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본 발명은 의약으로서 사용하기 위한 칸나비디올(CBD) 유형 칸나비노이드 화합물에 관한 것이다. CBD-유형 칸나

비노이드, 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH  CBDV)은 칸나비디바린(CBDV)의 대사산물이다. 칸나비노이드는 합성
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OH CBDV의 효능을 입증하는 데이터가 개시된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

의약으로서 사용하기 위한 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV).

청구항 2 

제1항에 있어서, 6-OH CBDV는 합성 화합물의 형태인 것인 6-OH CBDV.

청구항 3 

제1항에 있어서, 6-OH CBDV는 순수한 또는 분리된 화합물의 형태인 것인 6-OH CBDV.

청구항 4 

선행하는 청구항 중 어느 한 항에 있어서, 6-OH CBDV의 용량은 100 mg/kg/일보다 큰 것인 6-OH CBDV.

청구항 5 

선행하는 청구항 중 어느 한 항에 있어서, 6-OH CBDV의 용량은 100 mg/kg/일 미만인 것인 6-OH CBDV.

청구항 6 

6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV) 및 하나 이상의 제약학적으로 허용되는 부형제를 포함하는 의약으로서

사용하기 위한 조성물.

청구항 7 

간질(epilepsy)의 치료에 사용하기 위한 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV).

청구항 8 

제7항에 있어서, 치료되는 간질은 포유류의 간질인 것인 6-OH CBDV.

청구항 9 

제8항에 있어서, 포유류는 인간인 것인 6-OH CBDV.

청구항 10 

제8항에 있어서, 포유류는 개인 것인 6-OH CBDV.

청구항 11 

6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV)의 제조 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 의약으로서 사용하기 위한 칸나비디올(cannabidiol, CBD) 유형 칸나비노이드(cannabinoid) 화합물에[0001]

관한 것이다.

CBDV-유형 칸나비노이드, 6-하이드록시 칸나비디바린(cannabidivarin)(6-OH  CBDV)은 칸나비디바린(CBDV)의 대[0002]

사산물이다.

칸나비노이드는 합성 수단에 의해 제조될 수 있다.[0003]

본원에는 질환의 모델에서 6-OH CBDV의 효능을 입증하는 데이터가 개시된다. 더불어, 6-OH CBDV의 제조 방법이[0004]

기술된다.
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배 경 기 술

칸나비노이드는 칸나비스 식물의 구성성분 또는 칸나비노이드 수용체 CB1 또는 CB2의 내인성 작용물질(엔도칸나[0005]

비노이드)에 구조적으로 또는 약리적으로 관련된 천연 및 합성 화합물이다. 자연계에서 이들 화합물이 생성되는

유일한 방법은 칸나비스 식물에 의한 것이다. 칸나비스는 칸나비스 사티바(Cannabis sativa), 칸나비스 인디카

(Cannabis  indica),  및 칸나비스 루데랄리스(Cannabis  ruderalis)(때로 칸나비스 사티바의 일부로 여겨짐)를

포함한, 칸나바세아(Cannabaceae) 과의 개화식물 속이다.

칸나비스 식물은 화합물의 매우 복잡한 혼합물을 포함한다. 적어도 568개의 독특한 분자가 확인되었다. 이들 화[0006]

합물 중에 칸나비노이드, 테르페노이드(terpenoids), 당, 지방산, 플라보노이드, 기타 탄화수소, 질소 함유 화

합물, 및 아미노산이 있다.

칸나비노이드는 그것의 생리적 효과를, 한정하는 것은 아니지만, 아드레날린 수용체, 칸나비노이드 수용체(CB1[0007]

및 CB2), GPR55, GPR3, 또는 GPR5를 포함한 다양한 수용체를 통해 발휘한다. 칸나비스 식물에 존재하는 주요 칸

나비노이드는 칸나비노이드 산 △9-테트라하이드로칸나비놀산(△9-THCA) 및 칸나비디올산(CBDA)이며 각각의 중

성(탈카르복실화된) 칸나비노이드가 소량 있다. 더불어, 칸나비스는 저수준의 다른 미량(minor) 칸나비노이드를

함유할 수 있다. "Chemical  composition,  pharmacological  profiling,  and  complete  physiological  effects

of  these  medicinal  plants,  and  more  importantly  the  extracts  from  cannabis,  remain  to  be  fully

understood." Lewis, M. M. et al., ACS Omega, 2, 6091-6103(2017).

CBD를 함유한 칸나비스 식물로부터의 미정제 추출물은 질환 및 장애를 앓고 있는 환자에 의해 사용되어 왔다.[0008]

그러나, 그러한 미정제 생성물은 제약학적 제형에 사용하기에는 부적합하다. 질환 또는 장애를 치료하는 데 사

용하기 위해 보다 일관된 CBD 제제를 제조하고자 하는 사람들은 CBD를 합성적으로 제조하거나 또는 식물 유래된

칸나비노이드로부터 CBD 이외의 모든 화합물, 특히 THC와 같은 향정신성 화합물을 제거하려고 시도하기 위해 공

동의 노력을 기울였다. 예를 들어 US 2014/0298511 참고.

본 발명은 CBDV의 대사산물이 치료 효능을 가지고 있다는 놀라운 발견을 포함한다. 이 화합물, 6-하이드록시 칸[0009]

나비디바린(6-OH CBDV)은 합성에 의해 제조되어 정제된 형태로 사용될 수 있다.

칸나비노이드는 많은 것이 칸나비스 식물로부터 자연적으로 유래되거나 화학적 합성을 통해 합성적으로 제조될[0010]

수 있는 부류의 화합물이다.

칸나비스에 의해 생성된 100개 이상의 상이한 칸나비노이드가 확인되었다. 이들 칸나비노이드는 다음과 같이 상[0011]

이한 그룹으로 나누어질 수 있다: 파이토칸나비노이드(phytocannabinoid); 엔도칸나비노이드 및 합성 칸나비노

이드(신규한 칸나비노이드이거나 파이토칸나비노이드 또는 엔도칸나비노이드의 합성에 의해 제조된 버전일 수

있음).

파이토칸나비노이드는 자연으로부터 기원하며 칸나비스 식물에서 발견될 수 있는 칸나비노이드이다. 파이토칸나[0012]

비노이드는 고도로 정제된 추출물을 생성하기 위해 식물로부터 분리될 수 있다. 파이토칸나비노이드는 식물 물

질로부터 칸나비노이드를 추출하기 위해 사용된 방법에 따라 중성(탈카르복실화된 형태) 또는 카르복실산 형태

로서 얻어질 수 있다. 예를 들어, 카르복실산 형태를 가열하면 카르복실산 형태의 대부분이 중성 형태로 탈카르

복실화되는 것을 유발할 것으로 알려져 있다. 파이토칸나비노이드는 식물로부터만 생성될 수 있지만, 파이토칸

나비노이드의 버전들이 화학적 합성을 통해 합성적으로 제조될 수 있다.

엔도칸나비노이드(Endocannabinoid)는 포유류 중추신경계(뇌를 포함함) 및 말초신경계 전체에서 발현되는 칸나[0013]

비노이드 수용체, 및 칸나비노이드 수용체 단백질에 결합하는 내인성 지질-기반 역행 신경전달물질(retrograde

neurotransmitter)이다. 엔도칸나비노이드 시스템은 생식력, 임신, 산전 및 산후 발달, 식욕, 통증-감각, 기분,

및 기억을 포함한 다양한 생리적 및 인지적 과정을 조절하는데, 및 칸나비스의 약리적 효과를 매개하는데 관여

한다.

합성 칸나비노이드는 칸나비노이드-유사 구조를 가지며 식물에 의해서보다는 화학적 수단을 사용하여 제조되는[0014]

화합물이다.

특정 칸나비노이드가 아래에서 보다 상세하게 기술된다.[0015]

칸나비디올(CBD)은 삼속 식물(칸나비스 사티바)과 같은 칸나비스 종의 주요 칸나비노이드 구성성분이다. 다른[0016]

칸나비노이드, 예컨대 THC와 달리, 칸나비디올은 CB1 또는 CB2에 결합하지 않거나, 또는 수용체에의 결합은 약
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리적 효과를 유도하는 관점에서 무시될 정도이다. 그러므로, 칸나비디올은 CB1 또는 CB2 수용체에 의해 매개된

중추 또는 말초 신경계 효과를 유발하지 않는다. CBD는 거의 또는 전혀 향정신성(칸나비모방성) 활성을 갖지 않

으며 그것의 분자 구조 및 특성은 다른 칸나비노이드의 그것들과 실질적으로 상이하다.

CBD 및 CBDV 투여는 대체 치료에 반응할 수 있는 다양한 질환 및 장애에 대한 대체 치료를 제공하기 위한 시도[0017]

에서 연구 대상이 되었다.

CBD 및 CBDV의 대사를 측정하기 위해 동물에서 많은 연구가 시행되었다. CBD 및 CBDV의 약동학은 주로 실질적인[0018]

초회 통과 효과(first pass effect)로 인해 복잡하다. 이것은 계속해서 인간 및 다른 종에서 경구 CBD의 생체이

용률이 불량해지도록 한다.

CBD의 가장 풍부한 대사산물은 CBD의 하이드록실화된 7-카르복시 유도체로 다음을 들 수 있다: 2"-OH-7-COOOH,[0019]

3",4",5"-트라이노르 CBD; CBD-글루쿠로니드; 4"-OH-7-COOH CBD; 2"-OH-7-COOH CBD; 10-OH-7-COOH CBD; 3"-OH-

7-COOH CBD; 7-OH-3"-COOH, 4",5"-다이노르 CBD; 7-COOH-8,9-다이하이드로-8,9-다이OH CBD; 1"-OH-7-COOH CBD;

6-OH-42-COOH,  5"-노르 CBD;  6-OH-3"-COOH,  4",5"-다이노르 CBD;  7-COOH  CBD;  7-OH-4"-COOH,  5"-노르 CBD;

4"-COOH, 5"-노르 CBD; 7-OH CBD; 8,9-다이하이드로-7,8,9-트라이OH CBD; 칸나비디올; 3"-COOH, 4",5"-다이노

르 CBD; 2"-COOH, 3",4",5"-트라이노르 CBD; 2",6-다이OH, 3",4",5"-트라이노르 CBD6,7-다이OH CBD; 7-OH-1"-

COOH, 2",3",4",5"-테트라노르 CBD; 6-OH CBD; 7-OH-5"-COOH CBD; 1"-COOH, 2",3",4",5"-테트라노르 CBD; 6-

OH-1"-COOH, 2",3",4",5"-테트라노르 CBD 및 6-OH-5"-COOH CBD(Ujvary and Hanus, 2016).

비록 어떤 대사산물이 CBDV 분자에 대해 발생하는지는 현재 알려진게 없어도, 유사한 대사산물이 CBD에 대한 것[0020]

과 같이 CBDV에 대해서도 존재할 가능성이 있지만, 대사산물은 CBD 분자 상에 존재하는 펜틸 측쇄보다는 프로필

측쇄를 가질 것이다.

특허 US 6,630,507호는 칸나비디올의 수많은 유사체를 기술한다. 화합물 6-OH CBD가 문헌에서 상세하게 기술되[0021]

지만 이 화합물이 치료제로서 임의의 효능을 가질 수 있다는 증거를 제공하는 것으로 나타난 데이터는 없다.

테트라하이드로칸나비놀(THC)은 칸나비스의 중요한 향정신성 구성성분이다. THC는 CB1 및 CB2 수용체에서의 부[0022]

분 작용물질이다. 합성 THC 또는 드로나비놀(dronabinol)은 AIDS 환자의 식욕 상실 및 암 화학요법에 의해 유발

된 메스꺼움 및 구토의 치료를 위해 승인된다.

칸나비스 사티바에서 확인된 100개를 넘는 천연 칸나비노이드 중에서, 7개가 CBD-유형 화합물로서 분류되었고,[0023]

이들  칸나비노이드는  CBD와  동일한 절대 구성을 가진다.  이것들은:  CBD,  칸나비디올산(CBDA),  칸나비디바린

(CBDV),  칸나비디바린산(CBDVA),  칸나비디올-C1(CBD-C1),  칸나비디올-C4(CBD-C4),  칸나비디올-C6(CBD-C6)  및

칸나비디올 모노메틸 에테르(CBDM)이다.

칸나비디올산(CBDA)은 CBD가 칸나비스 식물에서 존재하는 주요 형태이다. 그것은 탈카르복실화 후에 CBD로 전환[0024]

된다.

칸나비디바린(CBDV)은 CBD의 유사체로, 2개의 메틸렌 가교에 의해 단축된 측쇄를 가진다. CBDV는 비-향정신성[0025]

칸나비노이드이며 간질(epilepsy)의 마우스 모델에서 항-경련 활성을 가지는 것으로 나타났다.

칸나비디오르콜(cannabidiorcol)로도 알려져 있는 칸나비디올-C1(CBD-C1)은 CBD의 유사체로, 4개의 메틸렌 가교[0026]

에 의해 단축된 측쇄를 가진다. CBD-C1은 CBD를 생성하는 식물에서 자연적으로 발생하지만 어떠한 치료 효과도

갖지 않는 것으로 나타났다.

노르-칸나비디올로도 알려져 있는 칸나비디올-C4(CBD-C4)는 CBD의 유사체로, 1개의 메틸렌 가교에 의해 단축된[0027]

측쇄를 가진다. CBD-C4는 CBD를 생성하는 식물에서 자연적으로 발생하며 본 발명 전에는 어떠한 치료 효과도 갖

지 않는 것으로 나타났다.

칸나비디올-C6(CBD-C6)은 CBD의 유사체로, 1개의 메틸렌 가교에 의해 증가된 측쇄를 가진다. CBD-C6은 CBD를 생[0028]

성하는 식물에서 자연적으로 발생하며 본 발명 전에는 어떠한 치료 효과도 갖지 않는 것으로 나타났다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 처음으로 화합물 6-하이드록시 칸나비디바린이 치료 이익을 가질 수 있음을 나타내는 데이터를 입증[0029]
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한다.

과제의 해결 수단

본 발명의 제1 측면에 따르면 의약으로서 사용하기 위한 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV)이 제공된다.[0030]

바람직하게  6-OH  CBDV는  합성  화합물로서  존재한다.  대안으로,  6-OH  CBDV는  순수한  분리된  화합물로서[0031]

존재한다.

바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 100 mg/kg/일보다 크다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 250 mg/kg/일보[0032]

다 크다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 500 mg/kg/일보다 크다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은

750 mg/kg/일보다 크다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 1000 mg/kg/일보다 크다. 보다 바람직하게 6-OH

CBDV의 용량은 1500 mg/kg/일보다 크다.

대안으로, 6-OH CBDV의 용량은 100 mg/kg/일 미만이다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 50 mg/kg/일 미만[0033]

이다. 보다 바람직하게 6-OH  CBDV의 용량은 20 mg/kg/일 미만이다. 보다 바람직하게 6-OH  CBDV의 용량은 10

mg/kg/일 미만이다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 5 mg/kg/일 미만이다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의

용량은 1 mg/kg/일 미만이다. 보다 바람직하게 6-OH CBDV의 용량은 0.5 mg/kg/일 미만이다.

본 발명의 제2 측면에 따르면 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV), 및 하나 이상의 제약학적으로 허용되는[0034]

부형제를 포함하는 의약으로서 사용하기 위한 조성물이 제공된다.

본 발명의 제3 측면에 따르면 간질의 치료에 사용하기 위한 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV)이 제공된다.[0035]

바람직하게 포유류의 간질이 치료된다. 보다 바람직하게 포유류는 인간이다. 대안으로, 포유류는 개이다.

본 발명의 제4 측면에 따르면 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV)의 제조 방법이 제공된다.[0036]

도면의 간단한 설명

발명의 구현예는 첨부되는 도면을 참조로 이하에서 한층 더 기술된다:[0037]

도 1은 마우스에서의 MEST 테스트에서 6-OH CBDV의 효과를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

칸나비노이드 및 그것의 약어[0038]

본 출원에서 기술되는 칸나비노이드가 그것의 표준 약어와 함께 아래에 열거된다.[0039]

[0040]

상세한 설명[0041]

실시예 1: 알파 6-하이드록시 칸나비디바린(6-OH CBDV)의 합성 제조 방법[0042]

이전에 기술된 것과 같이 화합물 6-OH CBDV는 칸나비디올의 대사산물이다.[0043]

아래에서 기술되는 합성 경로는 칸나비노이드 알파 6-OH CBDV를 제조하기 위해 사용될 수 있는 방법을 상세하게[0044]
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설명한다.

계획에서 R=C3H7이다.[0045]

무수 피리딘(20 mL) 중의 CBDV(5.00 g, 17.5mmol)에 아세트산 무수물(5.63 g, 5.20 mL, 55.2 mmol)을 첨가하고[0046]

용액을 4시간 동안 교반하였다. 다이클로로메탄(300 mL)을 첨가하고 용액을 물(200 ml), 1 M 염산(200 mL), 포

화 수성 중탄산 나트륨(200 mL)으로 세척하고, 건조시키고(MgSO4) 농축하여 CBDV 다이아세테이트(6.84 g, 정량

적)를 황색 오일로서 얻었고, 그것을 추가의 정제 없이 사용하였다.

빙초산(9 mL) 및 아세트산 무수물(4.96 g, 4.59 mL, 48.6 mmol) 중의 CBDV 다이아세테이트(4.00 g, 10.8 mmo[0047]

l)에 중크롬산 나트륨(3.86 g, 13.0 mmol)을 첨가하고 혼합물을 실온에서 4일 동안 교반하였다. 결과적으로 생

성된 용액을 물(150 mL)로 희석하고 다이에틸 에테르로 추출하였다(2 x 150 mL). 조합한 유기 추출물을 포화 수

성 중탄산 나트륨으로 세척하고(150 mL), 건조시키고(MgSO4) 농축하여 황색 오일을 얻었고 그것을 254 nm에서의

검출을 포함한 순상 조건(실리카 칼럼, 페트롤 중의 에틸 아세테이트의 5 → 33% 구배)하에 Biotage Isolera 자

동 크로마토그래피 시스템을 사용하여 정제하여 6-옥소-CBDV 다이아세테이트(1.40 g, 33%)를 무색 오일로서 얻

었다.

Rf = 0.36(에틸 아세테이트 - 페트롤, 1 : 4 부피/부피)[0048]

0℃의 다이에틸 에테르(50 mL) 중의 리튬 알루미늄 하이드라이드(0.58 g, 15.3 mmol)에 다이에틸 에테르(23 mL)[0049]

중의 6-옥소-CBDV 다이아세테이트(1.40 g, 3.64 mmol)를 첨가하고 혼합물을 실온에서 4시간 동안 교반하였다.

결과적으로 생성된 혼합물을 아이스 배스에서 냉각시키고 주의깊게 얼음물(100 mL)로 퀀칭하였다. 1 M 염산(60

mL)을 첨가하고 혼합물을 다이에틸 에테르(100 mL + 50 mL)로 추출하였다. 조합한 유기 층을 포화 식염수(100

mL)로 세척하고, 건조시키고(MgSO4) 농축하여 담황색 오일을 얻었고 그것을 254 nm에서의 검출을 포함한 순상

조건(실리카 칼럼, 페트롤 중의 에틸 아세테이트의 7 → 53% 구배)하에 Biotage Isolera 자동 크로마토그래피

시스템을 사용하여 정제하여 6-옥소-CBDV(0.70 g, 64%)를 백색 유리질 고체로서 얻었다.

Rf = 0.29(에틸 아세테이트 - 페트롤, 3 : 7 부피/부피)[0050]

[0051]

[0052]

결과적으로 생성된 물질은 알파 6-하이드록시-칸나비디바린(6-OH CBDV)인 것으로 확인되었다. 화합물은 C19H26O3[0053]

의 화학식 및 302.4 g/mol의 분자량을 가지는 황색 유리질 반고체 물질이다.

화합물의 순도를 HPLC에 의해 테스트하였고 96.7% 순수한 물질이 생성된 것으로 나타났다.[0054]

6-OH CBDV를 -20℃에서 보관하고 테스트에 필요할 때까지 빛으로부터 보호하였다.[0055]

실시예 2: 마우스에서 극상 전기충격 발작(MES) 테스트를 사용한 항경련 활성에 대한 6-하이드록시 칸나비디바[0056]

린(6-OH CBDV)의 평가

6-OH CBDV의 효능을 발작의 마우스 모델에서 극상(supramaximal) 전기충격 발작(MES) 테스트로 테스트하였다.[0057]

극상 전기충격 발작(MES) 테스트는 분자 및 표준 항간질 약물의 항-경련 특성을 평가하기 위하여 전임상적으로[0058]
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널리 사용된다(Loscher et al., 1991).

MES 테스트는 마우스가 대조군 동물의 100%에서 긴장성 뒷다리 신근 발작을 믿을 수 있게 유발하기에 충분한 강[0059]

도의 미리 결정된 양의 고수준의 전기 자극을 받는 매우 엄격한 모델이다. 그로써 MES 테스트는 항경련 활성의

엄격한 평가이다(Swinyard, 1985).

방법[0060]

나이브 마우스를 그들의 홈 케이지의 과정실에 적응시키고, 사료 및 물을 마음대로 이용할 수 있게 하였다.[0061]

동물에게 치료 그룹에 따라 복강내로 투약하였다.[0062]

비히클(치료 전 60분 전 복강내 10 ml/kg)은 1:1:18의 비히클 5% 에탄올, 5% 콜리포어 EL, 90% 식염수였다.[0063]

테스트 화합물인 알파 6-OH CBDV를 실시예 1에서 기술한 방법을 따라 제조하였다.[0064]

테스트 화합물인 6-OH CBDV를 치료 전 60분 전 복강내 10 ml/kg으로 제공된 3, 10, 30, 및 100 mg/kg의 용량으[0065]

로 투여하였다.

양성 대조군 발프로에이트를 250 mg/kg으로 사용하였다(치료 전 30분 전 복강내 10 ml/kg).[0066]

대조군 동물의 100%에서 긴장성 뒷다리 발작을 믿을 수 있게 유발하기에 충분한 강도의 미리 결정된 고수준(30[0067]

mA: 50 Hz)의 각막으로 전달된 전기충격(0.2초 기간) 후에 마우스를 긴장성 뒷다리 신근 발작의 발생에 대해 개

별적으로 평가하였다.

발작의 유도를 각 동물에 대해 존재(+) 또는 부재(0)로서 채점된 전부 또는 전무 효과로서 측정한다.[0068]

데이터를 각 동물에 대해 치료에 대해 모르는 관찰자에 의해 수집하고 각 치료 그룹에 대해 + 또는 0의 숫자로[0069]

서 표시하였다.

그런 후 관련 비히클 치료 그룹의 백분율 억제(비히클 치료된 대조군에 비교된 보호)를 생성하였다.[0070]

개별적인 치료 그룹과 비히클-치료 그룹 사이의 유의미한 차이를 양측 피셔 정확 확률 테스트를 사용하여 평가[0071]

하였다(p<0.05를 유의미한 것으로 간주함).

결과[0072]

아래의 표 1은 이 실험에서 생성된 데이터를 나타낸다.[0073]

테스트 전 30분 전에 복강내로 투여된 양성 대조군 발프로에이트(250 mg/kg) 치료 그룹에서, 모든 동물은 발작[0074]

을 갖지 않는 것으로 채점되었다. 이 결과는 비히클 대조군과 비교하여 통계적으로 유의미하다(p<0.001).

테스트 전 60분 전에 복강내로 투여된 6-OH CBDV 치료 그룹에서, 3 및 10 mg/kg 6-OH CBDV의 용량은 유의미하지[0075]

않은 비히클 대조군과 비교하여 발작에서 20%의 변화만을 유발하였다.

그러나, 30, 및 100 mg/kg 6-OH CBDV의 용량은 모든 마우스가 발작을 견딜 수 있게 하였고 비히클과 비교하여[0076]

통계적으로 유의미한 효과를 생성하였다(p<0.001).
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표 1

[0077]

결론[0078]

이들 데이터는 처음으로 화합물 6-OH CBDV에 대한 치료 효과를 입증한다.[0079]

이들 데이터는 이 칸나비노이드가 치료적 가치가 있을 수 있다는 지금까지 알려지지 않은 증거를 제공하기 때문[0080]

에 유의미하다.

실시예 3: 마우스에서 최대 전기충격 발작 한계값(MEST) 테스트를 사용한 항경련 활성에 대한 6-하이드록시 칸[0081]

나비디바린(6-OH CBDV)의 평가

6-OH CBDV의 효능을 전신 발작의 마우스 모델에서 최대 전기충격 발작 한계값(MEST) 테스트로 테스트하였다.[0082]

최대 전기충격 발작 한계값(MEST) 테스트는 테스트 화합물의 전- 또는 항-경련 특성을 평가하기 위하여 전임상[0083]

적으로 널리 사용된다(Loscher et al., 1991).

MEST 테스트에서 뒷다리 긴장성 신근 경련(tonic extensor convulsion)을 유도하는 데 필요한 발작 한계값 전류[0084]

를 변경시키는 약물의 능력을 "업앤다운" 충격 적정법에 따라 측정한다(Kimball et al., 1957). 발작 한계값의

증가는 항경련 효과를 나타낸다. 전신성 강직-간대성 발작(generalised tonic-clonic seizures)에 대해 임상적

으로 효능이 증명된 나트륨 채널 차단제(예컨대 라모트리진)를 포함한 항간질 약물은 전부 마우스에서의 이 테

스트에서 항경련 특성을 나타낸다.

역으로, 발작 한계값의 감소는 피크로톡신과 같은 알려져 있는 경련제로 관찰된 것과 같이 경련 촉진 효과를 나[0085]

타낸다.

전류(mA)로서 표시되는, 긴장성 뒷다리 신근 경련의 존재를 유도하기 위해 필요한, 자극 강도를 변경시키는 테[0086]

스트 화합물의 능력을 MEST로 평가한다. 치료 그룹의 50%의 동물에서 긴장성 뒷다리 신전을 발생시키는 전류

(CC50)로부터 관찰된 긴장성 뒷다리 신근 경련의 존재(+) 또는 부재(0)의 결과는 치료 그룹에 대한 발작 한계값

을 결정하며 그런 후 효과를 비히클 대조군 그룹의 CC50과 비교하였다.

방법[0087]

연구의 상세한 설명:[0088]

나이브 마우스를 그들의 홈 케이지의 과정실에 최대 7일 동안 적응시키고, 사료 및 물을 마음대로 이용할 수 있[0089]

게 하였다.

모든 동물의 체중을 연구를 시작할 때 측정하고 그룹 전체에서 체중의 평균 분포를 토대로 한 치료 그룹으로 무[0090]

작위로 배정하였다. 모든 동물에게 비히클, 3, 10, 또는 30 mg/kg의 6-OH CBDV, 2.5 mg/kg의 디아제팜 또는

250 mg/kg의 발프로산 나트륨을 복강내(i.p.) 주사를 통해 10 mL/kg으로 투약하였다.

단일 전기 충격으로부터, 비히클의 경우 투여 후 15분 후에, 각각 3, 10, 및 30 mg/kg의 6-OH CBDV의 경우 투여[0091]
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후 15, 15 및 30분 후에, 및 디아제팜 및 발프로산 나트륨의 경우 투여 후 30분 후에, 동물을 긴장성 뒷다리 신

근 경련의 발생에 대해 개별적으로 평가하였다.

치료 그룹 내의 첫 번째 동물에게 예상된 또는 추정된 CC50 전류에서 충격을 주었다. 후속 동물에 대해, 앞선 동[0092]

물로부터의 경련 결과에 따라 전류를 낮추거나 상승시켰다.

각 치료 그룹으로부터 생성된 데이터를 사용하여 치료 그룹에 대한 CC50 ± SEM 값을 계산하였다.[0093]

테스트 화합물:[0094]

비히클: (5% 에탄올, 5% 솔루톨, 90% 식염수)을 다음과 같이 제조하였다: 2 mL의 에탄올, 2 mL의 솔루톨을 36[0095]

mL의 식염수에서(1:1:18) 60℃로 가온하였다.

양성 대조군: 디아제팜을 2.5 mg/kg으로 사용하고 발프로산 나트륨을 250 mg/kg으로 사용하였다.[0096]

테스트 화합물인 알파 6-OH CBDV를 실시예 1에서 기술한 방법을 따라 제조하였다. 3, 10, 및 30 mg/kg(복강내)[0097]

의 6-OH CBDV를 1:1:18 에탄올:솔루톨:0.9% 식염수 제형으로 투여하였다.

샘플 수집:[0098]

각각의 동물을 1986년 동물(과학적 절차)법의 별표 1에 따른 동물의 인도적 도살에 따라 두개골을 강타하여 뇌[0099]

를  파괴하고,  이어서  참수로  인한  순환의  영구적  중단을  확인함으로써  경련의  발생  직후  인도적으로

사망시켰다. 참수 후에 말초혈 및 뇌 수집을 수행하였다.

혈액을 리튬-헤파린 튜브에 수집하여 4℃에서 10분 동안 1500 x g에서 원심분리하였다. 결과적으로 생성된 혈장[0100]

을 제거하고(>100 μL) 안정화를 위해 100 μL의 아스코르브산(100 mg/mL)을 함유하고 있는 0.5 mL 에펜도르프

튜브에 2개의 부분표본으로 나누었다. 뇌를 제거하고, 식염수로 세척하고 이등분하였다. 각각의 절반을 별도의

2 mL 스크류 캡 냉동 바이알에 넣고, 무게를 측정하고 고체 이산화탄소 상에서 냉동시켰다.

통계적 분석[0101]

각 치료 그룹에 대한 데이터를 사용된 각각의 전류 수준에서 + 및 0의 숫자로서 기록한 후 이 정보를 사용하여[0102]

CC50 값(동물의 50%가 발작 행동을 보이는데 필요한 전류) ± 표준 오차를 계산한다.

6-OH CBDV 효과를 또한 비히클 대조군 그룹으로부터의 CC50의 백분율 변화로서 계산하였다.[0103]

약물  치료  동물과  대조군  사이의  유의미한  차이를  리치필드와  윌콕슨에  따라  평가하였다(Litchfield  and[0104]

Wilcoxon(1949)).

결과[0105]

아래의 표 2는 이 실험에서 생성된 데이터를 나타내며, 도 1은 이들 결과를 도시한다.[0106]

비히클 그룹에서, CC50 값은 25.7 mA인 것으로 계산되었다.[0107]

테스트  전  30분  전에  복강내로  투여된  양성  대조군  디아제팜(2.5  mg/kg)  치료  그룹에서,  CC50  값은  57.5[0108]

mA였다. 테스트 전 30분 전에 복강내로 투여된 발프로산 나트륨(250 mg/kg) 치료 그룹에서, CC50 값은 281.5 mA

였다. 이들 결과는 비히클 대조군에 비교하여 통계적으로 유의미하였다(p<0.001).

테스트 전 15, 15, 및 30분 전에 복강내로 투여된 6-OH CBDV 치료 그룹에서, 3, 10, 및 30 mg/kg 용량의 6-OH[0109]

CBDV는 화합물의 3가지 용량 전부에서 비히클과 비교하여 통계적으로 유의미한 CC50 값을 생성하였다.

그러한 데이터는 이 화합물이 치료적으로 유익할 것임을 나타낸다.[0110]
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표 2

[0111]

결론[0112]

6-OH CBDV는 MEST에서 용량-관련 증가를 유발하였으며, 이것은 이 화합물이 항경련 특성을 나타낸다는 증거를[0113]

제공한다. 유의미한 효과를, 비히클과 비교했을 때 3, 10, 및 30 mg/kg에서 관찰하였다.

이들 데이터는 이 칸나비노이드가 치료적 가치가 있을 수 있다는 지금까지 알려지지 않은 증거를 제공하기 때문[0114]

에 유의미하다.

도면

도면1
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