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(54) 발명의 명칭 대상체의 기도로 효소를 투여하기 위한 조성물 및 방법

(57) 요 약

대상체의 기도로 효소를 전달하기 위한 방법 및 조성물. 일부 측면에서, 효소, 예컨대 플라스미노겐 활성제를 포

함하는 분무화된 조성물이 제공된다. 추가 측면에서 효소, 예컨대 플라스미노겐 활성제를 포함하는 퍼플루오로탄

소 조성물이 제공된다. 조성물은, 일부 측면에서, 폐 감염 또는 급성 폐손상, 예컨대 흡입 연기로 유도된 급성

폐손상(ISALI)의 치료에 사용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

대상체의 기도에 투여하기 위한 효소 용액의 제조 방법으로서,

상기 효소 용액을 분무화하여 분무화된 용액을 제공하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 효소가 플라스미노겐 활성제인, 방법.

청구항 3 

청구항 2에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직

플라스미노겐 활성제(tPA)인, 방법.

청구항 4 

청구항 2에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 scuPA인, 방법.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것이 진동 메쉬분무기의 사용에 의해 이루어지는, 방법.

청구항 6 

청구항 5에 있어서, 상기 진동 메쉬분무기가 AERONEB® 프로페셔널 분무기 또는 EZ 브리드 아토마이저인, 방법.

청구항 7 

청구항 5에 있어서, 상기 분무화하는 것이 제트 분무기 또는 초음파 분무기의 사용을 포함하지 않는, 방법.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 상기 효소 용액이 수용액인, 방법.

청구항 9 

청구항 8에 있어서, 상기 효소 용액이 생리적으로 허용가능한 염농도를 포함하는, 방법.

청구항 10 

청구항 8에 있어서, 상기 효소 용액이 pH 완충제를 포함하는, 방법.

청구항 11 

청구항 8에 있어서, 상기 효소 용액이 포스페이트완충 염수(PBS)인, 방법.

청구항 12 

청구항 8에 있어서, 상기 효소 용액이 scuPA를 포함하는, 방법.

청구항 13 

청구항 1에 있어서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것은:

(i) 동결건조된 효소 조성물 획득하는 것;

(ii) 상기 동결건조된 효소 조성물을 수용액에 재구성하여 효소 용액을 제공하는 것; 및

(iii) 상기 효소 용액을 분무화하는 것을 포함하는, 방법.
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청구항 14 

청구항 1에 있어서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것이 충분한 분무화 에너지 및/또는 시간을 제공하여 중앙액

적 크기가 약 2.5㎛ 내지 10㎛인 분무화된 용액을 제공하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 15 

청구항 14에 있어서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것이 충분한 분무화 에너지 및/또는 시간을 제공하여 중앙액

적 크기가 약 2.5㎛ 내지 8㎛인 분무화된 용액을 제공하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 16 

청구항 15에 있어서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것이 충분한 분무화 에너지 및/또는 시간을 제공하여 중앙액

적 크기가 약 3.0㎛ 내지 6㎛인 분무화된 용액을 제공하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 17 

청구항 1 내지 16 중 어느 한 청구항의 방법에 의해 생산된 분무화된 효소 용액.

청구항 18 

청구항 1 내지 16 중 어느 한 청구항에  있어서, 상기 분무화된 용액을 이를 필요로 하는 대상체의 기도에 투여

하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 19 

청구항 18에 있어서, 상기 대상체에 급성 폐손상 또는 감염이 있는, 방법.

청구항 20 

청구항 19에 있어서, 화학적으로 유도된 폐손상이 있는 대상체의 기도에 상기 분무화된 용액을 투여하는 단계를

추가로 포함하는, 방법.

청구항 21 

청구항 19에 있어서, 플라스틱 기관지염, 천식 또는 급성 호흡기 곤란 증후군(ARDS)이 있는 대상체의 기도에 상

기 분무화된 용액을 투여하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 22 

청구항 19에 있어서, 흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)이 있는 대상체에 상기 분무화된 용액을 투여하는

단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 23 

대상체의 흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)을 치료하는 방법으로서, 

기도를 통해 상기 대상체에게 분무화된 플라스미노겐 활성제 조성물의 치료적으로 효과적인 양을 투여하는 단계

를 포함하고, 

상기 플라스미노겐 활성제가 진동 메쉬분무기를 사용하여 분무되는, 방법.

청구항 24 

청구항 23에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직

플라스미노겐 활성제(tPA)인, 방법.

청구항 25 

청구항 23에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 scuPA인, 방법.

청구항 26 
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단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직 플라스미노겐 활성제(tPA)의 분무화된 용액을 포함

하는, 조성물.

청구항 27 

청구항 26에 있어서, 상기 용액이 수용액인, 조성물.

청구항 28 

청구항 27에 있어서, 상기 용액이 생리적으로 허용가능한 염농도를 포함하는, 조성물.

청구항 29 

청구항 27에 있어서, 상기 용액이 pH 완충제를 포함하는, 조성물.

청구항 30 

청구항 29에 있어서, 상기 용액이 포스페이트완충 염수(PBS)인, 조성물.

청구항 31 

청구항 26에 있어서, scuPA를 포함하는, 조성물.

청구항 32 

청구항 26에 있어서, 상기 분무화된 용액의 중앙 입자크기가 약 2.5㎛ 내지 10㎛인, 조성물.

청구항 33 

청구항 26에 있어서, 상기 분무화된 용액의 중앙 입자크기가 약 2.5㎛ 내지 8㎛인, 조성물.

청구항 34 

청구항 26에 있어서, 상기 분무화된 용액의 중앙 입자크기가 약 3.0㎛ 내지 6㎛인, 조성물.

청구항 35 

급성 폐손상 또는 폐감염의 치료에 사용하기 위한 조성물로서, 

청구항 26 내지 34 중 어느 한 청구항의 분무화된 용액을 포함하는, 조성물.

청구항 36 

청구항 35에 있어서, 화학적으로 유도된 폐손상, 플라스틱 기관지염, 천식, 급성호흡기곤란 증후군(ARDS) 또는

흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)의 치료에 사용하기 위한, 조성물.

청구항 37 

흡입연기로 유도된 급성폐손상(ISALI)의 치료에 사용하기 위한 조성물로, 청구항 26 내지 34 중 어느 한 청구항

의 분무화된 용액을 포함하는, 조성물.

청구항 38 

플라스미노겐 활성제 및  퍼플루오로탄소를 포함하는, 조성물.

청구항 39 

청구항 38에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직

플라스미노겐 활성제(tPA)인, 조성물.

청구항 40 

청구항 38에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 scuPA인, 조성물.
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청구항 41 

청구항 38에 있어서, 상기 퍼플루오로탄소가 사이클로알킬그룹을 포함하는, 조성물.

청구항 42 

청구항 38에 있어서, 상기 퍼플루오로탄소가 퍼플루오로데칼린 및 퍼플루오로-옥틸브로마이드에서 선택되는, 조

성물. 

청구항 43 

청구항 38에 있어서, 상기 퍼플루오로탄소가 퍼플루오로데칼린을 포함하는, 조성물.

청구항 44 

급성 폐손상 또는 감염의 치료에 사용하기 위한 조성물로, 청구항 38 내지 43 중 어느 한 청구항의 조성물을 포

함하는, 조성물.

청구항 45 

청구항 44에 있어서, 화학적으로 유도된 폐손상, 플라스틱 기관지염, 천식, 급성호흡기 곤란증후군(ARDS) 또는

흡입연기로 유도된 급성폐손상(ISALI)의 치료에 사용하기 위한 조성물.

청구항 46 

흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)의 치료에 사용하기 위한 조성물로, 청구항 38 내지 43 중 어느 한 청구

항의 조성물을 포함하는, 조성물.

청구항 47 

폐감염 또는 폐손상이 있는 대상체를 치료하는 방법으로서, 

청구항 38 내지 43 중 어느 한 청구항의 조성물의 효과적인 양을 상기 대상체의 기도에 투여하는 단계를 포함하

는, 방법.

청구항 48 

청구항 47에 있어서, 상기 대상체에 화학적으로 유도된 폐손상이 있는, 방법.

청구항 49 

청구항 48에 있어서, 상기 대상체에 플라스틱 기관지염, 급성 호흡기 곤란증후군(ARDS) 또는 흡입연기로 유도된

급성폐손상(ISALI)이 있는, 방법.

청구항 50 

흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)이 있는 대상체를 치료하기 위한 방법으로서, 

청구항 38 내지 43 중 어느 한 청구항의 조성물의 효과적인 양을 상기 대상체의 기도에 투여하는 단계를 포함하

는, 방법.

청구항 51 

대상체의 흡입연기로 유도된 급성폐손상(ISALI)을 치료하는 방법으로서, 

플라스미노겐 활성제 및 퍼플루오로탄소를 포함하는 조성물의 치료적으로 효과적인 양을 상기 대상체에게 투여

하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 52 

청구항 51에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직

플라스미노겐 활성제(tPA)인, 방법.
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청구항 53 

청구항 51에 있어서, 상기 플라스미노겐 활성제가 scuPA인, 방법.

청구항 54 

청구항 51에 있어서, 상기 퍼플루오로탄소가 퍼플루오로데칼린 및 퍼플루오로-옥틸브로마이드에서 선택되는, 방

법.

청구항 55 

청구항 54에 있어서, 상기 퍼플루오로탄소가 퍼플루오로데칼린을 포함하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본원은 미국 가특허 출원번호 61/899,739(2013년 11월 4일 출원)의 이점을 주장하며, 이것의 전체가 본원에 참[0001]

고로 편입되었다.

배 경 기 술

1. 발명의 분야[0002]

본 발명은 일반적으로 분자생물학, 약물 전달 및 의약 분야에 관한 것이다. 더 상세하게는, 대상체의 호흡 계통[0003]

에 치료적 효소 조성물을 전달하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다.

2. 관련 기술의 설명[0004]

중증 화상을 입고 연기에 노출된 많은 환자들에게서 중증 형태의 ALI(급성폐손상), 소위 급성 호흡기 곤란증후[0005]

군(ARDS)이 발병하는데, 이것은 30~40%의 사망률, 장기 입원 및 장기적 이환율과 관련이 있다. 흡입 연기(IS)로

유도된 ALI(ISALI)는 중증 기도폐색, 섬유성 기도 원주(casts) 또는 잔해, 및 폐포 피브린 침착을 특징으로 한

다. 효과적이고 특이적인 ISALI 치료가 현재 부족한 상태이다.

화상은 연간 미국에서 1백만이 넘는 환자에게서 발생하고, ISALI는 민간 및 군사 부분에서 연간 수천의 연기-노[0006]

출 환자에게서 발병한다(Enkhbaatar 등, 2004a). ISALI는 미국에서 연간 3000건 이상의 사망 및 17,000건의 화

재-관련 손상에 기여하고, 인구 100,000명당 2~3명이라는 화재 관련 사망률에 기여하는데, 이것은 선진국에서

최고 수치 중 하나이다[Committee on injury and poison prevention (2000) Pediatrics 105:1355-1357]. 지지

요법(supportive therapy)은 차선이고, 장기적이며 비싸다. 그 결과 유의미한 사망률 및 이환율을 초래한다. 기

계적 환기를 비롯한 현 지지요법에도 불구하고, ISALI와 관련된 것을 비롯한 ARDS의 사망률은 30~40 퍼센트에

달한다(Phua 등,2009). 

이와 같은 고려사항들 때문에, 새롭고 잠재적으로 더 효과적인 요법의 실험이 요구된다. ISALI는 중증 호흡기[0007]

손상, 장기 입원, 그리고 종종 기계적 환기의 필요성과 관련된다. ISALI의 장기적 합병증에는 기관지 반응성,

가속화된 폐섬유증 및 기관지 확장증이 포함된다. 모든 형태의 ALI 중에서, 특히 ISALI는 대기도에 형성되는 피

브린 원주 및 폐포의 피브린을 비롯한 비정상적인 피브린 턴오버의 경향이 있다 (Enkhbaatar 등, 2004a). 기관

지 원주는 기체 교환을 방해하여, 종종 기관지경 청소능을 요구하고, 폐확장 부전을 촉진한다. 분무화된 헤파린

및 N-아세틸시스테인이 임상적으로 사용되었으나, ISALI 환자에게 분무된 헤파린의 효능이 모든 무작위 또는 예

상 사례가 제어된 임상시험에서 입증되지 않았고(Tuinman 등, 2012), 양을 대상으로 한 우리의 연구에서 실험했

을 때 헤파린 단독으로 ISALI를 개선할 수 있음이 확인되지 않았다(Enkhbaatar  등,  2008a;  Enkhbaatar  등,

2008b). 헤파린은 성립된 응혈을 없애지 못하며, 분무화된 헤파린은 ISALI에서 전신 응고장애를 개시할 수 있다

(O'Donnell, 2012).

발명의 내용

발명의 요약[0008]

본원에 대상체의 기도로 투여하기 위한 효소 용액의 제조 방법이 제공되는데, 여기서 상기 방법은 상기 효소 용[0009]

액을 분무화하는 것을 포함한다(예를들면, 진동 메쉬 분무기 사용). 상기 효소는 조직 플라스미노겐 활성제일
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수 있고, 이것은 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 및 조직 플라스미노겐 활성제(tPA)를 포함한

다.  일부  구현예에서,  상기  진동  메쉬  분무기는  AERONEB®프로페셔널  분무기  또는  EZ  브리드  아토마이저

(Breathe Atomizer)이다.

따라서, 일 구현예에서, 대상체의 기도로 투여하기 위한 효소 용액의 제조 방법이 제공되는데, 여기에는 상기[0010]

효소 용액을 분무화하여 분무화된 용액을 제공하는 것이 포함된다. 어떤 측면에서, 상기 효소는 플라스미노겐

활성제, 예컨대 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 또는 조직 플라스미노겐 활성제(tPA)일 수 있

다. 어떤 측면에서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것은 진동메쉬 분무기를 사용함으로써 이루어질 수 있다. 일

부 측면에서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것은 제트 분무기 또는 초음파 분무기의 사용은 포함하지 않는다.

어떤 측면에서, 상기 구현예의 효소 용액의 분무화는 충분한 분무화 에너지 및/또는 시간을 제공하여 중앙액적

크기가 약 2.5㎛ 내지 10㎛, 2.5㎛ 내지 8㎛, 또는 3.0㎛ 내지 6㎛인 분무화된 용액을 제공하는 단계를 포함할

수 있다. 일부 구체적 측면에서, 상기 효소 용액을 분무화하는 것은 동결건조된 효소 조성물을 획득하고, 상기

동결건조된 효소 조성물을 용액(예를 들면, 수용액)에 재구성하여 효소 용액을 제공하고, 상기 효소 용액을 분

무화하는 것을 포함한다. 따라서, 추가 구현예에서, 상기 구현예의 방법에 따라 생산된 분무된 효소 용액이 제

공된다.

또 다른 추가 구현예에서, scuPA 또는 tPA의 분무화된 용액을 포함하는 조성물이 제공된다. 일부 측면에서, 상[0011]

기 구현예의 조성물 또는 효소 용액은 수용액일 수 있다. 어떤 측면에서, 상기 효소 용액은 생리적으로 허용가

능한 염농도 및/또는 pH 완충제를 포함한다. 예를 들면, 효소 용액은 멸균된 염수용액 또는 포스페이트완충 염

수(PBS)일 수 있다. 바람직한 측면에서, 상기 조성물 또는 효소 용액은 scuPA를 포함한다.

추가 구현예에서,  대상체를 치료하는 방법이 제공되는데,  이것은 분무된 효소 용액(예를 들면,  tPA  및/또는[0012]

scuPA 효소 용액)을 이것을 필요로하는 대상체의 기도에 투여하는 것을 포함한다. 예를 들면, 상기 대상체에 급

성 폐손상 또는 감염이 있을 수 있다. 또 다른 추가적 측면에서, 치료 대상체에 흡입연기로 유도된 급성 폐손상

(ISALI), 화학적으로 유도된 폐손상, 플라스틱 기관지염, 중증천식 또는 급성호흡기곤란증후군(ARDS)이 있을 수

있다. 본 구현예에서, 상기 플라스미노겐 활성제가 분무기, 예컨대 진동 메쉬분무기(예를 들면, AERONEB® 프로

페셔널 분무기또는 EZ 브리드 아토마이저)를 사용하여 분무된다. 당해기술의 숙련가는 상기 효소의 치료적으로

및 약제학적으로 허용가능한 용량을 전달하는 임의의 유형의 아토마이저, 예컨대 분무기가 본 구현예에 따른 사

용에 적합함을 이해한다. 

추가 구현예에서, 플라스미노겐 활성제 및 퍼플루오로탄소(예컨대, " 숨쉬는 액체")를 포함하는 조성물이 제공[0013]

된다. 일부 측면에서, 상기 플라스미노겐 활성제는 scuPA 및/또는 tPA이다. 일부 측면에서, 상기 퍼플루오로탄

소는 사이클로 알킬 그룹을 포함할 수 있다. 예를 들면, 상기 퍼플루오로탄소는 퍼플루오로데칼린 및/또는 퍼플

루오로-옥틸브로마이드일 수 있다.

본 발명의 또 하나의 추가 구현예는 폐감염 또는 폐손상이 있는 대상체를 치료하기 위한 방법을 제공하는데, 상[0014]

기 방법은 상기 대상체에게 플라스미노겐 활성제 및 퍼플루오로탄소를 포함하는 조성물의 치료적으로 효과적인

양을  투여하는  것을  포함한다.  일부  측면에서,  상기  플라스미노겐  활성제는  scuPA  또는  tPA이다.  어떤

측면에서, 상기 퍼플루오로탄소는 퍼플루오로데칼린 및/또는 퍼플루오로-옥틸브로마이드일 수 있다.

본 발명의 기타 목적, 특징 및 이점은 하기 상세한 설명에서 분명해질 것이다. 그러나, 하기 상세한 설명 및 구[0015]

체적인 실시예들은, 본 발명의 바람직한 구현예를 나타내는 것이긴 하나, 하기의 상세한 설명에 의해 본 발명의

사상 및 범위 내에서 다양한 변화 및 수정이 당해분야의 숙련가에게 분명한 것이기 때문에, 단지 설명으로 제시

된 것임이 이해되어야 한다.

도면의 간단한 설명

하기 도면은 본 명세서의 일부를 형성하고, 본 발명의 어떤 측면을 추가로 입증하기 위해 포함된다. 본 발명은[0016]

본원에 제시된 특정 구현예의 상세한 설명과 함께 하나 이상의 이들 도면을 참고로 보다 잘 이해될 수 있다.

도 1은 블레오마이신으로 유도된 ALI가 있는 마우스에서 재조합 scuPA의 기관내 전달이 BAL uPA 활성을 증가시

킴을 보여주는 그래프이다.

도 2는 분무화된 scuPA로의 양의 치료가 scuPA 치료 후 인간 uPA 항원과 관련된 검출가능한 uPA 활성을 제공하

였음을 보여준다(선 3). uPA 항원 및 활성은 마찬가지로 scuPA로 치료된 동물에서 유래된 폐 균질물에서 발견되

었다(선 4). 선 1: uPA 표준 및 선 2: 기준선 uPA 활성.
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도 3은 몇개의 상이한 분무화된 단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA) 제형을 제조하는 방법을 보여

주는 도식이다.

도 4는 도 3에 따라 제조된 분무화된 scuPA 제형의 활성을 나타내는 도식이다.

도 5는 퍼플루오로데칼린(PFD)  또는 퍼플루오로-옥틸브로마이드(PFB)와 1회 혼합된 조직 플라스미노겐 활성제

(tPA)의 활성을 보여주는 도식이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

I. 본 발명[0017]

본원에 대상체의 기도에 투여하기 위한 효소 용액을 제조하는 방법이 제공되는데, 상기 방법은 분무기, 예컨대[0018]

진동 메쉬분무기를 사용하여 상기 효소 용액을 분무화하는 것을 포함한다. 진동 메쉬분무기를 사용하는 것과 같

은 방법으로 효소를 분무화하면, 유의미한 효소 활성 수준을 유지하는 분무화된 조성물이 야기된다는 것은 본원

에 상세히 명시된 본 연구의 놀라운 발견이다. 또한 본원에 분무화된 플라스미노겐 활성제의 치료적으로 효과적

인 양을 기도를 통해 상기 대상체에게 투여함으로써, 대상체의 폐손상 및 감염, 예컨대 흡입연기로 유도된 급성

폐손상(ISALI)을 치료하는 방법이 제공된다. 일부 경우에, 상기 플라스미노겐 활성제는 진동 메쉬분무기를 사용

하여 분무된다. 추가로, 본원에 플라스미노겐 활성제 및 퍼플루오로탄소를 포함하는 조성물, 및 폐손상 및 감염

(예를들면, ISALI)을 치료하기 위해 상기 플라스미노겐 활성제 /퍼플루오로탄소 조성물을 사용하는 방법이 제공

된다. 일부 구현예에서, 상기 구현예에 따라 사용하기 위한 효소는 전구 효소이다. 추가 측면에서, 상기 효소는

플라스미노겐 활성제이다.

또 추가의 구현예에서, 본원에서 사용하기 위한 효소는 tPA 및 scuPA에서 선택된 플라스미노겐 활성제이다. 용[0019]

어 "조직 플라스미노겐 활성제" 및 "tPA"는 상호 교환하여 사용되고, 본원에서 플라스미노겐의 플라스민으로의

전환에 관여될 수 있는 세린 프로테아제(일부 구현예에서, EC 3.4.21.68)를 가리킨다. 용어 "조직 플라스미노겐

활성제" 및 "tPA"에는 비제한적으로, 알테파아제, 레테플라제, 테넥테플라제 및 데스모테플라제을 비롯한 재조

합 형태들이 포함됨이 이해되어야 한다. 용어 "조직 플라스미노겐 활성제" 및 "tPA"는 추가로 단일사슬 형태

(sc-tPA), 2개 사슬 형태(ds-tPA) 및 이들의 혼합물을 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 tPA는 인간 tPA 또는

인간에서 유도된 tPA이다. 용어 "단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제" 및 "scuPA"는 본원에서 우로키나제

세린 프로테아제의 전구 효소(일부 구현예에서, EC 3.4.21.73)를 가리키고, 여기서 세린 프로테아제는 플라스미

노겐의 플라스민으로의 전환에 관여될 수 있다. "단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제" 또는 "scuPA"는

Lys158과 Ile159 사이의 단백분해 절단에 의해 활성화되어, 세린 프로테아제 효소를 형성하는 디설파이드 결합

에 의해 연결된 2개의 사슬을 야기할 수 있다. 하기의 실시예 3 및 도 4는 진동 메쉬분무기를 사용한 scuPA의

분무화 및, 분무화의 선행기술 방법들과 비교하여, 분무화 후 달성된 놀랍게도 높은 효소 활성을 기술한다. 일

부 구현예에서, 상기 진동 메쉬분무기는 AERONEB® 프로페셔널 분무기 또는 EZ 브리드 아토마이저이다.

용어 "효소 용액"은 본원에서 분무화에 적합한 효소를 함유하는 모든 액체 제형을 가리킨다. 일부 구현예에서,[0020]

상기 효소 용액은 본원에서 정의된 바와 같이 약제학적으로 허용가능한 캐리어 또는 부형제를 함유한다. 상기

효소 용액은 흡입 또는 당해분야의 숙련가에 공지된 임의의 다른 방법을 통해 대상체의 기도에 투여된다. 용어

"기도"는 본원에서 상부 기도, 호흡기 기도 및 폐를 비롯한 기도의 임의의 부분을 가리킨다. 상기 상부 기도에

는 코 및 콧구멍, 입 및 목이 포함된다. 상기 호흡기 기도는 후두, 기관, 기관지 및 세기관지를 포함한다. 상기

폐는 호흡기 세기관지, 폐포관, 폐포낭 및 폐포를 포함한다.

또한 본원에 대상체의 흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)을 치료하는 방법이 제공되는에, 상기 방법은 분무[0021]

화된 플라스미노겐 활성제의 치료적으로 효과적인 양을 상기 대상체에게 기도를 통해 투여하는 것을 포함하고,

여기서 상기 플라스미노겐 활성제는 진동 메쉬분무기를 사용하여 분무된다. 일부 구현예에서, 상기 플라스미노

겐 활성제는 tPA 및 scuPA에서 선택된다. 다른 또는 추가의 구현예에서, 상기 진동 메쉬분무기는 AERONEB® 프

로페셔널 분무기 또는 EZ 브리드 아토마이저이다.

"ISALI 치료"는 장애 또는 병태, 예컨대 ISALI 질환의 하나 이상의 수반되는 증상을 부분적으로 또는 완전히 지[0022]

연, 완화, 개선 또는 세기의 감소를 가리키고, 장애 또는 병태, 예컨대 ISALI 질환의 하나 이상의 원인을 완화,

개선 또는 방해하는 것을 가리킴이 이해되어야 한다. 본 발명에 따르면 치료는 방지차원으로, 예방 차원으로,

임시처방 차원으로 또는 치료차원으로 적용될 수 있다. 일부 예에서, 용어 "치료하다", "치료하는", "치료" 및

이들의 여러 가지 문법적 변형에는 상기 대상체의 치료 전과 비교하여, 또는 일반적인 또는 연구모집단에서 그

와 같은 질환 또는 증상의 발생빈도와 비교하여, ISALI 질환과 관련된 병태 또는 증상을 부분적으로 또는 완전
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히 감소시키는 것이 포함된다. 일부 구현예에서, ISALI 질환에는 하기 중 하나 이상이 포함된다: 산소화 감소,

기도 폐색(중증 기도 폐색 포함), 섬유성 기도 원주 또는 잔해 및 폐포 피브린 침착. 따라서, ISALI 질환의 치

료에는 산소화의 향상, 기도폐색의 감소, 섬유성 기도 원주 또는 잔해의 감소 및 폐포 피브린 침착의 감소 중

하나가 포함된다. 일부 구현예에서, ISALI 질환은 출혈의 발생 빈도의 감소로 치료된다. 

추가로, 본원에 플라스미노겐 활성제 및 퍼플루오로탄소(PFC)를 포함하는 조성물이 제공된다. 일부 구현예에서,[0023]

본 조성물 중 상기 플라스미노겐 활성제는 tPA 및 scuPA에서 선택된다. 기타 또는 추가의 구현예에서, 본 조성

물 중 PFC는 퍼플루오로데칼린, 퍼플루오로-1,3-디메틸사이클로헥산, FC-75, 퍼플루오로옥탄 및 퍼플루오로-옥

틸브로마이드에서 선택된다. 일부 측면에서, PFC는 사이클로알킬 그룹, 예컨대 퍼플루오로데칼린, 퍼플루오로-

1,3-디메틸사이클로헥산 또는 FC-75를 갖는 PFC 이거나 또는 이것을 포함한다. 상기 플라스미노겐 활성제 및

PFC가 어떤 비율로 또는 어떤 농도로든 존재할 수 있음이 이해되어야 한다. 일부 구현예에서, 본 조성물은 플라

스미노겐 활성제를 PFC의 대략 0.005-0.040 mg/mL의 농도로 포함한다.

그 외 추가로, 대상체의 흡입연기로 유도된 급성 폐손상(ISALI)을 치료하는 방법이 제공되는데, 상기 방법은 플[0024]

라스미노겐 활성제 및 PFC를 포함하는 조성물의 치료적으로 효과적인 양을 상기 대상체에게 투여하는 것을 포함

한다. 실시예 4 및 도 5는 플라스미노겐 활성제, tPA가 퍼플루오로 탄소 혼합물에서 활성을 유지했음을 입증한

다. 게다가, 상기 PFC 및 플라스미노겐 활성제는 부가적으로 폐포 피브린의 청소능 및 향상된 결과뿐만 아니라

기도 잔해 제거를 촉진하다. 특이적으로, 상기 PFC는 호흡기 기체 교환을 지원하면서 1) 기도 원주의 용해 및

이탈; 및 2)   기도 및 폐포잔해의 제거를 촉진하는 상기 플라스미노겐 활성제를 효과적으로 전달한다. 기계론

적으로, PFC는 효과적으로 폐 용적을 동원한다. 상기 PFC 액체의 낮은 표면장력을 고려할 때, 상기 PFC는 폐를

통해, 잠재적으로 원주 및 기도벽 사이로 상기 플라스미노겐 활성제를 분산시킴으로써, 새로운 원주의 형성 속

도는 늦추면서 형성 중인 원주를 부순다. 상기 PFC가 폐에서 기화되면서, 상기 플라스미노겐 활성제는 남아서

추가로 기도 원주 및 폐포 피브린을 용해하는 역할을 한다. PFC 현탁액의 재투여시, 상기 PFC 용적은 추가의 약

물을 침착시킬 뿐만 아니라 원주 및 폐포 잔해를 제거한다. 상기 PFC가 압축이 불가능하기 때문에, 이것은 손상

된 작은 기도에 삽입되어 개방하고, 그럼으로써 동원을 돕는다. 우리가 비록 어떤 기전에 구속되지 않으나, PFC

와의 접촉은 또한, 사실상 모든 형태의 ALI에서 작은 기도 및 폐포에서 조직인자에 의해 개시되는, 응고의 감쇠

를 통해 기저 상피를 보호할 수 있다. 인-라인(in-line) 흡인으로, 밀도가 더 낮은 잔해들이 비교적 밀도가 더

높은 PFC에서 부유하는데, 이것은 기도 피브린 원주 단편 및 잔해의 제거를 용이하게 한다.

따라서, 플라스미노겐 활성제 및 PFC 조성물을 투여하는 방법에 관한 일부 구현예에서, 상기 플라스미노겐 활성[0025]

제는 tPA 및 scuPA에서 선택된다. 플라스미노겐 활성제 및 PFC 조성물을 투여하는 방법에 관한 다른 또는 추가

의 구현예에서, 본 조성물 중 PFC는 퍼플루오로데칼린 및 퍼플루오로-옥틸브로마이드에서 선택된다.

또한 상기 전술한 내용은 본 발명의 바람직한 구현예에 관한 것으로, 본 발명의 범위에서 벗어나지 않는 한, 거[0026]

기에 수 많은 변화가 이루어질 수 있음이 이해될 것이다. 본 발명은 추가로 하기 실시예에 의해 실증되는데, 이

들은 어떤 식으로든 발명의 상기 범위을 제한하는 것으로 해석되어서는 안 된다. 반면, 본원의 설명을 읽은 후,

본 발명의 사상 및/또는 첨부된 청구항들의 범위에서 벗어나지 않으면서, 당해분야의 숙련가에게 스스로를 시사

할 수 있는 다양한 기타 구현예, 변형 및 이들의 등가물에 의존할 수 있음이 명확히 이해되어야 한다. 본원에서

참조된 모든 특허들, 특허 출원 및 출판물은 그 전체가 다목적으로 참고로 편입되었다. 본 명세서 및 청구항에

사용된 용어 정의는 하기와 같다.

II. 정의[0027]

명세서 및 청구항에 사용된 바와 같이, 단수 형태 명사는 맥락이 명확히 다르게 지시하지 않는 한, 복수의 지시[0028]

어를 포함한다. 예를 들면, 용어 "세포"는 이들의 혼합물을 비롯하여 복수의 세포들을 포함한다. 

본 청구항에서 용어 "또는"의 사용은, 선택 만을 가리킨다거나 또는 상기 선택들이 상호배타적이라고 명백하게[0029]

명시하지 않는 한, 비록 개시내용이 오로지 선택 및 "및/또는"을 가리키는 정의를 뒷받침하더라도, "및/또는"을

의미하기 위해 사용된다. 본원에서 사용되는 "또 다른"은 최소한 두 번째 또는 그 이상을 의미할 수 있다.

본원에 전반적으로, 용어 "약"은 어떤 값이 상기 값을 측정하기 위해 활용된 장치 및 방법에 대한 본질적인 오[0030]

차를 포함함을 가리키거나, 상기 연구 대상체에 존재하는 변형들을 가리키기 위해 사용된다. 

용어  "투여하는"는  경구,  국소,  정맥내,  피하,  경피,  경피,  근육내,  관절내,  비경구,  세동맥내,  진피내,[0031]

뇌실내, 두개내, 복강내, 병소내, 비강내, 직장, 질, 흡입으로 또는 이식된 저장기에 의한 투여를 가리킨다. 용

어 "비경구"는 피하, 정맥내, 근육내, 관절내, 활막내, 흉골내, 척추강내, 간내, 병소내 및 두개내 주사또는 주
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입 기술을 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 투여는 분무화된 조성물의 흡입을 통해 이루어진다.

용어 "기도"는 본원에서 상부 기도, 호흡기 기도 및 폐를 비롯한 기도의 임의의 부분을 가리킨다. 상기 상부 기[0032]

도는 코 및 콧구멍, 입 및 목을 포함한다. 상기 호흡기 기도는 후두, 기관, 기관지 및 세기관지를 포함한다. 상

기 폐는 호흡기 세기관지, 폐포관, 폐포낭 및 폐포를 포함한다.

 "조성물"은 활성제, 및 또 하나의 불활성(예를 들면, 검출가능한 제제 또는 표지) 또는 활성 화합물, 즉 조성[0033]

물, 예컨대 아쥬반트의 조합물을 의미하는 것이다. 

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "포함하는"은 상기 조성물 및 방법이 기타를 배제하지 않으면서 인용된 요소[0034]

들을 포함하는 것을 의미하는 것이다. "본질적으로 ~으로 이루어진"이 조성물 및 방법을 정의하기 위해 사용될

경우, 상기 조합물에 모든 필수적인 유의성을 갖는 다른 요소들을 배제함을 뜻한다. 따라서, 본질적으로 본원에

서 정의된 요소들로 이루어진 조성물은 상기 단리 및 정제 방법에 의한 미량의 오염물질 및 약제학적으로 허용

가능한 캐리어, 예컨대 포스페이트완충 염수, 보존제 등을 배제하지는 않는다. "~로 이루어진"은 기타 성분의

미량 원소보다 많은 것과 본 발명의 조성물을 투여하기 위한 실질적인 방법 단계들을 배제함을 의미한다. 이들

이행 용어들 각각에 의해 정의된 구현예는 본 발명의 범위 내에 있다.

"대조군"은 비교를 위해 한 실험에서 사용되는 대안적인 개체 또는 샘플이다. 대조군은 "양성" 또는 "음성"일[0035]

수 있다. 치료를 목적으로 하는 "포유동물"은, 인간, 가축 및 농장 동물, 비인간 영장류 및 동물원, 스포츠용

또는 애완 동물, 예컨대, 개,말, 고양이, 소 등을 비롯한 포유동물로 분류된 모든 동물을 가리킨다. 

본원에서 용어 "효소"는 특이적 생화학 반응의 촉매역할을 하는 하나 이상의 폴리펩타이드 또는 전구 효소를 가[0036]

리킨다. 용어 "전구 효소"는 효소로 대사작용되는 생물학적 활성 물질을 가리킨다. 일 구현예에서, 상기 효소는

조직 플라스미노겐 활성제(tPA)이다. 다른 또는 추가의 구현예에서, 상기 효소는 전구 효소이고, 단일사슬 우로

키나제 플라스미노겐 활성제(scuPA)이다.

본원에서 용어 "피브리놀리신"은 응혈의 용해를 촉진하는 여러 단백분해 효소 중 어떤 것을 가리킨다. 피브리놀[0037]

리신에는, 비제한적으로, 플라스민, 조직 플라스미노겐 활성제(tPA, sc-tPA 및 dc-tPA), 우로키나제(uPA) 및 우

로키나제 전구 효소(scuPA)가 포함된다.

용어 "동일성" 또는 "상동성"은, 서열을 배열하고 간격을 도입한 후, 필요하면 전체 서열에 대한 최대 퍼센트[0038]

동일성을 달성하기 위해, 그러나 상기 서열동일성의 일부로서 모든 보존적 치환을 고려하지 않고, 후보서열 중,

상기 서열과 비교되는 상응하는 서열의 잔기와 동일한 아미노산 잔기의 백분율을 의미하는 것으로 해석되어야

한다. N- 또는 C-말단 확대 또는 삽입 모두 동일성 또는 상동성을 감소시키는 것으로 해석되어서는 안 된다. 상

기 정렬을 위한 방법 및 컴퓨터 프로그램은 당해기술에 공지되어 있다. 서열 동일성은 서열분석 소프트웨어를

사용하여 측정될 수 있다.

본원에서 용어 "흡입연기로 유도된 급성 폐손상" 및 "ISALI"는 상호 교환하여 사용되며, 연기흡입에 의해 야기[0039]

된 급성 폐손상(ALI)의 형태를 가리킨다. ALI는 또한 일명 "가벼운 ARDS"라 일컬어진다. ALI는 대상체에서 하기

조건들 중 하나가 발견되는 경우로 정의될 수 있다: 1) 가슴 x-선 상의 양측성 폐 침투물, 2) 임상적으로 명시

된 바와 같이 우심카테터로 측정 시,  폐모세관 쐐기압력< 18  mmHg(2.4  kPa),  및3)  PaO2/FiO2  <300  mmHg(40

kPa). 일부 구현예에서, ISALI의 치료에는 하기 병태들 중 하나 이상의 치료가 포함된다: 산소화 감소, 기도폐

색(중증 기도폐색 포함), 섬유성 기도 원주 또는 잔해 및 폐포 피브린 침착.

용어 "분무화하는", "분무화된" 및 기타 문법적 변형들은 본원에서 액체를 작은 에어로졸 액적으로 전환하는 과[0040]

정을 가리킨다. 일부 구현예에서, 상기 에어로졸 액적은 중앙 직경이 대략 2~10㎛이다. 일부 구현예에서, 상기

에어로졸 액적은 중앙 직경이 대략 2~4㎛이다.

용어 "퍼플루오로탄소" 및 "PFC"는 본원에서 상호 교환하여 사용되고, 주로 탄소 및 불소를 함유하는 유기불소[0041]

화합물을 가리킨다. 용어 "퍼플루오로탄소"가 탄소 및 불소 이외에 분자를 함유하고, 통상적으로 플루오로탄소

라 불리는 크게 플루오르화된 분자를 포함하는 것을 의미함이 이해되어야 한다. 퍼플루오로탄소의 예에는, 비제

한적으로, 퍼플루오로데칼린, 퍼플루오로-옥틸브로마이드, FC 77, PF 5060 및 Rimar 101이 포함된다. 본 발명에

따라 사용된 PFC들은 기체 용해도, 밀도 및 표면장력과 관련하여 유사한 물리화학 특성을 공유하지만, 죽은조직

제거술에서  기도  원주의  가시화  및  이동도에  영향을  미칠  수  있는  방사선-불투명  및  동점도(kinematic

viscosity)와 관련하여 차이가 있을 수 있다. 열거된 각각의 퍼플루오로탄소에는 모든 관련 이성질체, 예컨대

입체이성질체, 거울상이성질체 및 부분 입체이성질체가 포함된다.
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용어 "플라스미노겐 활성제"는 플라스미노겐을 플라스민으로 전환시키는 세린 프로테아제 폴리펩타이드를 가리[0042]

키고, 여기에는 비제한적으로, tPA, uPA (2개 사슬또 는 활성 형태) 및 본원에서 정의된 전구 효소 scuPA가 포

함된다. 

"약제학적 조성물"은 활성제와, 상기 조성물을 시험관내, 생체내 또는 생체외 진단 또는 치료용으로 적합하게[0043]

만드는 불활성 또는 활성 캐리어의 조합물을 포함한 것이다. 

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "약제학적으로 허용가능한 캐리어" 또는 "부형제"에는 표준 약제학적 캐리어,[0044]

예컨대 포스페이트완충 염수 용액, 염수(멸균 염수 포함) 물, 에멀젼(예컨대 기름/물 또는 물/기름 에멀젼 중

어떤 것을 아우르는데, 여기서 "기름"은 약제학적으로 허용가능한 에멀젼의 물 불혼화성 상) 및 다양한 유형의

습윤제가 포함된다. 상기 조성물에는 또한 안정제 및 보존제가 포함된다. 캐리어, 안정제 및 아쥬반트의 자세한

예는 Martin, REMINGTON'S PHARM. SCI., 15th Ed. (Mack Publ. Co., Easton (1975)) 참조.

용어 "약제학적으로 허용가능한 염"은 모든 산 또는 염기 부가염을 가리키는 것으로, 이들의 반대이온은 이들의[0045]

상기 염의 약제학적 용량으로 투여된 상기 대상체에 비독성이다. 약제학적으로 허용가능한 염의 구체적인 예는

당해분야의 숙련가에게 공지되어 있다. 

용어 "약제학적으로 효과적인 양", "치료적으로 효과적인 양", 또는 "치료적으로 효과적인 용량"은 연구자, 수[0046]

의사, 의사 또는 기타 임상의에 의해 추구되는, 조직, 시스템, 동물 또는 인간의 생물학적 또는 의료반응을 야

기시키는, ACPD 조성물과 같은 화합물의 양을 가리킨다.

용어 "폴리펩타이드"는 가장 넓은 의미로 사용되어 둘 이상의 서브유닛 아미노산, 아미노산 유사체 또는 펩타이[0047]

드 모사체의 화합물을 가리킨다. 상기 서브유닛은 펩타이드 결합에 의해 연결될 수 있다. 또 다른 구현예에서,

상기 서브유닛은 기타 결합, 예를 들면 에스테르, 에테르 등의 결합에 의해 연결될 수 있다. 본원에서 사용된

바와 같이, 용어 "아미노산"은 천연 및/또는 비천연 또는 합성 아미노산을 가리키는 것으로, 여기에는 글리신

및 D 또는 L 광학이성질체 및 아미노산유사체 및 펩타이드모사체가 포함된다. 3개 이상의 아미노산으로 이루어

진 펩타이드는, 상기 펩타이드사슬이 짧은 경우, 통상적으로 올리고펩타이드로 일컬어진다. 상기 펩타이드 사슬

이 긴 경우, 상기 펩타이드는 통상적으로 폴리펩타이드 또는 단백질이라 불린다.

폴리뉴클레오타이드 또는 폴리뉴클레오타이드 영역(또는 폴리펩타이드 또는 폴리펩타이드 영역)은 또 하나의 서[0048]

열에 대해 어떤 백분율(예를 들면, 80%,  85%,  90% 또는 95%)의 "서열 동일성" 또는 "상동성"을 갖는데, 이것

은 정렬된 경우, 상기 두 개의 서열을 비교할 때, 상기 백분율만큼의 염기(또는 아미노산)가 동일함을 뜻한다.

이와  같은  정렬  및  퍼센트  상동성  또는  서열  동일성은  당해기술에  공지된  소프트웨어프로그램,  예를  들면

CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel et al., eds., 1987) 보충물 30, 섹션 7.7.18, 표

7.7.1에 기술된 것을 사용하여 측정될 수 있다. 바람직하게는, 디폴트 파라미터가 정렬에 사용된다. 바람직한

정렬 프로그램은 디폴트 파라미터를 사용하는 BLAST이다. 특히, 바람직한 프로그램은 하기 디폴트 파라미터를

사용하는  BLASTN  및  BLASTP이다:  유전자암호=표준;  필터=없음;  가닥=양쪽;  컷오프=60;  예상=10;  매트릭스

=BLOSUM62; 설명=50 서열; 분류수단=HIGH SCORE; 데이타베이스=중복 안 됨, 유전자은행+EMBL+DDBJ+PDB+유전자

은행 CDS 번역+Swiss단백질+SPupdate+PIR.

본원에서 사용된 용어 "예방하다", "예방하는", "예방" 및 이들의 문법적 변형들은 장애 또는 병태 및/또는 이[0049]

것의 수반되는 증상들 중 하나 이상의 개시 또는 재발을 부분적으로 또는 완전히 지연시키거나 불가능하게 하는

방법, 또는 대상체가 장애 또는 병태를 얻거나 다시 얻지 않게 차단하는 방법, 또는 대상체가 장애 또는 병태,

또는 이것의 수반되는 증상들 중 하나 이상을 얻거나 또는 다시 얻을 위험을 감소시키는 방법을 가리킨다. 

용어 "대상체"는 본원에서 동물, 예컨대 비제한적으로, 영장류(예를 들면, 인간), 소, 양, 염소, 말, 개, 고양[0050]

이, 토끼, 랫트, 마우스 등을 포함하는 포유동물을 포함하는 것으로 정의된다. 바람직한 구현예에서, 상기 대상

체는 인간이다. 

용어 "약제학적으로 효과적인 양", "치료적으로 효과적인 양", 또는 "치료적으로 효과적인 용량"은 연구자, 수[0051]

의사, 의사 또는 기타 임상의에 의해 추구되는, 조직, 시스템, 동물 또는 인간의 생물학적 또는 의료반응을 야

기시키는, tPA 및/또는 scuPA 조성물과 같은 화합물의 양을 가리킨다.

용어 "단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제" 및 "scuPA"는 상호교환하여 사용되고, 본원에서 우로키나제[0052]

세린 프로테아제 폴리펩타이드의 전구 효소(이때 세린 프로테아제는 플라스미노겐의 플라스민으로의 전환에 관

여할 수 있음)(일부 구현예에서, EC 3.4.21.73), 또는 본원에 참고로 편입된 미국특허번호 7,332,469에 기재된
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전구 효소를 가리킨다. 상기 "단일사슬 우로키나제 플라스미노겐 활성제" 및 "scuPA"는 Lys158 및 Ile159 사이

의 단백분해 절단에 의해 활성화되어, 결과적으로 세린 프로테아제 효소를 형성하는, 디설파이드 결합으로 연결

된  2개의  사슬을  야기할  수  있다.  scuPA  동족체  또한  본  발명에  포함됨이  이해되어야  한다.  용어  "scuPA

동족체"는 본원에서 EC 3.4.21.73으로서 확인된 우로키나제 세린 프로테아제 폴리펩타이드의 전구 효소의 동족

체, 오쏘로그 및 파라로그, 그리고 EC 3.4.21.73으로서 확인된 우로키나제 세린 프로테아제 폴리펩타이드의 전

구 효소와 70%보다 큰 상동성을 갖는 다른 서열, 또는 미국특허번호 7,332,469에 기재된 전구 효소를 가리킨다. 

"대상체", "개체" 또는 "환자"는 본원에서 상호교환되어 사용되고, 이들은 척추동물, 바람직하게는 포유동물,[0053]

더 바람직하게는 인간을 가리킨다. 포유동물에는 비제한적으로, 쥣과, 유인원, 인간, 농장동물, 스포츠용 동물

및 애완동물이 포함된다.

용어 "치료적으로 효과적인 양"은, 투여됐을 때, 치료대상인 ISALI 비정상의 발병을 방지하거나, 또는 이것의[0054]

증상들 중 하나 이상을 얼마간 완화하기에 충분한, tPA 및/또는 scuPA 조성물과 같은 화합물의 양을 포함한다.

상기 치료적으로 효과적인 양은 상기 화합물, 예컨대 tPA 및/또는 scuPA 조성물, 상기 장애 또는 병태 및 그것

의 중증도, 투여 경로, 투여 시간, 배출 속도, 약물 배합, 치료 의사의 판단, 복용형태 및, 치료대상인 대상체

의 연령, 체중, 일반적인 건강, 성별 및/또는 식습관에 따라 달라진다. 

용어 "조직 플라스미노겐 활성제" 및 "tPA"는 상호교환하여 사용되고, 본원에서 플라스미노겐의 플라스민으로의[0055]

전환에 관여할 수 있는 세린 프로테아제(일부 구현예에서, EC 3.4.21.68)를 가리킨다. 용어 "조직 플라스미노겐

활성제" 및 "tPA"에는 비제한적으로, 알테파아제, 레테플라제, 테넥테플라제 및 데스모테플라제를 비롯한 재조

합 형태들이 포함됨이 이해되어야 한다. 용어 "조직 플라스미노겐 활성제" 및 "tPA"는 추가로 단일사슬 형태

(sc-tPA), 상기 2개 사슬 형태(ds-tPA) 및 이들의 혼합물을 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 tPA는 인간 tPA

또는 인간에서 유도된 tPA이다. 또한 tPA 동족체가 본 발명에 포함됨이 이해되어야 한다. 용어 "tPA 동족체"는

EC  3.4.21.68로 확인된 조직 플라스미노겐 활성제 폴리펩타이드의 동족체, 오쏘로그 및 파라로그, 그리고 EC

3.4.21.68로  확인된  조직  플라스미노겐  활성제  폴리펩타이드와  70%보다  큰  상동성을  갖는  다른  서열을

가리킨다. 일부 구현예에서, 상기 tPA는 단일사슬 형태, 예컨대 ALTEPASETM 형태이다.

본원에서 사용되는 용어 "치료하다", "치료하는", "치료" 및 이들의 문법적 변형에는 장애 또는 병태, 예컨대[0056]

ISALI 질환의 수반되는 증상들 중 하나 이상을 부분적으로 또는 완전히 지연, 완화, 개선, 또는 이들의 세기를

감소시키는 것, 및/또는 장애 또는 병태, 예컨대 ISALI 질환의 하나 이상의 원인을 완화, 개선 또는 방해하는

것이 포함된다. 본 발명에 따른 치료는 방지차원으로, 예방 차원으로, 임시처방 차원으로 또는 치료 차원으로

적용될 수 있다. 일부 예에서, 용어 "치료하다", "치료하는", "치료" 및 이들의 문법적 변형에는, 상기 대상체

의 치료 이전과 비교하여, 또는 일반적인 또는 연구모집단에서 그와 같은 질환 또는 증상의 발생빈도와 비교하

여, ISALI 질환과 관련된 병태 또는 증상을 부분적으로 또는 완전히 감소시키는 것이 포함된다. 일부 구현예에

서, ISALI 질환에는 하기 중 하나 이상이 포함된다: 산소화 감소, 기도폐색(중증 기도폐색 포함), 섬유성 기도

원주 또는 잔해 및 폐포 피브린 침착. 일부 구현예에서, ISALI 질환은 출혈의 발생빈도 감소로 치료된다.

용어 "진동 메쉬분무기"는 본원에서 미세-입자, 저-속도 에어로졸를 생성하기 위해 다수의 구멍(개구판)이 있는[0057]

함께 진동메쉬 또는 판을 사용하는 일반적인 원리로 작동하는 모든 분무기를 가리킨다. 일부 분무기는 1000 내

지 7000개 구멍이 있는 메쉬/막을 함유할 수 있고, 상기 메쉬/막은 액체저장기의 상부에서 진동한다(참고,예를

들면, U.S. 특허 공보 20090134235 및 Waldrep and Dhand 2008, 각각은 참고로 본원에 편입되었다). 일부 구현

예에서, 상기 진동 메쉬분무기는 AERONEB® 프로페셔널 분무기, Omron MICROAIR®, Pari EFLOW® 또는 EZ 브리

드 아토마이저이다. 일부 측면에서, 진동 메쉬분무기는 진동주파수가 약 50~250kHz, 75~200kHz, 100~150kHz 또

는 약 120kHz이다. 이들 장치는 폐에 에어로졸을 전달하는 효율이 높고, 이들 장치에 잔존하는 액체의 용적은

최소인데, 플라스미노겐 활성제와 같이 값비싸고 강력한 화합물에 이로운 요인이다. 

III.실시예 [0058]

하기 실시예들은 본 발명의 바람직한 구현예들을 실증하기 위해 포함되었다. 하기 실시예들에 개시된 기법들은[0059]

본 발명의 실행 시 제대로 기능을 하는 본 발명가에 의해 발견된 기법들이며, 따라서 본 실행을 위한 바람직한

방법들을 구성하는 것으로 간주될 수 있음을 당해분야의 숙련가들에 의해 인정되어야 한다. 그러나, 당해기술의

숙련가는, 본 개시 내용에 비추어, 개시된 특정구현예에 수많은 변형이 이루어질 수 있으며, 그럼에도 본 발명

의 사상 및 범위에서 벗어나지 않으면서 유사한 결과를 획득할 수 있음을 이해해야할 것이다. 

실시예 1 - 블레오마이신으로 유도된 ALI가 있는 마우스에서 재조합 scuPA의 기관내 전달이 BAL uPA 활성을 증[0060]
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가시킨다

0일째에 C57/B6 마우스에서 2.5U/kg 블레오마이신으로 ALI를 유도하였다(n=10 동물/그룹). 매일 상기 마우스에[0061]

마이크로분무기를 통해(100㎕)  한 마리 당 25,000 U; 167 ㎍의 재조합 인간 scuPA를 투여하였다. 7일째, scuPA

의 마지막 마이크로분무기를 투여하고 4 시간 후, BAL을 수득하였다. 아미드분해 기질 S-2444(직접적으로 + 5

시간  동안  1mU/ml  플라스민으로  배양한  후)를  사용하여  uPA  활성을  측정하였다.  상기  결과는  도  1에

나타내었다.  플라스민 치료 후 uPA  활성의 증분은 상기 분무된 scuPA의 일부가 폐포 내벽액에 온전히 남아

있고, 체내에서 플라스민에 의한 활성화를 위해 여전히 이용가능함을 시사하였다. 폐 또는 전신 출혈이 발생하

지 않았다. 이들 데이타는 분무화된 scuPA가 외상-유도된 AL에서 세척 섬유소 용해 활성을 증가시키고 내성이

좋음을 보여주는 이전의 보고(Munster 등, 2002)의 내용들을 확인해준다. 또한 조사 결과는 scuPA의 내구성 섬

유소 용해 활성(분무주입 4시간 후, 실질적인 증가)이 ALI가 있는 폐에서 발생되었음을 보여준다.

실시예 2 - 분무화된 scuPA가 기도 원주를 용해하고, ISALI가 있는 양의 BAL에서 검출가능하다 [0062]

양에게 분무화된 scuPA를 투여하였다(ISALI의 유도 4시간 후, 투여1회 당 2mg 시작, 4시간 마다 48시간 동안).[0063]

기도 원주 부하(폐색 스코어 12)가 4  시간마다 분무화된 tPA  4mg을 투여한 양의 범위에 속하였다(비히클 중

20.7을 ISALI가 있는 양에게 투여한 경우와 비교)(Enkhbaatar 등,2004b). 도 2에 나타낸 바와 같이, 양의 BAL

(기관지폐포 세척)에는 형광측정 분석에 의한 검출가능한 기준선 uPA 활성이 없었으나(선 2), scuPA 투여 후 인

간 uPA 항원과 관련된 검출가능한 uPA 활성이 있었고(선 3), uPA 항원 및 활성은 마찬가지로 scuPA-투여 동물에

서 유래된 폐 균질물에서 발견되었다(선 4). 선 1: uPA 표준.

실시예 3 - 분무화된 scuPA가 기도 원주를 용해하고, ISALI가 있는 양의 BAL에서 검출가능하다 [0064]

또한  생리적으로  완충된  염수  또는  정상  식염수  중  하나에  용해시키고,  이어서  두  가지  유형의  진동[0065]

메쉬분무기,  EZ  브리드 아토마이저 및 AeroNeb  프로 분무기를 사용하여 분무화한, scuPA를 1mg/mL  함유하는

scuPA 용액에 대한 연구를 수행하였다. scuPA는 두 가지 액체 캐리어에서 쉽게 용해되었다. 분무화 전과 후의

scuPA의 활성이 분무화 조건(예를 들면, 용액 형성, 상기 분무기에서 분무화 공정에서의  전단 및 온도)에 의해

영향을 받지 않음을 확인하였다. 또한, scuPA 용액에 대한 중앙 기하학적 입자크기가, 좁고 허용가능한 크기 분

포를 갖는 3~4 마이크론임을 확인하였다. 재료, 방법 및 결과가 하기에 제공되었고, 절차의 도식은 도 3에 제공

하였다.

포스페이트 완충 염수 및 멸균 염수 제제:[0066]

상기 포스페이트 완충 염수(DPBS, Lot 14190-250, Gibco)을 Biostore at UT-Austin에서 구매하였다. PBS의 조[0067]

성은 표 1에 나타내었다.

표 1

[0068]

상기 PBS의 pH는 7.3±0.1이었다. 멸균 염수는 B.Braun Medical Inc(Lot J1H573)에서 구매하였다. 두 가지 제[0069]

제를 주위 실온에서 보관하였고, 과도한 열을 받지 않게 하였다. 

장치 도입:[0070]

실험을 위해 EZ 브리드 아토마이저 분무기 및 AeroNeb 프로 분무기를 사용하였다. Aeroneb® 프로페셔널 분무기[0071]
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시스템(진동 메쉬, Aerogen, Galway)은 다중 환자 사용을 위해 휴대가 쉬운 의료기기다. Aeroneb®은 일반적인

용도의 분무기와 함께 사용하는 것이 승인된 흡입용 의사-처방약을 에어로졸화하기 위한 것이다. EZ 브리드 아

토마이저(진동 메쉬, Nephron Pharmaceuticals Corporation, USA)은 액체 약물을 에어로졸 형태로 공기 중에

분사하여, 사람이 들여마시도록 의도된 장치이다. 이들 장치는 기계적 환기 또는 기타 양압 숨쉬기 보조를 받거

나 또는 받지 않는 환자에 의해 사용될 수 있다. 

Scu-PA 용액 제제:[0072]

8개 바이알(각각 scu-PA 3.5mg /mL 함유)을 수득하여 -80℃에서 보관하였다. 두 종류의 scu-PA 용액을 만들기[0073]

위해, 하기의 방식으로 용액을 제조하였다:

A. scu-PA 바이알이 용액으로 용융될 때까지 실온에(20℃-25℃) 두었다. 6mL 주사기를 사용하여, 상기 바이알에[0074]

서 용액 2mL를 취해 새로운 10mL 바이알에 옮겼다. 

B. 21-게이지바늘이 부착된 6mL 주사기를 사용하여, 멸균된 포스페이트완충 염수(또는 멸균 염수) 3mL를 하나의[0075]

바이알에 주입하였다. 모든 scu-PA 용액이 균일해질 때까지 상기 내용물을 수작업으로 진탕하였다. 이어서, 상

기 용액을 멸균된 포스페이트 완충 염수(또는 멸균 염수)로 최종농도 1mg/mL으로 희석하였다. 

기하학적 입자-크기분포(PSD) 실험:[0076]

두 가지 분무기에 샘플로 두 가지 종류의 scu-PA(농도 1mg/mL)를 5mL씩 로딩하고, 별도로 공시험 대조군으로서[0077]

순수 염수 및 순수 PBS를 로딩하였다(총 8개 샘플). Malvern Spraytec을 사용하여, 기하학적 입자-크기 분포

(PSD)를 측정하였다. 표준분무화 절차를 5회 수행하였다; 1회당 5초 동안 지속하였다. 모든 측정은 주위실온,

기압 및 습도에서 이루어졌다.

추가 연구를 위해 분무기에서 수집된 샘플:[0078]

10 초 후, 분무화 절차를 시작하여, 에어로졸 발생이 안정화될 때까지 수행하고, 그후 분무화된 출력 scu-PA의[0079]

500㎕ 샘플(총 4개 샘플)을 수집하여, 이어서 -80℃의 냉장고에서 동결시켰다. 표 2에 나타낸 바와 같이 6개 샘

플을 제조하였다.

표 2

[0080]

결과:[0081]

표 3은 샘플의 기하학적 입자-크기 분포(PSD) 정보(n=5)를 나타내고, 도 4는 분무화 이후 각 샘플의 활성을 나[0082]

타낸다.
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표 3

[0083]

이들 결과를 기반으로, scuPA 용액을 최상의 분무기를 식별하는데 초점을 맞춰 분무화을 위해 최적화하였다. 분[0084]

무기 투여에 대해 연구되는 기타 파라미터에는 처리 파라미터(예를 들면, scuPA 활성을 위한 최적의 용액 조성

물, 공기역학적 특성(예컨대, 미세입자 분획), 대량 중앙공기 역학적 직경 및 총방출된 용량)의 효과, 분무화

중 scuPA 활성에 미치는 온도효과(예를 들면, 상이한 분무기 기전 유형을 사용) 및 scuPA 활성에 미치는 액체의

전단 효과(예를 들면, 원자화 압력, 초음파 진동, 메쉬 크기)를 확인하는 것이 포함된다.

실시예 4- PFC 중 tPA  현탁액은 안정적이고 tPA 활성을 보존한다  [0085]

도 5는 PFC 중 tPA의 현탁액이 안정적이고, tPA 활성이 보존됨을 보여준다. 이들 연구의 경우, 10mL 주사기와[0086]

21 게이지바늘을 사용하여, 37℃에서 50 분 대기시간 동안 기관내 튜브(7mm 성인 기관 내 튜브)를 통해 tPA/PFC

현탁액(0.22mg/mL로 만든 tPA-PFC 현탁액 18mL)을 주입하였다. 상기 tPA가 적절히 습윤되었으며, PFCs에서 덩어

리가 작은 입자로 잘게 부서졌음에 주목하였다. tPA 투여에 대해 연구되는 기타 파라미터에는 처리 파라미터(예

를 들면, 상기 tPA의 입자 크기 감소, 상기 PFC의 점도, 수득된 tPA-PFC 현탁액, 상기 tPA-PFC 현탁액의 고형물

함량  및 상기 tPA 활성에 대한 기관지 내시경 중 이것이 투여에 미치는 효과)의 효과를 확인하는 것이 포함된

다. 상기 scuPA-PFC 개입의 제형을 분석하기 위해 동일한 접근법을 사용하였다. 

PFC  및  피브리놀리신은  부가적으로  폐포  피브린의  청소  및  향상된  결과뿐만  아니라  기도잔해  제거를[0087]

증진시켰다. 특이적으로, 상기 PFC는 호흡기 기체 교환을 지원하면서 1) 상기 기도 원주의 용해 및 이탈; 및 2)

기도 및 폐포 잔해의 제거를 촉진하는 피브리놀리신을 효과적으로 전달한다. 기계론적으로, PFC는 효과적으로

폐 용적을 동원한다. PFC 액체의 낮은 표면장력을 감안할 때, PFC는 폐를 통해, 잠재적으로 원주 및 기도벽 사

이로 피브리놀리신을 분산시킴으로써, 새로운 원주의 형성 속도를 늦추면서 형성되는 원주를 부순다. 상기 PFC

가 폐에서 기화되면서, 상기 피브리놀리신은 잔존하여 추가로 기도 원주 및 폐포 피브린을 용해시키는 역할을

한다. PFC 현탁액의 재투여시, 상기 PFC 용적은 추가의 약물을 침착시킬 뿐만 아니라, 원주 및 폐포 잔해를 제

거한다. 상기 PFC가 압축이 불가능하기 때문에, 이것은 손상된 작은 기도에 삽입되어 개방하고, 그럼으로써 동

원을 돕는다. PFC와의 접촉은 또한 사실상 모든 형태의 ALI에서 작은기도 및 폐포의 조직인자에 의해 개시되는,

응고의 감쇠를 통해 기저상피를 보호할 수 있다. 인-라인(in-line) 흡인으로, 밀도가 더 낮은 잔해가 비교적 밀

도가 더 높은 PFC 중에 부유하고, 이것은 기도 피브린 원주 단편 및 잔해의 제거를 용이하게 한다.

***[0088]

본원에 개시되고 청구된 모든 방법은 본 개시내용에 비추어 과도한 실험 과정 없이 이루어지고 실행될 수 있다.[0089]

본 발명의 조성물 및 방법이 바람직한 구현예의 측면에서 기재되었으나, 본 발명의 개념, 사상 및 범위에서 벗

어나지 않으면서, 본원에 기재된 방법, 기재된 방법의 단계들 또는 단계들의 순서에 변화가 적용될 수 있음은

당해분야의 숙련가들에게 명백할 것이다. 더 구체적으로, 화학적으로 그리고 생리적으로 관련된 어떤 제제들이

본원에 기술된 제제로 치환되어 동일한 또는 유사한 결과가 달성될 수 있음이 명백할 것이다. 당해분야의 숙련
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가에게 명백한 모든 그와 같은 유사한 대체물 및 변형은 첨부된 청구항들에 의해 정의된 바와 같이, 본 발명의

사상, 범위 및 개념 내에 속하는 것으로 간주된다.

참조문헌[0090]

하기 참조문헌들은, 본원에 명시된 내용에 예시적 절차 또는 기타 세부 보충 사항들을 제공하는 범위에서, 특이[0091]

적으로 본원에 참고로 편입되었다.

[0092]

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5
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