원의 화합물은 예컨대 매일 또는 하

루에 2회 제형과 같이, 하루에 1, 2, 3 또는 4회 투여될 수 있다. 상업적으로 시판가능한 분석법(assay)이 최적

의 투여량 범위 및/또는 투여 스케즐을 결정하기 위하여 이용될 수 있다. 

하나의 실시상태에 있어서, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(전술한 헤미타르타르산염을 포함)에[0093]

대한 유효량은 (단일 치료로서이든 또는 공-치료로서이든) 하루에 25, 50, 100, 200 또는 300 밀리그램과 같이

25 밀리그램 내지 300 밀리그램의 일일 투여량이다(대안적으로 25 밀리그램 내지 150 밀리그램; 또 하나의 대안

으로서 50 밀리그램 내지 300 밀리그램; 및 또 하나의 대안으로서 100 밀리그램 내지 300 밀리그램). 특정한 실

시상태에 있어서, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염을 포함)의 유효

량은 (단일 치료로서이든 또는 공-치료로서이든) 하루 2회 투여량 50 밀리그램 (하루 전체 100 밀리그램), 100

밀리그램(하루 전체 200 밀리그램) 또는 150 밀리그램(하루 전체 300 밀리그램)이다. 대안적인 실시상태에 있어

서, 화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(화학식 (I) 헤미타르타르산염을 포함)에 대한 유효량은 (단

일 치료로서이든 또는 공-치료로서이든) 하루 1회 투여량 100 밀리그램/일, 200 밀리그램/일 또는 300 밀리그램

/일이다. 

또 하나의 실시상태에 있어서, 유효량은 대상이 "좋지 못한 P450 메타볼라이저"라고 가정하고 이어서 최저 혈장[0094]

수준 및/또는 Cmax를 평가함으로써 결정된다. 이어서 후술하는 바와 같이, 최저 혈장수준이 5 ng/ml 미만이거나;

상기 화합물의 최저 수준이 5 ng/ml 미만이고/이거나 Cmax이 100 ng/ml를 초과하는 경우; 또는 대상이 중간의 또

는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저라고 결정되는 경우, 대상에게 투여되는 양은 조정된 유효량으로 변

화된다. 좋지 못한 P450 메타볼라이저에 대한 유효량은 (단일 치료로서이든 또는 공-치료로서이든) 하루 1회 투

여량 또는 하루 2회 투여량으로서 통상 하루 100 - 200 밀리그램 사이, 예컨대 100 또는 200 밀리그램이다. 

전형적으로, 본 출원의 약학 조성물은 식사 전 또는 후에 또는 식사와 함께 투여될 수 있다. 여기서 사용된 바[0095]

와 같이, 식사 "전" 또는 "후"는 전형적으로 식사를 시작하거나 마칠 때 각각 2 시간 이내, 바람직하게는 1 시

간 이내, 더 바람직하게는 30분 이내, 가장 바람직하게는 10분 이내이다. 

화학식 (I)의 화합물 및 이의 약학적 허용염(화학식 (I)  헤미타르타르산염)이 간에 의하여, 주로 사이토크롬[0096]

P450  효소에  의하여  물질대사된다는  것이  밝혀졌다.  사이토크롬  P450("CYP")은  주요한  간의  생체  이물

(xenobiotic) 물질대사 효소이다. 전형적인 인간 간에서 발현되는 11개의 생체 이물-물질대사 사이토크롬 P450

(즉, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8/9/18/19, CYP2D6, CYP2E1 및 CYP3A4/5)가 있다. 현재 또한 CYP2D6 및

CYP3A4가 화학식 (I)의 화합물 및 이의 약학적 허용염, 예컨대 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 독성을 없애는

역할을 하는 주된 사이토크롬 P450 이소폼(isoform)이라는 것이 밝혀졌다. P450 효소의 활성수준은 개인에 따라

상이하다. 예컨대, 개인들은 좋지 못한, 중간의 및 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저로 분류될 수 있다.

개인에서의 P450 활성의 더 낮은 수준은 약물/약물 상호작용("DDI")을 생기게 할 수 있기 때문에, 본 발명의 또

하나의  실시상태는  대상이  좋지  못한,  중간의  및  광범위한/극도의  빠른  P450  메타볼라이저인지  결정하는

것이다. 대상이 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 메타볼라이저인 경우, 이어서 2대상에게 투여되는 투여량은

"조정된 유효 투여량", 즉 상기 화합물의 최저 혈장 수준이 적어도 5 ng/ml이 되도록 하는 양; 또는 상기 화합

물의 최저 농도가 적어도 5 ng/ml이고 화합물의 Cmax이 100 ng/ml 미만이 되도록 하는 양으로 높아져야 한다. 투

여량이 점차 높아질 수 있고, 대상은 1회, 2회, 3회, 4회 또는 조정된 유효 투여량을 달성하기 위하여 필요한

횟수 만큼 재시험된다. 

CYP2D6 유전자에 대하여 4가지 예상되는 표현형이 있다:[0097]

"좋지 못한 P450 메타볼라이저"는 효소 활성을 완전히 손실시키는 2개의 돌연변이 대립형질을 운반한다. [0098]

"중간의 P450 메타볼라이저"는 하나의 감소된 활성의 대립형질과 하나의 널(null) 대립형질을 갖는다. [0099]
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"광범위한 P450 메타볼라이저"는 적어도 하나 및 2개 이하의 정상 기능 대립형질을 갖는다.[0100]

"극도의 빠른 P450 메타볼라이저"는 기능 대립형질의 다수의 복제물(3-13)을 운반하고 과도한 촉매 활성을 생성[0101]

한다. 

대상은 전형적으로 유전자형 분석을 통하여 또는 CYP2D6 또는 CYP3A4와 같은 P450 효소에 의하여 물질대사되는[0102]

약물의 최저 혈장 수준의 모니터링을 통하여 좋지 못한, 중간의 또는 광범위한/극도의 빠른 P450 메타볼라이저

인지 평가된다. 통상, 화학식 (I)의 화합물 또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 비롯한 이의 약학적 허용염의

최저 혈장 수준 및/또는 Cmax가 상기 화합물에 의한 처리의 개시 이후 1주, 2주, 3주 또는 4주까지, 또는 1개월,

2개월, 3개월, 6개월, 9개월 또는 12개월 또는 그 이상까지 상기 대상에서 모니터링된다. 필요한 경우 전술한

한정 사항, 즉 최저 혈장 수준 5 ng/ml 또는 그 이상 내에서의 수준을 유지하기 위하여 투여량 조정이 이루어진

다. 

대상은 P450 효소 억제제인 특정 약물에 의한 처리의 결과로서 좋지 못한 P450 메타볼라이저가 될 수 있다. 상[0103]

기  약물의  예들은  파록세틴(paroxetine),  플루옥세틴(fluoxetine),  퀴니딘(quinidine)  또는  케토코나졸

(ketoconazole)을 포함한다. 대안으로서, 대상은 P450 효소의 낮은 발현의 결과로서 좋지 못한 P450 메타볼라이

저이다. 상기 예에 있어서, 상기 낮은 발현은 대상에서 P450 효소 발현을 결정함으로써, 즉 대상을 P450 효소에

대한  유전자형  분석함으로써  평가될  수  있다.  예컨대,  CYP2D6의  발현은  통상  PCR  (문헌  [McElroy  et.al.

"CYP2D6  Genotyping  as  an  Alternative  to  Phenotyping  for  Determination  of  Metabolic  Status  in  a

Clinical Trial Setting", AAPS Pharmsi (2000) 2(4):article 33 (http://www.pharmsci.org/)]) 또는 마이크

로어레이  기반  약물유전체학  검사(microarray  based  pharmacogenomic  testing)  (Background  Information,

Roche Diagnostics "The CYP450 Gene Family and Drug Metabolism", Hoffmann La Roche Ltd.)에 의하여 평가

되며, 상기 문헌들의 전체 내용은 본 명세서에 참고로서 포함된다. 상기와 같이, 대상은 편리하게 치료 시작 전

에 P450 발현(예컨대, CYP2D6)에 대하여 유전자형 분석될수 있고 필요한 경우 조정된 유효량이 투여될 수 있다.

치료 시작 전에 유전자형 분석을 하는 경우에, 상기 화합물의 최저 혈장 수준 및 Cmax를 모니터링하고 필요한 경

우 투여량을 조정하는 것이 여전히 권장된다. 

미갈라스타트(migalastat),  아갈시다아제  베타(agalsidase  β),이미글루세라아제(imiglucerase),  이소파고민[0104]

(isofagomine) 및 미글루스타트(miglustat)에 대한 유효량은 약물 라벨상에 기재되어 있거나 각 약물의 임상적

시험에서 수행된 대로이다. 

화학식 (I)의 화합물은 약학적 허용산과 반응하여 약학적 허용염을 형성할 수 있다. 약학적 허용산의 예들은 염[0105]

화수소산, 브롬화수소산, 요오드화수소산, 황산, 인산 및 그 유사물과 같은 무기 산, 및 p-톨루엔설폰산, 메탄

설폰산, 옥살산, p-브로모페닐-설폰산, 카본산, 숙신산, 시트르산, 벤조산, 아세트산, 및 그 유사물과 같은 유

기산을 포함한다. 상기 염들의 예들은 설페이트, 피로설페이트, 바이설페이트, 설파이트, 바이설파이트, 포스페

이트, 모노하이드로겐포스페이트, 다이하이드로겐포스페이트, 메타포스페이트, 피로포스페이트, 염화물, 브롬화

물, 요오드화물, 아세테이트, 프로피오네이트, 데카노에이트, 카프릴레이트, 아크릴레이트, 포르메이트, 이소부

티레이트, 카프로에이트, 헵타노에이트, 프로피올레이트, 옥살레이트, 말로네이트, 숙시네이트, 수베레이트, 세

바케이트,  푸마레이트,  말레에이트,  부틴-1,4-디오에이트,  헥신-1,6-디오에이트,  벤조에이트,

클로로벤조에이트,  메틸벤조에이트,  디니트로벤조에이트,  히드록시벤조에이트,  메톡시벤조에이트,  프탈레이트,

설포네이트, 크실렌설포네이트, 페닐아세테이트, 페닐프로피오네이트, 페닐부티레이트, 시트레이트, 락테이트,

감마-히드록시부티레이트, 글리콜레이트, 타르타르산염, 메탄설포네이트, 프로판설포네이트, 나프탈렌-1-설포네

이트, 나프탈렌-2-설포네이트, 만델레이트 및 그 유사물을 포함한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염을 포함하는 약학 조성물[0106]

화학식 (I)의 화합물 또는 이의 약학적 허용염(이의 헤미타르타르산염을 포함)에 대한 적절한 제형 및 투여 모[0107]

드는 미국 특허 제7,253,185호에 기재된 것들을 포함하고, 상기 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함

된다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 대한 바람직한 제형은 후술하는 문단에 서술된다. 

본 발명의 하나의 실시상태는 화학식 (I) 헤미타르타르산염, 적어도 하나의 수용성 필러, 적어도 하나의 수불용[0108]

성 필러, 적어도 하나의 바인더 및 적어도 하나의 활택제를 포함하는 약학 조성물이다. 적절한 수용성 필러는

예컨대 무수 락토오스, 락토오스 일수화물, 만니톨, 염화나트륨, 분말화된 당(powdered sugar), 소르비톨, 수크
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로오스, 이노시톨 및 전호화분 전분(pregelatinized starch)을 포함할 수 있다. 적절한 수불용성 필러는 예컨대

미정질(microcrystalline) 셀룰로오스, 칼슘 포스페이트 및 전분을 포함할 수 있다. 적절한 바인더는 예컨대 전

호화분 전분, 나트륨 카복시메틸 셀룰로오스, 히드록시프로필 셀룰로오스, 히드록시프로필 메틸 셀룰로오스, 폴

리비닐  피롤리돈,  코폴리비돈,  젤라틴,  천연검(natural  gum),  전분  페이스트,  수크로오스,  곡물  시럽(corn

syrup), 폴리에틸렌 글리콜 및 나트륨 알긴산염을 포함할 수 있다. 적절한 활택제는 예컨대 수소화 식물성 오일

(hydrogenated  vegetable  oil),  칼슘 스테아르산염 및 글리세릴 베헤네이트(grlceryl behenate)를 포함할 수

있다. 상기 약학 조성물의 하나의 실시상태에 있어서, 상기 수용성 필러는 무수 락토오스, 락토오스 일수화물,

만니톨, 염화나트륨, 분말화된 당, 소르비톨, 수크로오스, 이노시톨 및 전호화분 전분(pregelatinized starch)

로 이루어진 군으로부터 선택되고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스, 칼슘 포스페이트 및 전분으로 이

루어진 군으로부터 선택되며; 상기 바인더는 전호화분 전분, 나트륨 카복시메틸 셀룰로오스, 히드록시프로필 셀

룰로오스, 히드록시프로필 메틸 셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리돈, 코폴리비돈, 젤라틴, 천연검, 전분 페이스트,

수크로오스, 곡물 시럽, 폴리에틸렌 글리콜 및 나트륨 알긴산염으로 이루어진 군으로부터 선택되고; 상기 활택

제는 수소화 식물성 오일, 칼슘 스테아르산염 및 글리세릴 베헤네이트로 이루어진 군으로부터 선택된다. 

약학 제형은 건조 고형분 기준으로 수불용성 필러 8 wt% 내지 32 wt% 사이, 8 wt% 내지 24 wt% 사이, 12 wt%[0109]

내지 20 wt% 사이 또는 14 wt% 내지 18 wt%사이를 포함한다. 

약학 제형은 건조 고형분 기준으로 수용성 필러 26 wt% 내지 50 wt% 사이, 30 wt% 내지 46 wt% 사이, 34 wt%[0110]

내지 46 wt% 사이 또는 38 wt% 내지 44 wt% 사이를 포함한다.  

약학 조성물은 건조 고형물 기준으로 화학식 (I) 헤미타르타르산염 30 wt%와 45 wt% 사이, 35 wt%와 40 wt % 사[0111]

이 및 36 wt% 내지 39 wt%를 포함한다. 

약학 제형은 전형적으로 건조 고형물 기준으로 바인더 2 wt%와 6 wt% 사이를 포함한다. [0112]

약학 제형은 전형적으로 건조 고형물 기준으로 바인더 0.1 wt%와 2 wt% 사이를 포함한다. [0113]

특정한 실시상태에 있어서,  약학 제형은,  모두 건조 고형물 기준으로,  8  wt%  내지 32  wt%  사이의 수불용성[0114]

필러, 26 wt% 내지 50 wt% 사이의 수용성 필러, 30 wt%와 45 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르산염, 2 wt%

과 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용성 필러는 락

토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용성 필러는 락

토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로필 메틸 셀룰

로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다. 

특정한 실시상태에 있어서,  약학 제형은,  모두 건조 고형물 기준으로,  8  wt%  내지 32  wt%  사이의 수불용성[0115]

필러, 26 wt% 내지 50 wt% 사이의 수용성 필러, 35 wt%와 40 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르산염, 2 wt%

와 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용성 필러는 락

토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용성 필러는 락

토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로필 메틸 셀룰

로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다.

또 하나의 특정한 실시상태에 있어서, 상기 약학 제형은, 모두 건조 고형물 기준으로, 8 wt% 내지 24 wt% 사이[0116]

의 수불용성 필러, 30 wt% 내지 46 wt% 사이의 수용성 필러, 35 wt%와 40 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르

산염, 2 wt%와 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로

필 메틸 셀룰로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다.

또 하나의 특정한 실시상태에 있어서, 상기 약학 제형은, 모두 건조 고형물 기준으로, 12 wt% 내지 20 wt% 사이[0117]

의 수불용성 필러, 34 wt% 내지 46 wt% 사이의 수용성 필러, 35 wt%와 40 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르

산염, 2 wt%와 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로

필 메틸 셀룰로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다.

또 하나의 특정한 실시상태에 있어서, 상기 약학 제형은, 모두 건조 고형물 기준으로, 14 wt% 내지 18 wt% 사이[0118]

의 수불용성 필러, 38 wt% 내지 44 wt% 사이의 수용성 필러, 35 wt%와 40 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르
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산염, 2 wt%와 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로

필 메틸 셀룰로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다.

또 하나의 특정한 실시상태에 있어서, 상기 약학 제형은, 모두 건조 고형물 기준으로, 14 wt% 내지 18 wt% 사이[0119]

의 수불용성 필러, 38 wt% 내지 44 wt% 사이의 수용성 필러, 36 wt%와 39 wt% 사이의 화학식 (I) 헤미타르타르

산염, 2 wt%와 6 wt% 사이의 바인더 및 0.1 wt%와 2 wt% 사이의 바인더를 포함한다. 더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이다. 좀더 구체적으로, 상기 수용

성 필러는 락토오스 일수화물이고; 상기 수불용성 필러는 미정질 셀룰로오스이며; 상기 바인더는 히드록시프로

필 메틸 셀룰로오스이고, 상기 활택제는 글리세릴 베헤네이트이다.

본 발명은 후술하는 실시예에 의하여 예시하며, 이하의 실시예는 어떠한 방식으로도 제한될 것을 의도한 것은[0120]

아니다. 

실험[0121]

실시예 1: 화학식 (I)의 염의 제조[0122]

화학식 I의 헤미타르타르산염은 쉽게 결정화되고, 다른 염들에 비하여 많은 이로운 특성들을 나타낸다. 예컨대,[0123]

화학식 (I)에 의하여 표시되는 화합물의 염들의 제조에 하기의 산들이 사용되었다: 시트르산(1:1, 1:2, 및 1:3

(염:화학식 I)  비율로 염을 생성);  L-말산(L-malic  acid)(1:1  및 1:2);  메탄 설폰산(1:1);  푸마르산(1:1  및

1:2); 염화수소산(1:1); 아세트산(1:1) 및 타르타르산(1:1 및 1:2). 염화수소산(1:1); 타르타르산(1:1) 및 타

르타르산(1:2)에 의하여 생성된 염들만이 고체 형태이었다. 이들 세 가지 염들 중 염화수소산(1:1) 및 타르타르

산(1:1)이 흡습성이고 비결정질인 것이 밝혀졌고, 따라서 약학 생성물로의 용도로 허용될 수 없다. 화학식 I로

표시되는 화합물의 헤미타르타르산염(1 염: 2 화학식 I)은 결정질이고 비흡습성인 것으로 밝혀졌다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 아세톤 제조[0124]

L-타르타르산(6.02 g, 40.11 mmol, 0.497 당량)을 아세톤(175 mL) 중에, 용액을 환류하고 이어서 실온으로 냉[0125]

각함으로써,  용해시켰다.  화학식  (I)  자유  염기(32.67  g,  80.76  mmol)을  실온에서  아세톤(300  mL)에

용해시켰다. L-타르타르산 용액을 실온에서 15 분에 걸쳐 상기 화학식 (I) 자유 염기 용액에 첨가하였다. 상기

첨가를 통하여 흰색 침전물이 부분적으로(half way) 형성되었다. 상기 혼합물을 실온에서 0.5 시간 동안 교반하

였고, 이어서 간단히 환류하고 실온으로 냉각하였다. 실온에서 0.5 시간 동안 교반한 후, 흰색 침전물을 여과하

였다. 흰색 고체를 아세톤(2 x 130 mL)으로 2회 세척하였다. 상기 고체를 에어 건조시키고, 이어서 55-60 ℃에

서 진공 건조시켰다. 그 수율은 36.66g(95 %)이었다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 아세톤 중의 5% 메탄올 제조[0126]

화학식 (I) 자유 염기(10 g/24.7 mmol)을 5% 메탄올/아세톤 120 mL 또는 240 mL에 용해시켰다. L-타르타르산[0127]

(1.85 g/12.3 mmol)을 40-45 ℃로 가온함으로써 5% 메탄올/아세톤 60 mL 또는 120 mL (N 또는 2N)에 용해시키

고, 이 용액을 상기 첫번째 용액에 첨가하였다. 1 시간 후에 침전 없이 화학식 (I) 헤미타르타르산염 1 mg을 시

드 결정(seed crystal)으로 첨가하였다.  5 분 후 침전이 일어났고, 30 분간 더 교반하여 반응을 지속하였다.

이어서, 상기 반응을 5 분간 환류에서 가열하였고(침전물은 완전히 가용성이었음), 이어서 수조 20-22 ℃ 내에

서 실온까지 냉각하였다. 침전이 일어나고, 3 시간 교반하면서 반응을 계속하였다. 최종 생성물을 여과에 의하

여 수집하고 아세톤 2 x 40 mL으로 세척하고, 이어서 55-60 ℃ 진공 오븐에서 16 시간 건조하였다. 생성물 중량

은 8.72 g/74% 수율이었다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 아세톤 중의 1% 물 제조[0128]

화학식 (I) 자유 염기(10 g/24.7 mmol)을 실온에서 1% 물/아세톤 120 mL 또는 240 mL에 용해시켰다. L-타르타[0129]

르산(1.85 g/12.3 mmol)을 40-45 ℃로 가온함으로써 1% 물/아세톤 60 mL 또는 120 mL (N 또는 2N)에 용해시키

고, 이 용액을 상기 첫번째 용액에 첨가하였다. 1 시간 후에 침전 없이 화학식 (I) 헤미타르타르산염 1 mg을 시
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드 결정(seed crystal)으로 첨가하였다.  5 분 후 침전이 일어났고, 30 분간 교반하여 반응을 지속하였다. 이어

서, 상기 반응을 5 분간 환류에서 가열하였고(침전물은 완전히 가용성이 아니었음), 이어서 수조 20-22 ℃ 내에

서 실온까지 냉각하였다. 침전이 일어나고, 3 시간 교반하면서 반응을 계속하였다. 최종 생성물을 여과에 의하

여 수집하고 아세톤 2 x 40 mL으로 세척하고, 이어서 55-60 ℃ 진공 오븐에서 16 시간 건조하였다. 생성물 중량

은 8.62 g 73% 수율이었다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 아세톤 중의 5% 메탄올 재결정화[0130]

화학식 (I) 헤미타르타르산염(3.06 g)을 아세톤 중의 5% 메탄올 116 mL 중에 환류에서 용해시켰다. 상기 용액을[0131]

실온으로 냉각하고 실온에서 2 시간 동안 교반하였다. 흰색 침전물을 여과하고 아세톤 중의 5% 메탄올 10 mL로,

이어서 아세톤(15 mL)으로 세척하였다. 55-60 ℃에서 18 시간 진공 건조한 후에, 화학식 (I) 헤미타르타르산염

2.38 g을 얻었다(78 % 회복). 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 아세톤 중의 1% H20 재결정화[0132]

화학식 (I) 헤미타르타르산염(3.05 g)을 아세톤 중의 1% H20 125 mL 중에 환류에서 용해시켰다. 상기 용액을 실[0133]

온으로 냉각하고 실온에서 2 시간 동안 교반하였다. 흰색 침전물을 여과하고 아세톤 중의 1% H20 10 mL로, 이어

서 아세톤(15 mL)으로 세척하였다. 55-60 ℃에서 밤새 진공 건조한 후에, 화학식 (I) 헤미타르타르산염 2.35

g(77% 회복)을 얻었다. 

실시예 2: 결정질 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 제조[0134]

화학식 (I) 헤미타르타르산염을 여러가지 방법에 의하여 결정화하였다. 배치 1을 에틸 아세테이트/아세톤 용매[0135]

를 이용하여 제조하고, 실온에서 건조하였다. 배치 3을 에틸 아세테이트/아세톤 용매를 이용하여 제조하고, 에

틸 아세테이트로부터 재결정화하였다. 배치 4를 배치 1 물질을 이용하여 아세톤으로부터 재결정화하였다. 배치

5를 이소프로판올으로부터 재결정화하였다. 배치 7을 배치 1과 유사하지만 대규모로 에틸 아세테이트/아세톤 용

매를 이용하여 제조하였고, 배치 8을 추가의 재결정화 없이 아세톤만을 이용하여 제조하였다. 배치 9를 간단한

환류로 아세톤만을 이용하여 제조하였고, 다시 추가의 재결정화는 하지 않았다. 

표 1

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 배치 1-9의 다형성(polymorphism) 스크리닝 요약[0136]

배치
번호

프로세싱 방법 DSC

융점(℃) 엔탈피(J/g)

현미경 TGA

1 아세톤/에틸 아세테이트 침

전
*

162 -81.4 결정 100 ℃에서 99.91%  

175 ℃에서 98.73%

2 아세톤/에틸 아세테이트 침

전-실온에서 건조
*

164 -95.6 결정 N/A

3 아세톤/에틸 아세테이트 침
전-55-60℃ 건조

166 -97.8 결정 100 ℃에서 100.0%  

153 ℃에서 99.98%  

4 아세톤으로부터 재결정화 166 -107.2 결정 100 ℃에서 100.2%  

153 ℃에서 100.2%  

5 이소프로판올로부터  재결정
화

166 -102.6 결정 100 ℃에서 100.0%  

153 ℃에서 100.0%  

7 아세톤/에틸 아세테이트 침
전

166 -99.4
결정

** 100 ℃에서100.1%  

153 ℃에서 99.91%

8 아세톤 침전 165 -100.7
결정

** 100 ℃에서 100.0%

153 ℃에서 100.0%

9 간단한 환류를 수반한 아세
톤 침전

165 -100.2
결정

**
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*: DSC 온도기록(thermogram)에 몇몇의 자유 염기를 함유[0137]

**: 이들 배치에서 막대형(rod), 평판형(plate-shaped)로부터 바늘형(needle), 막대형 및 불규칙한 형태로 변화[0138]

되는 습관을 함유

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 결정 형태도 역시 다양한 용매를 이용한 역용매 침전, 느린 증발, 느린 냉각,[0139]

빠른 냉각을 이용하여 제조되었다. 

느린 증발 방법. 계량된 샘플(보통 20 mg)을 시험 용매의 부분 표본(aliquot)으로 처리하였다. 부분 표본은 전[0140]

형적으로 100-200 μL이었다. 용매들의 첨가 사이에, 혼합물을 흔들거나 초음파 처리하였다(sonication). 시각

관찰에 의하여 판단시, 고체가 용해되었을 때, 핀홀로 구멍이 뚫어진 알루미늄 호일로 덮힌 열린 유리병(open

vial) 내에서 주변 조건(ambient condition) 하에 용액이 증발되도록 하였다. 깨끗한 용액을 얻기 위하여 첨가

된 전체 용매를 기초로 이들 실험들로부터 용해도를 추정하였다. 

표 2

실온(20-25 ℃)에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 용해도 근사치[0141]

유기 용매 용해도 근사치(mg/mL)

헵탄 얻을 수 없음

헥산 얻을 수 없음

톨루엔 <5

디클로로메탄 100

에탄올 29

이소프로필 알코올 <5

아세토니트릴 <5

에틸 아세테이트 <5

메탄올 >200

아세톤 <5

메틸 t-부틸 에테르(TBME) <5

p-디옥산 <5

테트라히드로푸란(THF) <5

표 3

느린 증발 접근법을 이용한 다형성 요약[0142]

유기 용매 느린 증발로부터 생성된
고체 형태

DSC

융점(℃) 엔탈피(J/g)

현미경 TGA

메탄올 없음 N/A N/A N/A N/A

에탄올 있음 165 -95.0
결정

** 100 ℃에서 100.0%

150 ℃에서 100.0%

**: 입자들이 평판형 및 막대형이었음.[0143]

느린/빠른 냉각 방법. 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 50-60 ℃에서 시험 용매에 용해시켰다. 결과로 얻어진 용[0144]

액을 이어서 주변 온도까지 냉각되도록 하였다(느린 냉각). 하루 후에 고체가 형성되지 않는다면, 유리병을 냉

장고에 두었다. 빠른 냉각 실험을 위하여, 결과로 얻어진 용액을 이어서 냉장고에서 냉각되도록 하였다. 고체가

여과에 의하여 수집되고 에어 건조되었다. 

표 4
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느린 냉각 접근법을 이용한 다형성 요약[0145]

유기 용매 느린 냉각으로부터 생성된
고체 형태

DSC

융점(℃) 엔탈피(J/g)

현미경 TGA

에탄올 있음 167 -106.2
결정

** 100 ℃에서 100.1%

150 ℃에서 100.1%

**: 입자들이 평판형 및 막대형이었음.[0146]

표 5

빠른 냉각 접근법을 이용한 다형성 요약[0147]

유기 용매 빠른 냉각으로부터 생성된
고체 형태

DSC

융점(℃) 엔탈피(J/g)

현미경 TGA

에탄올 있음 167 -106.2
결정

** 100 ℃에서 100.0%

150 ℃에서 100.0%

**: 입자들이 평판형 및 막대형이었음.[0148]

역용매 방법. 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 용매에 용해시켰다. 역용매를 상기 용액에 첨가하였다. 형성된 고[0149]

체를 여과에 의하여 수집하고 에어 건조하였다. 

표 6

역용매 접근법을 이용한 다형성 스크리닝 검사 요약 [0150]

유기 용매 역용매 접근법으로
부터 생성된 고체

형태

DSC

융점(℃)
엔탈피(J/g)

현미경 TGA

메탄올/에틸  아세테이
트

있음 167 -99.5
결정

* 100 ℃에서 100.1%

150 ℃에서 100.1%

메탄올/아세톤 있음 167 -106.2
결정

* 100 ℃에서 100.3%

150 ℃에서 100.2%

메탄올/아세토니트릴 없음 N/A N/A N/A N/A

메탄올/톨루엔 없음 N/A N/A N/A N/A

메탄올/THF 없음 N/A N/A N/A N/A

메탄올/ TBME 있음 167 -102.0
결정

* 100 ℃에서 100.2%

150 ℃에서 100.1%

메탄올/p-디옥산 없음 N/A N/A N/A N/A

물/THF 없음 N/A N/A N/A N/A

물/TMBE 없음 N/A N/A N/A N/A

물/이소프로판올 없음 N/A N/A N/A N/A

물/아세토니트릴 없음 N/A N/A N/A N/A

물/아세톤 없음 N/A N/A N/A N/A

디클로로메탄/헵탄 있음 165 -89.2
결정

** 100 ℃에서 100.0%

150 ℃에서 99.99%

디클로로메탄/에틸  아
세테이트

있음 167 -97.8
결정

* 100 ℃에서 100.2%

150 ℃에서 100.1%

디클로로메탄/톨루엔 있음 164 -89.8
결정

* 100 ℃에서 99.95%

150 ℃에서 99.86%

디클로로메탄/TBME 있음 167 -98.6
결정

** 100 ℃에서 100.0%

150 ℃에서 99.91%
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디클로로메탄/p-디옥
산

있음(약간) N/A N/A N/A N/A

디클로로메탄/이소프
로판올

없음 N/A N/A N/A N/A

*: 입자들이 평판형 및 막대형이었음.[0151]

**: 개별 입자들이 하나 이상의 복굴절 색상을 가졌음.[0152]

***: 입자들은 바늘형 및 막대형이었음. [0153]

실시예 3: 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 물리적 특성[0154]

시차주사열량법(Differential Scanning Calorimater, DSC). DSC 데이터를 퍼지 가스(purge gas)로서 질소를 이[0155]

용하는 TA Q100 설비 상에서 수집하였다. 약 2-5 mg의 샘플을 알루미늄 DSC 팬으로 정확하게 계량하였다. 상기

팬을 덮개로 덮고 겸자(forceps)를 이용하여 구멍을 뚫었다. 샘플 세포를 30 ℃에서 평형을 유지시키고 분당 10

℃의 속도로 최종 온도 220 ℃까지 가열하였다. 

핫 스테이지 현미경법(hot  stage  microscopy).  이미지 수집을 위하여 Sony  DXC-970MD  3CCD  카메라가 구비된[0156]

Leica DM LP 현미경 상에 설치된 Linkam hot stage (model FTIR 600)을 이용하여 핫 스테이지 현미경법을 수행

하였다. 40x 대물렌즈가 샘플을 보기 위한 편광과 함께 사용되었다. 각 샘플을 2개의 커버 슬라이드 사이에 놓

았다. 스테이지가 가열되었을 때 각 샘플을 시각적으로 관찰하였다. Links version 2.27 (Linkam)를 이용하여

이미지를 캡쳐하였다. USP 융점 표준을 이용하여 핫 스테이지를 보정하였다(calibrate).

DSC 프로파일에서 관찰된 흡열성 이행(endothermic transition)이 핫 스테이지 현미경법에 의하여 160-163 ℃[0157]

사이의 온도에서 용융 이행으로 확인되었다. 

실시예 4: 화학식 (I) 헤미타르타르산염의  X-선 분말 회절법[0158]

모든 X-선 분말 회절법(XRPD) 분석들은 SSCI, Inc.(West Lafayette, IN 47906)에서 수행하였다. Cu K α 조사[0159]

를 이용하는 Shimadzu XRD-6000 X-선 분말 회절계를 이용하여 XPRD 분석들을 수행하였다. 상기 설비는 미세 초

점 X-선 튜브(fine focus X-ray tube)가 구비되어 있다. 상기 튜브 전압 및 암페어수(amperage)는 각각 40 kV

및 40  mA로 설정되었다.  발산성(divergence)  및 분산성(scattering)  슬릿(slit)을 1  °로 설정하였고, 수용

(receiving) 슬릿을 0.15 mm로 설정하였다. 회절된 방사선은 NaI 신틸레이션 검출기(scintillation detector)

에 의하여 검출되었다. 3 °/min (0.4 sec/0.02 °step)에서 2.5 내지 40 °2 θ까지 세타-2 세타 연속 스캔이

사용되었다. 실리콘 표준이 설비 배치(alignment)를 체크하기 위하여 분석되었다. XRD-6000 v 4.1을 이용하여

데이터를 수집하고 분석하였다. 

실시예 5: 화학식 (I) 헤미타르타르산염과 화학식 (I) 자유 염기의 비교[0160]

자유 염기 및 헤미타르타르산염의 고체 특징이 표 7에 요약된다. 화학식 I 헤미타르타르산염은 화학식 I 자유[0161]

염기에 비하여 우월한 특성들을 갖는다. 예컨대, 화학식 I 헤미타르타르산염은 화학식 I 자유 염기에 비하여 더

높은 융점(>150 ℃), 더 높은 팩킹 에너지(더 큰 흡열성 엔탈피), 더 낮은 입경 변동, 더 높은 수 용해도(물 중

의 300 mg/mL 이상), 적절한 결정 형태 및 더 높은 벌크 밀도를 갖는다. 

표 7

화학식 (I) 자유 염기 및 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 고체 상태 및 물리적 및 화학적 특성들의 요약[0162]

물리적 특성 화학식 (I) 자유 염기 화학식 (I) 헤미타르타르산염

융점 (℃) 86~88 163

흡열성 엔탈피(J/g) 75-82 96-106

입자 사이즈(μm) <10 내지 100 ~3(평균)
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수 용해도(mg/mL) 0.04 >216

결정성 있음 있음

결정 형태 바늘형 평판형, 막대형, 약간 불규칙형

흡습성 (40 ℃/75% RH) 없음 없음

벌크 밀도 ~0.2 0.4~0.5

실시예 6: 체외 활성 및 특이성[0163]

체외에서 글리코스핀고리피드 합성을 억제하는, 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 활성. 글루코실세라마이드 신타[0164]

아제에 대한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 억제 활성을 정량화하기 위하여 2가지 분석법이 사용되었다. 글루

코실세라마이드는 글리코스핀고리피드의 생합성에서 첫번째이고 속도 제한 단계이기 때문에, GM 1 및 GM3의 세

포 표면 수준을 측정하는 유세포분석법(flow cytometry assay)이 사용되어 간접적으로 온전한 세포에서 억제제

의 활성을 평가하였다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염(0.6-1000 nM)의 양을 증가시키면서 K562 또는 B16/F10 세

포들을 72 시간 동안 배양한 결과 GM1 및 GM3 둘 다의 세포 표면 수준이 투여량 의존 감소를 나타내었다. K562

세포에서의 GM1의 세포 표면 제공을 억제하기 위한 평균 IC50 값은 24 nM(14-34 nM 범위)(표 8)이었고, B16/F10

세포들에서의 GM3에 대한 것은 29 nM이었다(12-48 nM 범위). 가장 높은 투여량에서 시험된 경우에도, 명시적인

세포 독성은 어떠한 셀 라인에서도 나타나지 않았다. 

활성에 대한 대안적인 분석법이 인간 세포 유레 마이크로좀에서의 클루코실세라마이드 신타아제의 억제를 측정[0165]

하였다. 이 분석법에 있어서, 마이크로솜은 인간 흑색종(melanoma) A375 세포로부터 초음파 처리 및 원심 분리

에 의하여 제조되었다. 마이크로솜 제조물을 형광성 세라마이드 기질(NBD-C6-세라마이드), UDP-글루코오스와 함

께  화학식  (I)  헤미타르타르산염의  (0-1000  nM)양을  증가시키면서 1  시간  동안 실온에서 배양하였다.  배양

후에, 형광 표지된 글루코실세라마이드 및 미반응된 세라마이드를 분리하고, 역상 HPLC 및 형광성 검출에 의하

여 정량화하였다. 이 분석법에 있어서, 클루코실세라마이드 합성을 억제하기 위한 IC50 값은 20 내지 40 nM 범위

이었다. 이 값은 GM1 및 GM3에 대하여 상기에서 얻어진 것들과 유사하였으며, 이들 셀 표면 글리코리피드의 측

정이 글루코실세라마이드 신타아제에 대한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 활성의 우수한 척도(surrogate)라는

것을 제안한다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 기질 합성 억제의 특이성. 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 특이성은 체외 세포[0166]

기반 및 무세포(cell-free) 분석법에서 연속적으로 평가되었다. 장 내 글리코시다제 효소는 래트 조직 균질 현

탁액(homogenate)에서 분석되었고(참고 문헌 [U. Andersson, et a!., Biochem. Pharm. 59 (2000) 821 -829],

이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다), 글리코겐 탈분지 효소는 전술한 무세포 분석법에서 분

석되었다(참고 문헌 [U. Andersson, et al., Biochem. Pharm. 67 (2004) 697-705], 이 문헌의 전체 내용은 참

고로서 본 명세서에 포함된다).  장내 글리코시다제(락토오스,  말타아제,  수크라아제),  α-글루코시다제 I  및

II, 및 사이토졸 탈분지 효소(α-1,6-글루코시다아제)의 검출불가능한 억제가 2500 μM까지의 농도에서 밝혀졌

다(표 8). 

비리소좀(non-lysomal) 글루코실세라미다아제 및 리소좀 글루코세레브로시다아제는 기질로서 C6-NBD-글루코실세[0167]

라마이드를 이용하여 온전한 인간 세포에서 분석되었다(참고 문헌 [H.S. Overkleeft, et al. J. Biol. Chem.

273 (1998) 26522-26527], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 콘듀리톨 β 에폭사이드

(conduritol β epoxide, 리소좀 글루코세레브로시다아제의 특이적 억제제)가 비리소좀 활성에 대한 리소좀 활

성을 구별하는 데에 사용되었다. 글루코세레브로시다아제 활성은 또한 형광성-활성화된 세포 소팅(FACS)에 의하

여도 측정되었다. K562 세포는 1 μM 5-(펜타플루오로벤조일아미노)-플루오레세인 디-β-D-글루코피라노사이드

(PFB-FDGlu, 분자 프로브/ Invitrogen. Carlsbad, CA)의 존재하에 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 양을 증가시

키면서 30-60 분간 배양되었다. 세포는 즉시 얼음위에서 냉각되었고, 정량화된 형광성이 전술한 바와 같다. 비

리소좀 글루코실세라미다아제는 IC50 1600 μM으로 약하게 억제되었다. 가장 높은 농도 2500 μM 까지, 고셔병에

결함이 있는 효소인 리소좀 글루코세레브로시다아제의 억제는 없었다(표 8). 따라서, 시험된 다른 효소 중 임의

의 것과 비교될 때, 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하기 위하여 농도에서 대략 40,000의 차이가 요구되었

다. 

표 8
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체외에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 생화학적 활성[0168]

기질 억제 잠재성 (체외 IC50): ~0.024 μM

효소 특이성, IC50:

   α-글루코시다제 I 및 II: >2500 μM

   리소좀 글루코세레브로시다아제(GBA1): >2500 μM μM

   비리소좀 글루코실세라미다제(GBA2): 1600 μM

   글리코겐 탈분지 효소: >2500 μM

효소 특이성, Ki:

   수크라아제 억제: 10 μM 까지 억제 없음

   말타아제 억제: 10 μM 까지 억제 없음

실시예 7: 마우스 모델에서 리소좀 글루코실세라마이드 수준의 향상된 관리[0169]

A. 패브리병[0170]

효소 대체 치료(enzyme replacement therapy, ERT)와 기질 감소 치료(substrate reduction therapy, SRT) 모두[0171]

의 병합된 사용이 효소 디벌킹(debulking)을 유지할 수 있거나 추가의 이점을 제공할 수 있는지 결정하기 위하

여, 패브리병의 쥐과 동물 모델(패브리-래그, Fabry-Rag)에서 별도의 그리고 병합된 치료의 상대적인 효능이 비

교되었다. 부모 패브리 마우스들은 문헌[ Wang, AM et al. Am. J. Hum. Genet. 59: A208 (1996)]에 기재되어

있다.  패브리-래그는 RAG-1  마우스와 교배되고 성숙한 림포사이트 또는 T-세포를 발달시키지 못한다(immune-

comprimised). 

동물 연구[0172]

단일 치료 연구를 위하여, 패브리 마우스들이 생후 1개월에 연구에 투입되었다(예방 모델). 치료군은 펠렛 음식[0173]

식사의 성분으로서 화학식 (I) 헤미타르타르산염(Genzyme Corp., Cambridge, MA)을 받았다. 약물은 표준 5053

마우스 먹이(TestDiet, Richmond, IN) 중에 0.15%(w/w)로 제형화되었고, 임의(자의)로 제공되었다. 이 제형은

하루에 화학식 (I) 헤미타르타르산염 300 mg/kg를 25 g 마우스에게 제공하였다. 

병용 치료 연구를 위하여, 패브리-래그 마우스들이 생후 3개월에 연구에 투입되었다(치료 모델). 그룹 A의 마우[0174]

스들은 재조합 인간 알파-갈락토시다아제 A(Genzyme Corp.)의 정맥 주사 주입을 2 개월 마다(즉, 생후 3, 5, 7

및 9 개월) 1 mg/kg의 투여량으로 받았다. 그룹 B는 동일한 정맥 주사 효소 투여량을 받은데 더하여 그것은 펠

렛 음식 식사의 성분으로서 화학식 (I) 헤미타르타르산염(Genzyme Corp., Cambridge, MA)을 받았다. 약물은 표

준 5053 마우스 먹이(TestDiet, Richmond, IN) 중에 0.15%(w/w)로 제형화되었고, 임의(자의)로 제공되었다. 이

제형은 하루에 화학식 (I) 헤미타르타르산염 300 mg/kg을 25 g 마우스에게 제공하였다. 그룹 C는 4 개월 마다

(즉, 생후 3 및 7개월) 효소 주입을 받았고, 그룹 B와 동일한 음식 식사 내 약물을 받았다. 그룹 D는 단지 음식

식사 내 약물(그룹 B 및 C와 동일)만을 받았다. 그룹 E는 미처리 패브리-래그 마우스들이었고, 그룹 F는 야생형

대조군이었다. 도 10을 참고하라. 

조직 글로보트리아오실세라마이드(GL-3, Gb3) 수준의 정량화[0175]

GL-3의 정량화는 기본적으로는 GL-1을 위한 것인 Tandem Mass Spectrometry에 의하여 이루어졌다. [0176]

핫 플레이트 분석법이 전술한 바와 같이 수행되었다(Ziegler, RJ et al Molec. Ther. 15(3), 492-500 (2007)). [0177]

결과[0178]

화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 패브리 마우스들의 단일 치료[0179]

α-갈락토시다제 A 활성의 결함에 의하여 야기된 패브리병의 마우스 모델에서 SRT가 평가되었다. 화학식 (I) 헤[0180]

미타르타르산염에 의한 치료는 생후 1개월의 패브리 마우스들을 가지고 시작하였으며, 상기 마우스들이 생후 1

년이 될 때까지 지속되었다. 동물들은 매일 그들의 식사에 300 mg/kg의 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 투여되

었다. 마우스들의 행동 테스트(즉, 핫-플레이트 분석법) 및 생화학적 테스트(즉, 소변 검사 및 조직/혈액/소변
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중의 GL-3 농도 분석)이 2개월마다 수행되었다. 

도 7에 도시된 바와 같이, 11 개월의 기간에 걸쳐 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 패브리-래그 마우스들에게 투[0181]

여한 것은 신체 기관(간, 신장, 심장 및 비장)에서 글로보트리아오슬리세라마이드(GL-3)의 리소좀 축적 속도를

약 50%까지 약화시켰다. 이것은 혐오적인 열자극에 대한 둔감성의 추후 제시에 의하여 입증된 바와 같이 병 진

전의 지연 (도 8 참조) 및 소변 검사 요인, 예컨대 소변 용적, 크레아티닌 및 나트륨 수준의 악화 예방(도 9 참

조)으로 해석된다. 따라서, 글리코스핀고리피드의 합성의 첫번째 단계를 촉매화하는 글루코실세라마이드 신타이

제의 화학식 (I) 헤미타르타르산염-매개 억제는 고셔병의 동물 모델에서 이로울 뿐만 아니라, 다른 글리코스핀

고리피도시스(glycosphingolipidoses)에서도 긍정적인 효과를 가질 수 있었다. 

α갈락토시다제 A 및 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 패브리 마우스들의 병용 치료[0182]

ERT 단독의 효능 및 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 이용한 SRT와의 병용의 효능이 패브리-래그 마우스들의 5개[0183]

의 군집(n=12/그룹)에서 평가되었다. 도 10에 도시된 바와 같이, 3개월령에서 시작하여, 마우스들을 행동 테스

트(즉, 핫-플레이트 분석법) 및 생화학적 테스트(즉, 조직/혈액/소변에서의 GL-3 수준 분석)의 스케줄에 적용시

켰다. ERT에 적용된 마우스들에서, α -갈락토시다제 A의 1 mg/kg 투여량이 도 10에 도시된 바와 같은 스케줄에

투여되었다. SRT에 적용된 마우스들에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 300 mg/kg 투여량이 마우스 식사에서

매일 투여되었다. 도 11에 도시된 바와 같이, ERT는 패브리-래그 마우스들에서 혈액 GL-3 수준을 감소시키는 반

면, SRT는 그렇지 아니하였다. 도 12에 도시된 바와 같이, 조합 ERT/SRT는 패브리-래그 마우스들의 간 및 신장

에서 GL-3 수준을 감소시키는데 가장 효과적이다. 도 13에 도시된 바와 같이, SRT는 패브리-래그 마우스들에서

소변 GL-3 수준을 감소시키는 반면 ERT는 그렇지 아니하였다. 도 14에 도시된 바와 같이 SRT는 패브리-래그 마

우스들에서 열-둔감성의 시작을 지연시키지만, ERT는 그렇지 아니하였다. 

요컨대, 패브라자임과 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 병용하여 처리한 패브리-래그 마우스들은 치료 모델에서[0184]

ERT 또는 SRT 단독에 비하여 병 마커에서 다음의 방식으로 향상을 나타내었다: 병용 치료에 의하여 간 및 신장

GL-3 축적의 상당한 감소; SRT 그룹에서의 소변 GL-3 향상; ERT 그룹에서의 혈액 GL-3 향상; 및 SRT 그룹에서

말초신경증의 지연. 

B.  고셔병.  효소  대체  치료(enzyme  replacement  therapy,  ERT)와  기질  감소  치료(substrate  reduction[0185]

therapy, SRT) 모두의 순차적인 사용이 추가의 이점을 제공할 수 있는지 결정하기 위하여, 고셔병의 쥐과 동물

모델(D409V/null)에서 별도의 그리고 순차적인 치료의 상대적인 효능이 비교되었다. 

방법 [0186]

동물  연구.  동물을  수반한  절차는,  AAALAC(Association  for  Assessment  and  Accreditation  of  Laboratory[0187]

Animal Care)에 의하여 제안된 가이드라인을 따라서, IACUC(Institutional Animal Care and Use Committee)에

의하여 리뷰되고 승인되었다. 고셔 마우스(D409V/null)는 간, 비장 및 폐에서 글루코실세라마이드의 축적을 나

타내지만 뼈 또는 뇌의 병리는 없는 타입 1 고셔병 모델이다(참고 문헌 [Y-H. Xu, et ai, Am. J. Pathol. 163,

2003, 2093-2101], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 이전 실험에서 수컷과 암컷 사이

에서 재조합 글루코세레브로시다아제 또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 대한 응답에서 차이가 없다고 나타났

기 때문에, 양성(both sexes)의 동물들을 3개월령에 연구에 투입하였다. 연구는 조직 글루코실세라마이드의 기

준선 수준을 제공하기 위하여 2 주 후에 희생되는 그룹 A와 함께 6 그룹의 마우스들을 가졌다. 그룹 B, C 및 D

는 모두 재조합 인간 글루코세레브로시다아제(Genzyme Corp., Cambridge, MA) (lOmg/kg)를 꼬리-정맥을 통하여

정맥 주사(100 μL)로 2일 마다 총 8회 주입을 받았다. 그룹 B는 이 요법의 종료시(그룹 A와 동일한 시간) 희생

되어 조직 글루코실세라마이드의 효소-감소된 수준을 제공하였다. 그룹 D 및 E는 모두 펠렛 음식 식사의 성분으

로서 화학식 (I) 헤미타르타르산염(Genzyme Corp., Cambridge, MA)을 공급받았다. 약물은 표준 5053 마우스 먹

이(TestDiet,  Richmond,  IN)  중에 0.075%(w/w)로 제형화되었고, 임의(자의)로 제공되었다. 이 제형은 하루에

화학식 (I) 헤미타르타르산염 150 mg/kg을 25 g 마우스에게 제공하였다. 그룹 F는 치료를 받지 아니하였고 연구

시작 후 12주에 그룹 C, D 및 E를 따라 희생되었다. 음식 소비 및 마우스 체중은 1주일에 3회 모니터링되어, 약

물 흡수 및 전체 건강에서 약물의 잠재적 충격을 결정하였다. 동물들을 이산화탄소 흡입에 의하여 죽이고, 즉시

조직을 얻었다. 각 조직의 반을 드라이아이스 상에서 급속냉동(snap freezing)시키고, 추가의 처리를 위하여 준

비될 때까지 - 80 ℃에서 저장되었다. 나머지 반은 조직학적 분석을 위하여 처리되었다. 
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조직 글루코실세라마이드 수준의 정량화 글루코실세라마이드 수준은 전술한 바와 같이 질량 분광 분석법에 의하[0188]

여 정량화되었다(참고 문헌 [McEachern,  et  ah,  J.  Gene.  Med. 8 (2006) 719-729];[ T. Doering, J. Biol.

Chem. 274 (1999) 11038- 11045], 이들 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 공지된 질량의

조직을 2:1 (v/v) 클로로포름:메탄올 중에서 균질화하고 37 ℃에서 15 분간 배양하였다. 샘플을 원심분리하고,

상청액을 4℃에서 밤새 물 0.2 용적으로 추출하였다. 상기 샘플을 원심분리하고, 수성 상을 폐기하였으며, 유기

상을  질소  하에서  필름으로  건조하였다.  전기분무  이온화  질량  분석법(ESI/MS)  분석을  위하여,  1  ml

클로로포름:메탄올 (2:1, v/v) 중에서 조직 샘플을 50 ng 최초(original) 조직 중량의 동등량으로 재구성하고,

5 분동안 와류(vortex)시켰다. 각 샘플의 부분 표본(40 μL)을 물 전체 회수 유리병으로 운반하고, 10 μg/mL

d3-C16-GL-1 내부 표준(Matreya, Inc., Pleasant Gap, PA) 50 μL을 첨가하였다. 샘플들을 질소하에서 건조시

키고 200 μL의 1:4(v/v) DMSO:메탄올로 재구성하였다. 상이한 탄소 체인 길이의 글루코실세라마이드의 ESI/MS

분석은 전기분무 이온 소스가 구비된 Micromass  Quattro  Micro  system에  연결된(coupled)  Waters  alliance

HPLC (Separation Module 2695)에서 수행되었다. 리피드 추출 샘플(20 μL)을 45 ℃에서 C8 컬럼(4 mL X 3 mm

i.d;  Phenomenex,  Torrance,  CA)으로  주입하였고,  0.5  mL/min  에서  50  내지  100%의  아세토니트릴  구배

(gradient)로 (2 mM 암모늄 아세테이트, 0.1% 포름산)으로 용출하였다. 첫번째 0.5 분을 50% 유기에서 유지하였

고, 이어서 최종 3.5분동안 대하여 신속하게 100%로 전환되었다. 소스 온도는 150 ℃에서 일정하게 유지되었고,

질소가 유속 670 L/h에서 탈용매(desolvation) 가스로 사용되었다. 콘 전압(cone voltage) 23V에서 모세관 전

압이 3.80 KV로 유지되는 한편, 각 이온 종들에 대한 체류 시간(dwell time)이 100 ms이었다. MRM 모드에 의하

여 스펙트럼이 얻어져서, 8개의 우세한 이소폼들(C16:0,  C18:0,  C20:0,  C22:l,  C22:0,  C22:l-OH,  C24:l,  및

C24:0) 을 모니터링 하였다. 글루코실세라마이드의 정량화는 내부 표준에 상대적으로 이들 8개의 이소폼들의 합

에 기초하였고, 보정 커브(calibration curve)는 0.1 내지 10 μg/mL의 범위내이다. 

조직학. 조직학적 분석을 위하여, 조직을 실온에서 24시간 동안 아연 포르말린에 고정하고, 이어서 추가의 처리[0189]

에 대한 준비가 될 때까지 4 ℃에서 PBS 중에 보관하였다. 모든 샘플들은 에탄올 중에서 탈수소화처리되었고,

크실렌 중에서 세정되었으며(cleared), Surgipath R paraffin (Surgipath, Richmond, IL) 중에 침투시켜 끼워

넣었다.  5개의  마이크론  섹션들은  회전  마이크로톰(rotatory  microtome)을  이용하여  절단되었고,  스테이닝

(staining)하기 전에 60℃오븐에서 건조하였다. 섹션들을 Hemo-De(Scientific Safety Solvents, Keller, TX)에

서 탈파라핀화하고 에탄올의 디센딩 농도(descending concentration)에서 재수화한 후 PBS 세척하였다. 상기 섹

션들을 헤마톡실린 및 에오신(H&E)에 의하여 스테이닝하고 래트 안티-마우스 CD68  모노클로날 항체(Serotec,

Raleigh, NC)를 이용하여 라벨링하여 매크로파지(macrophage)를 식별하였다. PBS에서 5 분간 세척한 후에, 슬라

이드를 에탄올에서 탈수시키고, SHUR/Mount
TM
 커버글라스 설치 배지(TBS, Durham, NC)로의 설치 전에 Hemo-De에

서  세정하였다.  간에서  CD68  면역양성의  퍼센트  영역을  조직  섹션  당  십  400X  이미지의  MetaMorph  (MDS

Analytical  Technologies,  Toronto,  Canada)  분석을 이용하여 정량화하였다.  전문의 수의학 병리학자(board

certified veterinary pathologist)는 그룹 지정되어 심사되는 모든 섹션들에 대하여 맹검하였다. 

결과[0190]

생후 3개월 고셔 마우스들의 간, 비장 및 폐에서 축적된 GL1을 디벌킹하기 위한 글루코세레브로시다아제의 투여[0191]

요법.  효소  또는  기질의  감소(reduction)  치료에  의한  병용  또는  단일  치료의  상대적인  장점을  조사하기

위하여, 고셔 마우스의 내장 기관에서 GL1 수준을 최대로 대폭 경감시키는 효소요법을 먼저 결정하였다. 생후 3

개월 고셔 마우스(D409V/null)에 10 mg/kg 재조합 인간 글루코세레브로시다아제의 2,4 또는 8 투여량을 정맥 주

사로 투여하였다. 상기 효소의 2 또는 4 투여량으로 처리된 마우스들은 3일마다 약물 투입을 받았고, 8 투여량

으로 처리된 마우스들은 2일마다 상기 효소를 받았다. 8 처리를 받은 동물들에서 투입들 간에 더 짧은 간격을

사용한 것은 투여되는 인간 효소에 임의의 면역 반응의 잠재적 충격을 최소화하기 위하여 설계되었다. 동물들은

마지막 효소 투입 후 7일째에 죽여졌고, 이들의 간, 비장 및 폐에 남아 있는 GL1의 양을 측정하였다. 

글루코세레브로시다아제의 2 투여량에 의한 치료는 간에서 GL1의 수준을 50%까지 감소시켰다. 효소 투입의 수를[0192]

4 또는 8로 증가시키는 것은 기대한 바와 같이 간 GL1 수준을 더 큰 정도로(대략 75% 까지) 감소시켰다. 8 투여

량에서도, GL1 수준을 완전히 낮추는 것 보다 적은 것은, 치료의 연장 기간 후에만 간비종대증이 감소한다는 것

을 나타내는 고셔 대상에서의 경험과 일치한다(참고 문헌 [G.A. Grabowski, et ah, Ann. Int. Med. 122 (1995)

33-39], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 고셔 마우스의 비장에서의 기질 수준은 효소

치료에 대하여 더 반응하지 않았다. 글루코세레브로시다아제의 2 투여량의 투여는 미치료된 대조군에서 나타난
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것으로부터 GL1 수준을 별로 변화시키지 않았다. 효소 투입의 수를 4 또는 8로 증가시키는 것은 비장 GL1 수준

을 약 50%까지 감소시켰다. 폐에서, 미처리된 대조군의 약 60%까지의 감소는 8 투여량 후에 관찰되었다. 폐에서

약간 더 낮은 정도의 기질 감소는 아마도 지질 함유 알비올라(alveolar) 매크로파지에 대하여 투입된 효소의 접

근성이 더 좋지 못하기 때문이다. 비장 및 폐와 비교할 때 간에서 더 GL1 제거(clearance)가 관찰되는 것은  침

투성(systemic)  투입  이후에  효소의  생체  분포를  반영하는  것  같다(참고  문헌  [S.M.  Van  Patten,  et  al.

Glycobiology 17 (2007 ) 467-478], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 이들 결과를 기

초로, 2일 간격으로 투여된 10 mg/kg 글루코세레브로시다아제의 8회 연이은 투여로 이루어진 치료 요법은 그 이

후의 연구를 위하여 사용되었다. 

고셔 마우스의 간에서 GL1 수준을 낮추기 위한 효소 및 기질 감소 치료의 상대적인 활성. 생후 3개월 고셔 마우[0193]

스의 집단들을 재조합 글루코세레브로시다아제 또는 화학식 (I) 헤미타르타르산염으로 별개로 또는 순차적으로

처리하였다. 그룹 B, C 및 D의 마우스들은 축적된 GL1을 제거하기 위하여 전술한 바와 같이 효소 8회 투여(2주

기간에 걸침)를 받았다. 이어서, 다른 그룹들에게는 추가의 10주 동안 규칙적인 먹이 또는 화학식 (I) 헤미타르

타르산염(150 mg/kg/일)이 공급되었고, 그룹 F는 어떠한 치료도 받지 않고 순수한 대조군으로서 역할을 하였다.

먹이의  제형과  관계없이,  마우스들은  비슷한  양의  음식을  먹었고,  체중  증가에서  식별할  수  있는  차이가

없었다. 효소 단독 치료 2주 후에 간으로부터 저장된 GL1 수준의 대략 80%가 제거되었다. 이들 동물들이 10주간

추가 치료없이 진전되도록 허용되었을 때, 그들의 간 GL1 수준이 증가했고, 이는 그 사이의 기간 동안 기질의

재축적이 발생했다는 것을 나타낸다(도 2, 컬럼 C). 이들 수준은 미처리된 대조군의 것들과 별로 다르지 않았다

(도 2, 컬럼 F). 그러나, 마우스들이 10주의 기간에 걸쳐 효소 및 이어서 그들의 음식 중에 화학식 (I) 헤미타

르타르산염으로  처리되었다면,  그들의  간  GL1  농도은  미처리  대조군에  비하여  상당히  낮아졌다(도  2,  컬럼

D&F). 이 결과는 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 추가적인 처리가 기질의 재축적을 늦추었다는 것을 제안

한다. 흥미롭게도, 전체 연구기간(12주) 동안 화학식 (I) 헤미타르타르산염만으로 치료된 고셔 마우스들도 역시

미처리, 동일 연령의 대조군(도 2, 컬럼 F)과 비교할 때, 그 차이가 크지 않지만, 더 낮은 GL-1 수준(도 2, 컬

럼 E)을 나타내었다. 이 동물 모델에서의 GL1 수준을 감소시키는 SRT 단독의 활성은 우리의 이전 리포트와 일치

하며(참고 문헌 [K.A. McEachem, et al., Mol. Genet. Metab. 91 (2007) 259-267], 이 문헌의 전체 내용은 참

고로서 본 명세서에 포함된다), 고셔 마우스(D409V/null)가 잔여 효소적 활성을 보유한다는 사실을 반영하는 것

같다(참고 문헌 [Y-H. Xu, et ah, Am. J. Pathol. 163, 2003, 2093-2101], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본

명세서에 포함된다).

고셔 마우스의 비장에서의 GL1 수준을 낮추기 위한 효소 및 기질 감소 치료의 상대적인 활성. 생후 3개월 고셔[0194]

마우스를 재조합 글루코세레브로시다아제만으로 2 주간 처리하는 것은 비장 GL1 수준을 대략 60%까지 감소시켰

다(도 3, 컬럼 B). 이들 동물들이 추가의 간섭 없이 추가의 10 주간 시간이 지나도록 허용하는 경우, 기질 수준

은 본 연구의 시작시에 관찰되었던 것으로 되돌아갔고(도 3, 컬럼 C), 미처리 대조군과 별로 다르지 않았다(도

3, 컬럼 F). 이것은 비장에서의 GL1의 재축적 속도가 간에서보다 더 높다는 것을 제안한다. 이 추정은 또한 간

에서(~500 mg/g 조직; 도 3, 컬럼 A) 보다 비장에서(~1500 mg/g 조직; 도 2, 컬럼 A) 기질의 기초 수준가 더

높게 관찰되는 것에 의하여 뒷받침된다. 효소 및 이어서 화학식 (I) 헤미타르타르산염으로 그후 10 주간 처리된

동물들은 비장 GL1 수준에서 가장 많은 감소를 나타내었고(도 3, 컬럼 D), 이들은 미처리 대조군 비장에서보다

상당히 낮아졌다(도 3, 컬럼 F). 이것은 SRT의 전개(deployment)가 기질의 재축적을 지연시킬 뿐만 아니라, 이

기관에서의 축적의 부담을 추가로 감소시키는 역할을 한다는 것을 나타낸다. 적어도 이 예에 있어서, 잔류 내생

효소 및 기질 감소의 순수한 효과는 전체 기질 수준에서 추가의 감소를 초래했던 것 같다. 미처리 대조군에서

(도 3, 컬럼 F) 보다 12 주간 화학식 (I) 헤미타르타르산염만으로 치료한 마우스들에서 더 낮은 비장 GL1 수준

(도 3, 컬럼 E)이 관찰된 것은, 그 차이가 크지는 않지만, 이 생각과 일치한다. 따라서, 높은 잔류 효소 활성을

갖는 마일드 고셔 타입 1 환자들에서, SRT에 이어서 ERT에 의한 치료는 그 속도 및 아마도 문제가 되는 기질의

제거 정도 조차도 잠재적으로 가속화할 수 있었다.  

고셔 마우스들의 폐에서의 GL1 농도를 낮추기 위한 효소 및 기질 감소 치료의 상대적인 활성. 앞에서 언급한 바[0195]

와 같이, 폐 GL1 수준은 재조합 글루코세레브로시다아제의 정맥 주사 투여에 의하여 덜 효과적으로 제거되었다.

2주 동안 효소에 의한 생후 3개월 고셔 마우스의 치료는 폐에서 기질 농도의 30% 감소만을 초래하였다(도 4, 컬
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럼 B). 그 다음 10 주 동안 정상적인 먹이가 공급된 동물들의 집단은 예상대로 GL1의 재축적을 나타내었고, 미

처리 농도과 별로 다르지 않았다(도 4, 컬럼 C&F). 반대로 동일한 간섭 기간에 걸쳐 화학식 (I) 헤미타르타르산

염을 함유하는 먹이가 공급된 동물들은 효소만이 투여된 것 미만으로 기질 수준의 감소를 나타내었고(도 4, 컬

럼 D), 미처리 대조군에서의 것보다 상당히 낮았다(도 4, 컬럼 F). 다시, 이것은, 비장에서와 같이, 폐에서 화

학식 (I) 헤미타르타르산염의 순수한 효과(잔류 내생 효소 활성의 존재하)는 GL1의 재축적을 지연시킬 뿐만 아

니라 시작 농도 미만으로 그것을 감소시키는 역할을 한다는 것을 제안한다. 다른 내장 기관과 같이, 화학식 (I)

헤미타르타르산염 단독에 의한 치료는, 미처리 대조군(도 4, 컬럼 F)과 비교할 때, 폐의 GL1수준을 낮추는데 효

과적이었다(도 4, 컬럼 E). 

효소 및 기질 감소 치료 후에 고셔 마우스들의 간의 조직병리학적 분석. 간에서의 상이한 치료 요법의 효과를[0196]

시각화하기 위하여, 조직 섹션들을 CD68 매크로파지 마커로 스테이닝하였다 미처리 생후 3개월 고셔 세포들로부

터 얻은 간 섹션들의 분석은 12 주 후에 분석하였을 때 상당히 변화되지 않고 남아 있는 다수의 지질-울혈성

(lipid-engorged) CD68-양성 고셔 마우스들의 존재를 나타내었다. 상기 생화학적 데이터와 일치하게, 재조합 글

루코세레브로시다아제가 2주 기간동안 투여된 동물들의 간은 이들 비정상적인 매크로파지에서 지질의 실질적인

제거가 나타났다. 이들 동물들이 추가의 치료 없이 추가의 10주가 지나도록 허용된다면, 고셔 세포의 재출현에

의하여 나타난 바와 같이 GL1의 재축적의 증거가 있었다. 그러나, 고셔 세포에서의 이러한 증가는 만약 마우스

들이 동일한 간섭 기간에 걸쳐 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 의한 기질 감소 치료를 받았다면 효력이 없어졌

다. 앞에서 언급한 바와 같이, 화학식 (I) 헤미타르타르산염만을 받은 고셔 마우스들도 역시, ERT 및 SRT의 조

합을 받았던 것들과 동일한 정도는 아니지만, 기질의 축적 감소를 나타내었다. 다양한 섹션에서의 CD68-양성 스

테이닝의 정도도 역시 MetaMorph 소프트웨어를 이용하여 정량화되었다(도 18). 이들 섹션에서의 스테이닝의 정

도는 생화학적으로 결정된 간 GL1 수준의 양을 반영하였으며(도 15), 추가로 다른 치료 요법의 상대적인 장점에

대한 제안을 뒷받침한다.

실시예 8: 고셔병의 마우스 모델에서의 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 효능[0197]

동물  연구.  동물을  수반한  절차는,  AAALAC(Association  for  Assessment  and  Accreditation  of  Laboratory[0198]

Animal Care)에 의하여 제안된 가이드라인을 따라서, IACUC(Institutional Animal Care and Use Committee)에

의하여 리뷰되고 승인되었다. 

주 및 연방 가이드라인. 고셔 gba
D409V/null

 마우스들(참고 문헌 [Y.-H. Xu. et ai , Am. J. Pathol. 163 (2003)[0199]

2093-2101], 이 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다)은 연구 필요조건에 따라 성숙하도록 허용

되었다. 표현형이나 화학식 (I) 헤미타르타르산염에 대한 응답은 수컷과 암컷 사이에 차이가 발견되지 않았고,

따라서 양성(both sexes)이 연구에 사용되었다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 전달은 10 mL/kg의 용적으로 매

일 단일 위관영양법에 의하여 이루어졌다. 동물들은 치료 시작 전에 1주일간 동일한 용적의 물에 의한 위관영양

법에 의하여 적응되어 있었다. 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 주입용 물(WFI; VWR, West Chester, PA)에 용해

되었고 9일 과정에 걸쳐 75 mg/kg/일 내지 150 mg/kg/일로서, 3일간 각 투여량을 유지하고 25 mg/kg/일을 증가

시키는 투여량의 단계적 증가로 투여되었다. 전체 건강상 약물의 잠재적 충격을 모니터링하기 위하여, 마우스들

은 3회 체중이 측정되었다. 동물들은 이산화탄소 흡입에 의하여 죽여졌고, 즉시 그들의 조직을 획득하였다. 각

조직의 반은 드라이아이스 상에서 급속냉동시키고 추가의 처리가 준비될 때까지 -80 ℃에서 저장되었다. 나머지

반은 조직학적 분석을 위하여 수집되었다. 

고성능  박막  크로마토그래피에  의한  조직  글루코실세라마이드  수준의  정량화.  고성능  박막  크로마트그래피[0200]

(HPTLC) 분석은 전술한 바와 같았다(참고 문헌[A. Abe, et al. , J. Clin. Inv. 105 (2000) 1563-1571]; [H.

Zhao, et al. Diabetes 56 (2007) 1341 -1349]; 및 [S.P.F. Miller, et al. J. Lab. Clin. Med. 127 (1996)

353-358], 이들 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.). 간단히, 전체 지질 분획을, 차가운 PBS

중에서 조직을 균질화하고, 2:1(v/v) 클로로포름:메탄올로 추출하고, 수조 소니케이터(sonicator)에서 초음파처

리함으로써 얻었다. 샘플들을 원심분리하여 상들을 나누고, 상청액을 회수하였다. 펠렛을 클로로포름:메탄올:염

수(saline) 중에서 다시 초음파 처리하고, 원심분리하고, 생성된 두번째 상청액을 수집하여 첫번째 것과 혼합하

였다. 1:1 (v/v) 클로로포름:염수 혼합물을 혼합한 상청액에 넣고, 와류시키고, 원심분리하였다. 상부 수성층을
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제거한 후, 메탄올:염수를 첨가하고, 와류시키고, 다시 원심분리하였다. 유기상을 취하고, 질소하에서 건조시키

고, 원래 중량 0.1 g 당 1 mL의 2:1(v/v) 클로로포름:메탄올 중에서 용해시키고 -20 ℃에서 저장하였다. 

지질 추출물 부분을 전체 포스페이트(참고 문헌 [B.N. Ames, Methods Enzymol. 8 (1966) 115-118], 이 문헌의[0201]

전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포함된다.), 즉 내부 표준으로서 사용하기 위한 포스포리피드 함량을 측정하

기 위하여 사용되었다. 나머지는 알칼리성 메탄올 분해를 시켜 HP-TLC 플레이트 상에서 글루코실세라마이드와

함께 이동하는 포스포리피드를 제거하였다. 전체 포스페이트의 동등한 양을 함유하는 추출물의 부분 표본을 공

지된 글루코실세라마이드 표준(Matreya inc. Pleasant Gap, PA)과 함께 HP-TLC 플레이트 상에 떨어뜨렸다. 상

기 지질을 용해하고, 3% 구리 아세테이트 일수화물(w/v), 15% 인산(v/v)을 가지고 시각화하였고, 이어서 150℃

에서 10분간 베이킹 하였다. 지질 밴드가 농도계(GS-700,  Bio-Rad,  Hercules,  CA)  상에 검출되고, Quantity

One software (Bio-Rad)에 의하여 분석되었다. 

질량 분광분석법에 의하여 조직 글루코실세라마이드 농도의 정량화. 글루코실세라마이드를 전술한 바와 같이 질[0202]

량 분광분석법에 의하여 정량화하였다(참고 문헌 [K. McEachern, et al. J. Gene Med. 8 (2006) 719-729]; [T.

Doering, et al, J. Biol. Chem. 274 (1999) 11038-11045], 이들 문헌의 전체 내용은 참고로서 본 명세서에 포

함된다.).  조직을 2:1(v/v)  클로로포름:메탄올 중에서 균질화하고 37℃에서 배양하였다. 샘플을 원심분리하고

상청액을 밤새 물 0.2 용적을 가지고 추출하였다. 샘플을 다시 원심분리하고, 수성 상을 제거하고, 유기상을 질

소하에서 필름으로 건조하였다. 

전기분무 이온화 질량 분석법(ESI/MS) 분석을 위하여, 조직 샘플을 1 mL 클로로포름/메탄올(2:1, v/v) 중에서[0203]

50 ng 원래 조직 중량의 동등량으로 재구성하였고, 5분간 와류시켰다. 각 샘플의 부분 표본(40μM)을 물 전체

회수 유리병으로 운반하고, 10 μg/mL d3-C16-GL-1 내부 표준(Matreya, Inc., Pleasant Gap, PA) 50 μL을 첨

가하였다. 샘플들을 질소하에서 건조시키고 200 μL의 1:4(v/v) DMSO:메탄올로 재구성하였다. 상이한 탄소 체인

길이의 글루코실세라마이드의 ESI/MS 분석은 전기분무 이온 소스가 구비된 Micromass Quattro Micro system에

연결된(coupled) Waters alliance HPLC (Separation Module 2695)에서 수행되었다. 20 마이크로리터 지질 추출

물 샘플을 45 ℃에서 C8 컬럼(4 mL X 3 mm i.d; Phenomenex, Torrance, CA)에 주입하였고, 0.5 mL/min 에서 50

내지 100%의 구배(gradient)의 아세토니트릴(2 mM 암모늄 아세테이트, 0.1% 포름산)로 용출하였다. 첫번째 0.5

분을 50% 유기에서 유지하였고, 이어서 최종 3.5분 동안 신속하게 100%로 전환되었다. 소스 온도는 150 ℃에서

일정하게  유지되었고,  질소가  유속  670  L/h에서  탈용매(desolvation)  가스로  사용되었다.  콘  전압(cone

voltage)  23  V에서 모세관 전압이 3.80 KV로 유지되는 한편, 각 이온 종들에 대한 체류 시간(dwell time)이

100 ms이었다. MRM 모드에 의하여 스펙트럼이 얻어져서, 8개의 우세한 이소폼들(C16:0, C18:0, C20:0, C22:l,

C22:0, C22:l-OH, C24:l, 및 C24:0) 을 모니터링 하였다. 글루코실세라마이드의 정량화는 내부 표준에 대하여

이들 8개의 이소폼들의 합에 기초하였고, 보정 커브(calibration curve)는 0.1 내지 10 μg/mL의 범위내이다. 

조직학. 조직학적 분석을 위하여, 조직을 실온에서 24시간 동안 아연 포르말린(Electron Microscopy Sciences,[0204]

Hatfield, PA)에 고정하고, 이어서 추가의 처리에 대한 준비가 될 때까지 4 ℃에서 PBS 중에 보관되었다. 모든

샘플들은 알코올의 디센딩 농도(descending concentration) 중에서 탈수소화처리되었고, 크실렌 중에서 세정되

었으며(cleared), Surgipath R paraffin (Surgipath, Richmond, IL) 중에 침투시켜 끼워넣었다. 5개의 마이크

론 섹션들은 회전 마이크로톰(rotatory microtome)을 이용하여 절단되었고, 스테이닝(staining)하기 전에 60℃

에서 건조하였다. 섹션들을 크실렌 중에서 탈파라핀화하고 알코올의 디센딩 농도(descending concentration)에

서 재수화하고, 물세척을 하였다. 3% 아세트산에서 1분간 헹군 후, 3% 아세트산 pH 2.0 중의 1% Alcian Blue

8GX(Electron Microscopy Sciences)에서 40 분간 스테이닝 하였다. 물에서 헹구고, 1% 주기적인 산(periodic

acid) 중에서 1분간 산화한 후, 슬라이드를 Schiff's reagent (Surgipath)를 이용하여 12분간 스테이닝하였다

뜨거운 물로 5분간 세척한 후,  슬라이드를 알코올에서 탈수시키고,  SHUR/Mount
TM
 커버글라스 설치 배지(TBS,

Durham, NC)로의 설치 전에 크실렌에서 세정하였다. 간에서 형태상으로 식별된 고셔 세포는 10 고 전력 필드

(HPF, 400x) 당 매뉴얼 세포 카운트를 이용하여 정량화되었다. 
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결과[0205]

D409V/null 마우스들에 대한 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 투여의 효과.  D4009V/null 마우스들에게 화학식[0206]

(I) 헤미타르타르산염을 투여한 효과가 평가되었다. 대략 생후 7개월 마우스들에게 10 주간 위관영양법에 의하

여 150 mg/kg/일dml 화학식 (I) 헤미타르타르산염(예비 연구에서 글루코실세라마이드 신타아제를 억제하기에 효

과적인 것으로 보이는 투여량)이 투여되었다. 이 처리는 마우스들의 행복감 또는 급식(feeding) 습관에 주목할

만한 효과를 갖지 않았다 연구 전체 기간 동안 그들의 체중의 측정은 미처리된 마우스들의 체중과 별로 편차를

나타내지 않았으며, 이는 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 신타아제 억제에 효과적인 것으로 나타난 투여량에서

잘 수용되었다(tolerated)는 것을 제안한다. 

어리고, 증상발현전(presymtomatic)인 고셔 마우스들의 치료에서의 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 효능. 화학[0207]

식 (I) 헤미타르타르산염은 어린(생후 10 주) D409V/null 마우스에서 고셔 세포의 출현 및 글루코실세라마이드

의 리소좀 축적의 감소에 대하여 평가되었다. 이들 어린 고셔 마우스들은 감염된 조직에서 낮은 수준의 GL-1을

나타내었다. 생후 10주 동물들은 10주간 위관영양법에 의하여 75 또는 150 mg/kg/일의 화학식 (I) 헤미타르타르

산염이 투여되었다. 글루코실세라마이드 수준의 측정은 동일 연령의 비히클(vehicle) 처리된 대조군과 비교할

때 투여량 의존적인 감소를 나타내었다. 150 mg/kg/일로 처리된 집단에서, 글르코실세라마이드 수준은 간, 폐

및 비장 각각에서 대조군의 것의 60, 40 및 75%이었다(도 6). 

처리된 D409V/null 마우스들의 간 및 폐에서 통계학적으로 상당히 더 낮은 수준의 글루코실세라마이드가 관찰된[0208]

것은 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 이들 조직에서 글리코스핀고리피드의 축적을 감소시키는데 효과적이었다는

것을 나타내었다. 

연구 종료시의 미처리된 D409V/null 마우스들의 간의 조직병리학적 평가(20주령)는 간 전체에 고셔 세포의 존재[0209]

를 나타내었다. 10 주간 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 150 mg/kg/일로 처리된 마우스들은 크기가 모두 더 작

은 고셔 세포들이 단지 간혹 출현하는 것을 나타내었다. 많은 상이한 섹션들에서의 이들 세포들의 정량화는 고

셔 세포의 빈도가 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 처리된 마우스들에서 상당히 더 낮았다는 것을 확인하였다.

함께, 이들 생화학적 및 조직학적 발견들은 증상발현전의 고셔 마우스들에게 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 매

일 구강 투여되었을 때 감염된 조직에서 글루코실세라마이드의 축적 및 그 결과로서 간에서의 고셔 세포의 생성

을 감소시키는데 효과적이었다는 것을 제안하였다. 

이전부터 존재하는 병리학적 면을 갖는 늙은 고셔 마우스들을 치료하는데 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 효능.[0210]

증상을 보이는 늙은 고셔 마우스들에서 병의 진전을 막거나 역전시키는데 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 효능

도 역시 평가되었다. 

생후 7개월 D409V/null 마우스들은 10주간 위관영양법에 의하여 150 mg/kg/일의 화학식 (I) 헤미타르타르산염이[0211]

투여되었다. 처리된 마우스들의 간, 폐 및 비장에서, 처리 후 5주 및 10 주에 글루코실세라마이드 수준의 분석

은 그들이 연구 초기에 관찰된 것을 넘어서 증가하지 않았다는 것을 나타내었다. 처리 10주 후에 글루코실세라

마이드 수준은 비히클 처리된 마우스들에 비하여 간에서 60% 더 낮아지고 폐에서 50% 더 낮아지고 비장에서 40%

더 낮아졌다.이들 결과는 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 저장 병리학적 면의 존재하는 부담을 갖는 마우스들에

서 글리코실세라마이드의 추가의 축적을 억제하는데 효과적이었다는 것을 나타내었다. 

조직 섹션의 조직병리학적 분석은 미처리된 대조군과 비교할 때 처리된 D409V/null 마우스들의 간에서 고셔 세[0212]

포의 감소된 수를 나타내었다. 고셔 세포들의 수의 정량화는 생화학적 발견들을 확증하였고; 처리된 D409V/null

마우스들은 5주 및 10주 시점 모두에서 처리 시작에서의 것과 크게 다르지 않은 고셔 세포 총 수를 나타내었다.

이들 시점 모두에서 고셔 세포 수는 미처리된 D409V/null 마우스들의 것에 비하여 상당히 낮아졌다. 함께, 이들

데이터는 이전부터 존재하는 병리학적 면을 갖는 동물에서 추가의 글루코실세라마이드 축적 및 고셔 세포의 성

장을 효과적으로 억제하였다는 것을 나타낸다. 

논의[0213]

화학식 (I) 헤미타르타르산염은 효소 글루코실세라마이드 신타아제에 대하여 고도의 특이성을 나타내었다 또한,[0214]

대다수가 잔류 글루코세레브로시다아제 활성을 보유한 고셔병 타입 1 환자들을 치료할 때 중요한 특징인, 유효

투여량에서 글루코세레브로시다아제 활성의 주목할 만한 억제가 없었다. 150 mg/kg/일의 유효 투여량에서, 처리

된 그룹과 대조군의 미처리된 그룹 사이에 체중 차이가 없었고, 식별할 수 있는 위장 조직이 없었다. IC50(24-40
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nM)에서 또는 그 이상에서의 혈청 농도는 최대 수용 농도 미만인 구강 투여량을 가지고 쉽게 달성할 수 있었다.

화학식 (I) 헤미타르타르산염은 또한 쉽게 물질대사되고 제거되었다: 래트 및 개에서 14C-방사능표지된 화합물

에 의한 단일 및 반복 구강 투여 ADME 연구에서 나타난 바와 같이, 부모(parent) 화합물과 대사산물 모두가 24

시간 내에 효과적으로 제거되었다. 

매일 단일 위장영양법의 비최적화 투여 요법을 사용하는 것은 어리고 증상발현전의 마우스들에서와 이미 저장[0215]

병리학적 면을 나타내는 늙은 고셔 마우스들 모두에서 글루코실세라마이드 축적을 성공적으로 예방하였다. 어린

생후 10주의 마우스들은, 야생형 대조군에 비하여 상대적으로 높은 글루코실세라마이드 수준이 잠복하고 있다고

하더라도, 고셔 세포라고 하는 특징적인 울혈성 조직 매크로파지를 아직 발달하지 못했다. 화학식 (I) 헤미타르

타르산염의 150 mg/kg/일에 의한 처리는 모든 측정가능한 병 진전을 중단시키고, 고셔 세포의 발달을 억제하였

다. 리소좀 글루코실세라마이드의 높은 수준 및 다수의 고셔 세포를 나타내는 늙은 마우스에 있어서, 처리 5 주

또는 10 주후에 저장 세포 수에서 또는 글리코스핀고리스드의 수준에서 추가의 증가는 없었다. 고셔 세포의 글

루코실세라마이드의 주요원이 원래 세포 밖이라고 보고되어 있기 때문에, 이들 결과는 화학식 (I) 헤미타르타르

산염의 글루코실세라마이드 신타아제의 억제가 침투성(systemic)이라는 것을 암시하였다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염이 글루코실세라마이드의 추가의 축적을 예방하는 데 효과적이었다는 관찰은 고셔[0216]

병의 치료를 더욱 향상시킬 수 있는 치료적 전략을 제안한다. 

요컨대, 여기에 제시된 데이터는, 화학식 (I) 헤미타르타르산염이, 고셔병의 마우스 모델에서 명시적인 부작용[0217]

을 나타내지 않으면서, 글루코실세라마이드 신타아제에 대하여 활성이 있고 특이적인 억제제라는 것을 나타내었

다. 그것은 징후발현전과 늙은 병에 걸린 고셔 마우스 마두에서 글루코실세라마이드 축적 및 고셔 세포 형성을

억제함으로써 병의 진전을 성공적으로 예방하였다. 이들 발견은 화학식 (I) 헤미타르타르산염이 소아와 성인 모

두의 고셔 타입 1 병 및 잠재적으로 다른 글리코스핀고리피드 저장 장애에 대한 또 하나의 치료적 옵션을 제시

할 수 있다는 것을 제안한다. 

실시예 9: 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 상 2 임상적 시도[0218]

방법. 50 또는 100 mg 구강 처방된 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 임상적 시도는 5 국가의 7 위치에 있는 고셔[0219]

병 타입 1(GD1)에 걸린 26명 성인(16F:10M; 평균 나이 34세; 범위 18세 내지 60세; 모두 백인)을 처리하였다.

환자들은 비장 비대증(용적 10 정상)을 갖고 혈소판 감소증(혈소판 45,000-100,000/mm
3
) 또는 빈혈증(헤모글로

빈 8-10 g/bl, 여성; 8-11 g/bl 남성)을 가졌다. 어느 누구도 12개월 전부터 효소 치환(replacement) 또는 기

질 감소 치료를 받지 않았다. 합성물(composite)의 주요 효능의 종점은 치료 52주 후에 글로빈 농도(+0.5 g/dl)

또는 혈소판 총수(+15%)이다. 간 용적, 키토트리오시다제(chitotriosidase), 글루코실세라마이드도 역시 평가되

었다. 환자들은 연속하여 치료되고 장기적으로 모니터링된다. 

결과. 52 주 데이터를 20명의 환자로부터 이용가능하였고, 4 명은 조기에 중단하였고, 2 명은 계속 진행중이었[0220]

다. 합성물의 주요 종점은 20 명의 환자 중 19 명까지 만족하였다. 기준선으로부터 52 주까지의 평균(1SD) 변화

는 각각 헤모글로빈 +1.6 (11.35) g/dL; 혈소판 총수 +43.6% (137.59%); 비장 및 간 용적(정상의 배수) 40.2%

(110.44%) 및 15.8% (110.39%); 및 키토트리오시다제 49.9% (120.75 %)이었다. 혈장 글루코실세라마이드 수준

은 모든 환자에서 4주 후에 정상화되었고, 화학식 (I) 헤미타르타르산염은 허용가능한 안전성 프로파일로 잘 수

용되었다. 6명의 환자에서 7개의 관련된 부정적 이벤트가 보고되었고, 모두 가볍고 성질상 일시적이었다. 

실시예 10: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약학 조성물, 100mg 캡슐[0221]

100 mg 캡슐의 제조방법: 화학식 (I) 헤미타르타르산염, 미정질 셀룰로오스, 락토오스 일수화물 및 하이프로멜[0222]

로오즈(hypromellose) E15를 20 메쉬 스크린에 별도로 통과시켰다. 표 9에 표시된 선별된 성분들의 양을 높은

전단 과립기(high-shear granulator)에서 9 내지 12분간 블렌딩하였다. 

표 9
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100 mg 캡슐을 위한 약학 제형[0223]

단위량

성분 단위량 100 mg 캡슐 단위 투여량 당 %

(%w/w)

작은(nominal) 배치 사이
즈: 71,000

캡슐 전체량 19.2 kg

화학식 (I) 헤미타르타르
산염

100.0 37.0 7.1

미정질 셀룰로오스 45.0 16.7 3.2

락토오스 일수화물 111.5 41.3 7.9

히프로멜로오즈, E15 10.8 4.0 0.8

글리세릴 베헤네이트 2.7 1.0 0.2

충진 중량(mg) 270 248-292 mg

전체 % 조성 100.0 19.2 kg

이어서,  정제된 물(2.2  kg;  11.7%  건조 성분중량 기준)을 시각적으로 확인하여 완료될 때까지 과립기 보울[0224]

(bowl)에  첨가하여  성분들을 습식 과립화하였다.  습식  과립물을 보울로부터 제거하고 회전 임펠러(rotating

impellor), 스크리닝 밀을 통과시켰다. 이어서,  습식 과립물을 직접 가열, 고정(static), 고체, 베드(bed), 트

래이(tray) 드라이 오븐에서 50±5℃에서 공정 중 체크에 의하여 확인하여 수분 함량 3.5 % 이하까지 건조시켰

다. 이어서, 건조 과립들을 스크리닝 밀을 통과시키고, 선별된 과립들을 V-블렌더로 이송하였다. 글리세릴 베헤

네이트(0.2 kg)을 V-블렌더에 첨가하고, 최종 블랜드를 균일해질 때까지, 라인 내(in-line) 또는 라인 밖(off-

line) 블렌드 균일성 테스트에 의하여 측정하면서, 전형적으로 10 내지 20분간, 혼합하였다. 이어서, 최종 블렌

드를, 반 자동 캡슐 필러를 사용하여 적절한 충진 중량(평균 270 mg)으로 #2-사이즈 캡슐 내에 캡슐화하였고,

충진된 캡슐은 포장 전에 제진(dedust)되었다. 

실시예 11A: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약학 조성물, 10 mg 캡슐[0225]

10 mg 캡슐 제조방법: 실시예 10의 과정을 캡슐화 단계까지 진행하였다. 10 mg 캡슐을 행성하기 위하여, 최종[0226]

블렌드를, 캡슐 충진 기계를 이용하여 적절한 충진 중량으로(평균 27 mg) #4 또는 #5-사이즈 캡슐 내에 캡슐화

하였고, 충진된 캡슐은 포장 전에 제진하였다. 

실시예 11B: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약학 조성물, 50 mg 캡슐[0227]

50 mg 캡슐 제조방법: 실시예 10의 과정을 캡슐화 단계까지 진행하였다. 50 mg 캡슐을 행성하기 위하여, 최종[0228]

블렌드를, 캡슐 충진 기계를 이용하여 적절한 충진 중량으로(평균 135 mg) #3-사이즈 캡슐 내에 캡슐화하였고,

충진된 캡슐은 포장 전에 제진하였다. 

실시예 11C: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약학 조성물, 150 mg 캡슐[0229]

150 mg 캡슐 제조방법: 실시예 10의 과정을 캡슐화 단계까지 진행하였다. 150 mg 캡슐을 행성하기 위하여, 최종[0230]

블렌드를, 캡슐 충진 기계를 이용하여 적절한 충진 중량으로(평균 405 mg) #0-사이즈 캡슐 내에 캡슐화하였고,

충진된 캡슐은 포장 전에 제진하였다. 

실시예 12: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약학 조성물, 25 mg 캡슐[0231]

25 mg 캡슐 제조방법: 실시예 10의 과정을 캡슐화 단계까지 진행하였다. 25 mg 캡슐을 행성하기 위하여, 최종[0232]

블렌드를, 캡슐 충진 기계를 이용하여 적절한 충진 중량으로(평균 67.5 mg) #4-사이즈 캡슐 내에 캡슐화하였고,

충진된 캡슐은 포장 전에 제진하였다. 

실시예 13: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약물 상호작용 - CYP2D6 억제제[0233]
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CYP2D6의 강한 억제제 파록세틴(30 mg 하루 1회)과 함께 또는 그것 없이 투여되는 화학식 (I) 헤미타르타르산염[0234]

(100 mg BID)의 다수의 구강 투여량의 약물 역학(phamacokinetics), 안전성 및 허용도(tolerability)를 평가하

기  위하여  연구를  수행하였다.  이것은  36명의  건강한  대상(17명  남성  및  19명  여성)에서  개방  표지(open-

label), 정해진 순서의 연구이었다. 2차 목적은 건강한 대상에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염(100 mg BID)의

다수의 투여량과 함께 파록세틴의 PK를 평가하고, 추가로 단일 투여량의 화학식 (I) 헤미타르타르산염 투여와

비교할 때 다수 투여량에 따른 화학식 (I) 헤미타르타르산염 PK를 평가하는 것이었다. 

화학식 (I) 헤미타르타르산염의 자유 염기의 평균 PK 파라미터는 그것이 혈장에 존재할 때 비선형이었고, 단일[0235]

투여량 투여와 비교할 때 반복된 투여(100 mg BID)로 C
max
 및 AUC에서 2배 축적을 나타내었다. 화학식 (I) 헤미

타르타르산염과 파록세틴을 함께 투여하는 것은, 화학식 (I) 헤미타르타르산염 단독을 다수 투여량 투여하는 것

과 비교할 때, Cmax의 7배 증가 및 AUC의 9배 증가를 초래하였다. 이들 결과는 파록세틴이 화학식 (I) 헤미타르

타르산염의 대사를 억제할 수 있고, 약물의 혈액 혈장 농도를 증가시킨다는 것을 나타낸다. 유사한 효과가 다른

강한 CYP2D6 억제제(예컨대, 플루오세틴 및 퀴니딘)에도 기대될 수 있고, 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 강한

CYP2D6 억제제로 알려진 약물과 공-투여하는 경우 약물 혈장 농도 및 잠재적 투여량 조절의 주의깊은 모니터링

이 필요하다. 파록세틴 농도는 기대한 것 보다 약 1.5배 내지 2배 높았으며, 이는 화학식 (I) 헤미타르타르산염

또는 이의 대사산물 중 하나가 CYP2D6의 가벼운 억제제일 수 있다는 것을 제안한다. 

실시예 14: 화학식 (I) 헤미타르타르산염 약물 상호작용 - CYP3A4 억제제 및 p-글리코프로테인(PGP) 억제제[0236]

건강한 남성 및 여성 대상에서 케토코나졸(400 mg 하루 1회)의 다수 투여와 함께 또는 그것 없이 화학식 (I) 헤[0237]

미타르타르산염 (100  mg  하루 2회)의 다수의 구강 투여량의 약물 역학(phamacokinetics),  안전성 및 허용도

(tolerability)를 평가하기 위하여 연구를 수행하였다. 이것은 36명의 건강한 대상(18명 남성 및 여성)에서 개

방 표지(open-label), 정해진 순서의 연구이었으며, 이것은 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 100-mg 단일 투여량

투여, 화학식 (I) 헤미타르타르산염 100 mg의 다수 투여량 투여, 및 화학식 (I) 헤미타르타르산염 100 mg(하루

2회)를 케토코나졸 400 mg(하루 1회)와 함께 투여하는 것을 포함하는 3개의 기간으로 이루어진다. 화학식 (I)

헤미타르타르산염과 사이토크롬 p450 3A4("CYP3A4") 및 p-글리코프로테인의 강한 억제제인 케토코나졸의 반복된

투여는 화학식 (I) 헤미타르타르산염의 자유 염기의 노출시 그것이 혈장에서 안정한 상태로 존재할 때 4배 증가

를 초래한다. 따라서, 이미 화학식 (I) 헤미타르타르산염을 이미 받은 환자는 CYP3A4 또는 p-글리코프로테인의

강한 억제제와 함께 이루어진 치료에서 임시적인 투여량 감소가 필요할 수 있다. 

실시예 15 - 화학식 (I) 헤미타르타르산염 제형의 안정성 연구[0238]

약 2 그램 스케일에서 신틸레이션 유리병 내에서 화학식 (I) 헤미타르타르산염 과 부형제(excipient)(락토즈 일[0239]

수화물 캡슐화 그레이드, 아비셀 PH 301 (미정질 셀룰로오스) 및 Methocel El5 Prem LV (히드록시프로필메틸셀

룰로오스))를 혼합함으로써 블렌드를 제조하였다. 15.6% 물을 블렌드에 첨가하고 혼합하여 습식 과립을 형성하

였다. 습식 과립을 #10 체(sieve)(2000 마이크론의 개구)를 이용하여 선별하였다. 선별된 과립을 이어서 50℃에

서 2시간 오븐에서 건조하였다. 건조된 과립을 #18 체(1000 마이크론의 개구)를 이용하여 선별하였다. 활택제인

글리세릴 베헤네이트를 블렌드에 첨가하고 혼합하여 최종 블렌드를 형성하였다. 제조된 블랜드를 하기 표에 나

타내었다. 

표 10

Lot#[0240] AP 락토즈 

일수화물

아비셀 PH 

101

50 mg/100 mg 

제형

코멘트

1 1 2.1 2.1 50 대조군

2 1 2.1 0 50 아비셀 없음

3 1 0 2.1 50 락토즈 없음

4 1 2.1 1.1 50 아비셀 적음

5 1 1.1 2.1 50 락토즈 적음

6 1 2.1 0.8 50 100 mg과 유사한 

아비셀과 락토즈 비

7 1 1.1 0.4 100 대조군 
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Methocel(HPMC)가 2 내지 4% 범위로 사용되었다. [0241]

Compritol ATO 88이 1 내지 1.6% 범위로 사용되었다. [0242]

상기에 열거된 상이한 API:락토즈:아비셀 비율을 갖는 7개 제형 블렌드는 각 제형의 분해 속도 및 안정성을 이[0243]

해하기 위하여 고온 85℃에서 3일간(강제적인 분해 연구 조건) 노출되었다. 이 가속화된 조건은 24개월에 50 mg

약물  제품의  분해  생성물의  정도가  85℃에서  3일간  얻어진  것과  유사하였다는  연구  결과에  기초하여

선택되었다. 

강제적인 분해 연구는 C18 컬럼(Waters T3, 3μm, 100 x 4.6 mm),  0.1 % 트리플루오로아세트산(TFA)를 갖는[0244]

물 및 아세토니트릴로 이루어진 유동상(mobile phase), 280 nm에서의 UV 검출, 40℃에서의 컬럼 온도 및 유석 2

mL/min을 사용한 역상 구배(gradient) HPLC 방법을 이용하여 수행하였다. 구배는 0.5분간 5% B(아세토니트릴 및

0.1% TFA)에서 유지를 시작하였고, 이어서 15분까지 분당 4.83% B에서 유기 성분을 증가시켰다. 

각 제형 블렌드의 전체 분해가 계산되고, API:락토즈:아비셀의 비에 대하여 그래프로 그려졌으며, 그 결과를 도[0245]

15에 나타내었다. 이 연구는 API와 락토즈 비가 일정하게 유지될 때 아비셀의 양의 감소는 제형의 안정성을 향

상시킨다. 아비셀이 제고되는 경우, 제형은 1:2.1:0의 API:락토즈:아비셀 비를 가지며, 이것이 가장 안정한 제

형이다. 락토즈가 제거되는 경우, 제형은 1:0:2.1의 API:락토즈:아비셀 비를 가지며, 이 제형은 다른 비와 비교

할 때 가장 불안정하지 않다. 조합된 정보는 락토즈가 제형을 안정화하는 한편, 아비셀은 제형을 불안정하게 한

다는 것을 제안한다. 그러나, 부형제들이 모두 존재하는 경우, 이들은 서로 반응한다. 상기 비 대부분은 안정한

제형을 얻기 위하여 조정되어야 한다. 

수용성인 화학식 (I) 헤미하이드레이트와 같은 활성 약학 성분을 위하여, 미정질 셀룰로오스는 수불용성이기 때[0246]

문에 습식 과립화 도중 과립을 형성하는 것을 돕는다. 미정질 셀룰로오스가 사용되지 않는다면, 과립 단계에서

페이스트 형태로 예민한 변화가 발생한다. 페이스트 형태는 취급하기 어렵고, 건조 후 생성되는 입자가 적당한

기P적 강도 및 입자 사이즈 분포를 갖지 않는다. 건조 고형물 기준으로, 화학식 (I) 헤미타르타르산염 37 wt%,

수용성 필러 41.0 wt%, 불용성 필러 16.7 wt%, 바인더 2wt% 내지 약 6 wt% 및 활택제 약 0.1 wt% 내지 약 2

wt%를 갖는 약학 조성물이 형성되는 분해물의 양에 대하여 가장 안정성 있는 프로파일을 갖는다. 

여기에 인용된 모든 특허, 공개된 출원 및 참고문헌은 그 전체가 참고로서 본 명세서에 포함된다. [0247]

이것은 특히 실시상태들을 예시하기 위하여 참고로 도시되고 기술되었지만, 당 기술분야의 숙련자들에게는 첨부[0248]

된 청구범위에 포함되는 범위를 벗어남이 없이 여기서 형태 및 상세 내용에서의 다양한 변화가 이루어질 수 있

다는 것이 이해될 것이다. 
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