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명 세 서

청구범위

청구항 1 

대상자에서 시각 장애를 치료 및/또는 예방하는 약제의 제조를 위한 조성물의 용도로서, 상기 조성물은 약학적

으로 허용가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테롤을 포함하는 것인 용도.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 대상자는 안 내의 수정체의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애를 갖고 있거나, 또는

그 시각 장애에 걸릴 위험이 있는 것인 용도.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 시각 장애는 백내장, 선천성 백내장, 피질 혼탁(cortical opacities), 후방 수정체 피막

하 백내장, 노안, 핵경화증, 망막 퇴행성 질환, 레프숨병(Refsum disease), 스미스-렘리-오피츠 증후군(Smith-

Lemli-Opitz syndrome), 슈나이더 결정 각막 이영양증(Schnyder crystalline corneal dystrophy), 초자소구병,

노인성 황반 변성 및 당뇨병성 망막증으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 용도.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 라노스테롤은 크리스탈린 단백질 응집을 억제하는 것인 용도.

청구항 5 

대상자에서 백내장 또는 실명/손상된 시력을 치료하는 약제의 제조를 위한 조성물의 용도로서, 상기 조성물은

약학적으로 허용가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테롤을 포함하고, 상기 라노스테롤은 상기 대상

자의 안 내의 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)을 용해시키는 것인 용도.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 수정체 크리스탈린 단백질은 α-크리스탈린, β-크리스탈린 또는 y-크리스탈린 중 임의의

것인 용도.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물은 안과용 액제, 안과용 연고제, 안과용 세정제, 안구내

주입 용액제, 전방(anterior chamber)용 세정제, 내복약, 주사제, 또는 적출된 각막용 보존제로서 제제화되는

것인 용도.

청구항 8 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상자는 양서류, 파충류, 조류 및 포유류로 이루어진 군으로

부터 선택되는 것인 용도.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 포유류는 설치류, 고양이, 개, 돼지, 말 및 인간으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인

용도.

청구항 10 

크리스탈린 단백질의 아밀로이드 유사 피브릴을 용해시키기 위한 방법으로서, 크리스탈린 단백질의 아밀로이드

유사 피브릴을 용해시키기에 충분한 시간 및 지속시간으로 그 아밀로이드 유사 피브릴을 라노스테롤과 접촉시키

는 단계를 포함하는 방법.
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청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 방법은 동일계에서(in situ), 시험관내에서(in vitro) 또는 생체내에서(in vivo) 수행되

는 것인 방법.

청구항 12 

제10항에 있어서, 상기 방법은 임의 대상자에 대해 수행되는 것인 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 대상자는 인간인 방법.

청구항 14 

대상자에서 눈의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애를 치료 및/또는 예방하기 위한 키트로서, 약학적 유효량

의 라노스테롤의 제제, 약학적으로 허용가능한 담체 및 상기 제제의 투여가 상기 시각 장애를 치료 및/또는 예

방하도록 상기 제제를 투여하기 위한 사용설명서를 포함하는 것인 키트.

청구항 15 

대상자에서 시각 장애를 치료 및/또는 예방하기 위한 안과용 약학 조성물로서, 상기 조성물은 약학적으로 허용

가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테롤를 포함하는 것인 안과용 약학 조성물.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 조성물은 안과용 액제, 안과용 연고제, 안과용 세정제, 안구내 주입 용액제, 전방용 세

정제, 내복약, 주사제, 또는 적출된 각막용 보존제로서 제제화되는 것인 안과용 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원의 상호 참조[0001]

본 출원은 2014년 8월 22일에 출원된 미국 가특허 출원 제62/040,721호 및 2015년 7월 17일에 출원된 미국 가특[0002]

허 출원 제62/194,120호의 우선권의 이익을 주장하며, 이들의 내용은 그 전체가 본원에 참조로서 포함된다. 

기술 분야[0003]

본 발명은 시각 장애를 치료하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다.[0004]

배 경 기 술

본 발명은 일반적으로 안 내의 수정체의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애를 가지고 있거나, 해당 시각 장[0005]

애에 걸릴 위험이 있는 대상자에서 이러한 시각 장애를 치료하기 위한 스테롤 및 이의 용도에 관한 것이다.

발명의 내용

본 발명은 시각 장애를 치료 또는 예방하는 방법으로서, 유효량의 라노스테롤; 및 이의 프로드러그 또는 약학적[0006]

으로 허용가능한 염을, 그러한 장애의 치료 또는 예방을 필요로 하는 개체에 투여하는 단계를 포함하는, 시각

장애를 치료 또는 예방하는 방법을 제공한다. 

또한, 본 발명은 약학적으로 허용가능한 안과용 담체와 하기 화학식 I의 구조를 갖는 라노스테롤 및 이의 프로[0007]

드러그 또는 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 안과용 약학 조성물을 제공한다:
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[화학식 I][0008]

[0009]

본 방법의 다양한 양태에서, 시각 장애는 눈의 수정체의 기능, 선명도 및/또는 구조에 영향을 주는 안질환이다.[0010]

이러한 안질환은, 이에 제한되지는 않지만, 눈의 백내장, 눈의 노안, 및 눈 수정체의 핵경화증을 포함한다. 또

한, 시각 장애는 망막 변성, 예컨대 레프숨병(Refsum disease), 스미스-렘리-오피츠 증후군(Smith-Lemli-Opitz

syndrome, SLOS)과 슈나이더 결정 각막 이영양증(Schnyder crystalline corneal dystrophy, SCCD), 무베타지질

단백혈증 및 가족성 저베타지질단백혈증을 언급한 것이다.

한 실시양태에서, 본 발명은 치료적 또는 예방학적 유효량의 화학식 I의 스테롤을 대상자에게 투여함으로써 시[0011]

각 장애와 관련된 하나 이상의 증상을 경감시키는 방법을 제공한다. 본 방법의 다양한 양태에서, 해당 조성물은

국소, 결막하, 안구후, 안구 주위, 망막하, 맥락막위, 또는 안구내 투여된다. 본 발명의 스테롤을 투여받는 대

상자로는, 이에 제한되지는 않지만, 포유류, 조류, 양서류, 파충류 및 기타 척추동물들이 포함된다. 한 실시양

태에서, 해당 대상자는 말, 돼지, 개, 고양이, 설치류 및/또는 기타 애완동물이다. 또 다른 실시양태에서, 해당

대상자는 인간이다.

한 실시양태에서, 본 발명은 안과용의 약학적으로 허용가능한 담체 중에 본 발명의 스테롤을 포함하는 안과용[0012]

약학 조성물에 관한 것이다. 일부 실시양태에서, 해당 약학 조성물은 안과용의 약학적으로 허용가능한 담체 중

에 라노스테롤 또는 이의 유도체를 포함한다. 본 발명의 특정 실시양태에서, 해당 약학적으로 허용가능한 담체

는  물,  버퍼  또는  염화나트륨  용액이다.  일부  실시양태에서,  해당  약학적으로  허용가능한  담체는  무균

상태이다. 다른 실시양태에서, 해당 약학적으로 허용가능한 담체는 연고이다. 또 다른 실시양태에서, 해당 약학

적으로  허용가능한  담체는  겔이다.  겔은  당업자에게  잘  알려진  겔  제형화  재료,  예컨대  이에  제한되지는

않지만, 고점도 카복시메틸셀룰로오스, 하이드록시프로필메틸셀룰로오스, 산화폴리에틸렌 및 카보머를 사용하여

제제화될 수 있다. 해당 조성물의 일부 양태에서는, 해당 약학적으로 허용가능한 안과용 담체는 사이클로덱스트

린이다. 한 실시양태에서, 해당 사이클로덱스트린은 (2-하이드록시프로필)-β-사이클로덱스트린이다.

또한, 본 발명의 특정 실시양태는 시각 장애와 관련된 증상을 치료 및/또는 예방하는데 유용한 성분들을 포함하[0013]

는 키트도 고려하고 있다. 이러한 키트는 약학적으로 허용가능한 담체 중에 본 발명의 스테롤을 포함하는 용기

및 해당 시각 장애와 관련된 하나 이상의 증상이 경감 또는 예방되도록 본 발명의 스테롤을 투여하기 위한 사용

설명서를 포함한다. 이러한 시각 장애로는, 이에 제한되지는 않지만, 백내장, 노안 및 눈 수정체의 핵경화증이

포함된다. 또한, 시각 장애는 망막의 변성, 예컨대 레프숨병, 스미스-렘리-오피츠 증후군(SLOS)과 슈나이더 결

정 각막 이영양증(SCCD), 무베타지질단백혈증 및 가족성 저베타지질단백혈증을 언급한 것이다. 본원에서 고려되

는 일부 키트에 포함되는 용기는 점안액의 투여를 위한 점적기이다. 다른 실시양태에서, 해당 용기는 연고 또는

겔을  분배하기  위한  튜브이다.  또  다른  실시양태에서,  해당  용기는  약물  전달을  위한  임의  적절한  용기,

예컨대, 이에 제한되지는 않지만, 주사기, 또는 약물의 안과적 전달 또는 약물의 국소적 도포를 위해 적절한 용

기이다.

다른 양태에서, 본 발명은 단백질 응집의 억제 또는 예방 방법을 제공한다. 본 방법의 다양한 양태에서, 해당[0014]

단백질은 아밀로이드 형성 단백질 또는 기능손실 질병의 근원이 되는 단백질이다. 임의의 양태에서는, 해당 아

밀로이드 형성 단백질은 Hsp27, αA-크리스탈린, αB-크리스탈린, βB2-크리스탈린, βB1-크리스탈린, γD-크리

스탈린, Hsp22, Hsp20, 타우, 알파-시누클레인, IAPP, 베타-아밀로이드, PrP, 헌팅틴, 칼시토닌, 심방 나트륨

이뇨인자, 아포지질단백질 AI, 혈청 아밀로이드 A, 메딘, 프로락틴, 트랜스티레틴, 리소자임, 베타 2 마이크로

글로불린, 겔솔린, 케라토에피텔린, 시스타틴, 면역글로불린 경쇄 AL 및 S-IBM으로 이루어진 군으로부터 선택된

다. 다른 양태에서, 기능손실 질병의 근원이 되는 단백질은 돌연변이 β-글루코시다아제, 낭포성 섬유증 막관통

수용체, 헥소사미니다아제 A, 헥소사미니다아제 B, β-갈락토시다아제 및 알파-글루코시다아제로 이루어진 군으

로부터 선택된다.
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본 개시내용의 다른 특징들 및 이점들은 후술하는 상세한 설명으로부터 명백히 이해할 수 있을 것이다. 그러나,[0015]

해당 상세한 설명과 구체적인 실시예는, 본 개시내용의 특정한 실시양태를 나타내는 것이기는 하지만, 이러한

상세한 설명으로부터 당업자에게는 본 개시내용의 기술적 사상 및 영역 내에서 다양한 변화예 및 변형예가 명백

히 이해될 수 있으므로, 단지 예로서만 제공되는 것임을 이해하여야 한다. 해당 전체 문헌은 하나의 통합된 개

시내용으로서 관련되는 것으로 의도되며, 본원에 개시된 특징들의 모든 조합은, 이 특징들의 조합이 해당 문헌

의 동일한 문장, 또는 단락, 또는 섹션에서 함께 발견되지 않는다 하더라도, 고려되고 있는 것으로 이해해야 한

다. 전술한 것 이외에도, 본 발명은 추가의 양태로서, 위에서 구체적으로 언급된 변형예보다 어쨌든 범위가 더

좁은  본  발명의  모든  실시양태를  포함한다.  예를  들어,  본  발명의  양태가  하나의  특징을  "포함하

는"(comprising) 것으로 기술되는 경우, 실시양태는 해당 특징으로 "이루어지는"(consisting of) 또는 "필수적

으로 이루어지는"(consisting essentially of) 것도 포함한다.

한 실시양태에서, 본 발명은 약학적으로 허용가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테롤을 포함하는,[0016]

대상자에서 시각 장애를 치료 및/또는 예방하기 위한 약제 제조용 조성물의 용도를 개시한다. 상기 대상자는 안

내의 수정체의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애를 가지고 있거나, 또는 해당 시각 장애에 걸릴 위험이 있

다. 상기 대상자는 양서류, 파충류, 조류 및 포유류로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있으며; 여기서, 상기 포

유류는  설치류,  고양이,  개,  돼지,  말  및  인간으로  이루어진  군으로부터  선택될  수  있다.  또  다른

실시양태에서, 상기 시각 장애는 백내장, 선천성 백내장, 피질 혼탁(cortical opacities), 후방 수정체 피막하

백내장, 노안, 핵경화증, 망막 퇴행성 질환, 레프숨병, 스미스-렘리-오피츠 증후군, 슈나이더 결정 각막 이영양

증, 초자소구병, 노인성 황반 변성 및 당뇨병성 망막증으로 이루어진 군으로부터 선택되며, 라노스테롤은 크리

스탈린 단백질 응집을 억제한다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 약학적으로 허용가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테롤을 포함하[0017]

는, 대상자에서 백내장 또는 실명/손상된 시력을 치료하기 위한 약제 제조용 조성물의 용도를 개시하는데, 여기

서 상기 라노스테롤은 해당 대상자의 안 내의 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)을 용해시키며, 이때 상기

수정체 크리스탈린 단백질은 α-크리스탈린, β-크리스탈린 또는 α-크리스탈린 중 하나이다. 상기 언급한 조성

물은 안과용 액제, 안과용 연고제, 안과용 세정제, 안구내 주입 용액제, 전방(anterior chamber)용 세정제, 내

복약, 주사제, 또는 적출된 각막용 보존제로서 제제화될 수 있다. 

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 크리스탈린 단백질의 아밀로이드 유사 피브릴을 용해시키기에 충분한 양 및[0018]

지속시간으로 해당 아밀로이드 유사 피브릴과 라노스테롤을 접촉시키는 단계를 포함하는, 크리스탈린 단백질의

아밀로이드 유사 피브릴을 용해시키는 방법을 개시하는데, 여기서 상기 방법은 동일계에서(in situ), 시험관내

에서(in vitro) 또는 생체내에서(in vivo) 수행된다. 해당 방법은 양서류, 파충류, 조류 및 포유류로 이루어진

군으로부터 선택되는 대상자 상에서 수행될 수 있으며, 여기서 상기 포유류는 설치류, 고양이, 개, 돼지, 말 및

인간으로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 대상자에서 눈의 정상 구조에 영향을 주는 시각 장애를 치료 및/또는 예방하[0019]

기 위한 키트로서, 약학적 유효량의 라노스테롤 제제, 약학적으로 허용가능한 담체 및 상기 제제의 투여가 해당

시각 장애를 치료 및/또는 예방할 수 있도록 해당 제제를 투여하기 위한 사용설명서를 포함하는 것인, 키트를

개시한다. 또 다른 실시양태에서, 본 발명은 약학적으로 허용가능한 안과용 담체 및 약학적 유효량의 라노스테

롤을  포함하는,  대상자에서  시각  장애를  치료  및/또는  예방하기  위한  안과용  약학  조성물을  개시하는데;

여기서, 상기 조성물은 안과용 액제, 안과용 연고제, 안과용 세정제, 안구내 주입 용액제, 전방용 세정제, 내복

약, 주사제, 또는 적출된 각막용 보존제로서 제제화될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 안 내에서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관련된 백내장 또[0020]

는 실명/손상된 시력이 생길 위험에 처한 대상자를 확인 및/또는 치료하는 방법을 개시하는데, 상기 방법은 a)

대상자에서 라노스테롤 합성효소 활성의 양을 분석하는 단계; b) 라노스테롤 합성효소 활성의 양이 백내장 또는

실명/손상된 시력이 없는 대조군 집단의 라노스테롤 합성효소 활성의 양보다 적은지를 측정하는 단계로서, 여기

서, 대조군 집단보다 적은 라노스테롤 합성효소 활성의 양은 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관

련된 백내장 또는 실명 /손상된 시력이 생길 위험이 보다 높음을 의미하는 것인 단계; 및 c) 대상자의 눈 내에

서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성을 방지 또는 역전하기에 효과적인 양과 시간으로 해당 대상자

를 라노스테롤로 처리함으로써, 해당 대상자의 안 내에서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관련

된 백내장 또는 실명/손상된 시력이 생길 위험에 처한 대상자를 확인 및 치료하는 단계를 포함한다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 대상자의 안 내에서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관련된[0021]
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백내장 또는 실명/손상된 시력이 생길 위험에 처한 대상자를 확인 및/또는 치료하는 방법을 개시하는데, 상기

방법은 a) 라노스테롤 합성효소 유전자의 두 대립형질이 모두 라노스테롤 합성효소 발현 또는 활성을 감소시키

는 돌연변이에 영향을 받았는지를 측정하는 단계로서, 여기서 해당 라노스테롤 합성효소의 두 대립형질 내의 돌

연변이의 존재가 대상자의 안 내의 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관련된 백내장 또는 실명/손

상된 시력이 생길 위험을 증가시키는 것인 단계; 및 b) 대상자의 안 내에서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물

(들)의 형성을 방지 또는 역전하기에 효과적인 양과 시간으로 해당 대상자를 라노스테롤로 처리함으로써, 해당

대상자의 안 내에서 수정체 크리스탈린 단백질 응집물(들)의 형성과 관련된 백내장 또는 실명/손상된 시력이 생

길 위험에 처한 대상자를 확인 및 치료하는 단계를 포함한다. 한 실시양태에서, 라노스테롤 합성효소 유전자에

서의 돌연변이는 트립토판(W)을 아르기닌(R)으로 변화시키는 코돈 581에 존재하거나,  또는 글리신(G)을 세린

(S)으로 변화시키는 코돈 588에 존재한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 선천성 백내장을 유발하는 LSS에서 돌연변이를 확인하는 것을 나타낸 것이다. 도 1a는 질병에 걸린 (이[0022]

환) 가족들의 가계도 및 백내장 표현형을 나타낸다. 사각형 및 원형은 각각 남성과 여성을 가리킨다. 1은 야생

형 대립형질이고; W581R과 G588S는 두 돌연변이이다. 도 1b에서, 상측 패널은 질병에 걸리지 않은 개체와 동형

접합성 W581R 돌연변이를 갖는 질병에 걸린 아이(II-1)의 DNA 시퀀싱 데이터이고; 하측 패널은 질병에 걸리지

않은 개체와 동형접합성 G588S 돌연변이를 갖는 질병에 걸린 아이(IV-1)의 DNA 시퀀싱 데이터이다. 밑줄친 서열

은 핵산이 변화된 부분을 가리킨다. 도 1c에서, 좌측은 완전백내장에 걸린 제1 가계도(IV-1) 중에서 환자 1의

우측 눈에 대한 컬러 사진이며; 백내장에 걸린 동일한 가계도(IV-3) 중에서 환자 2의 우측 눈에 대한 컬러 사진

이다.

도 2는 LSS 돌연변이가 사이클라아제의 효소적 기능을 제거하였음을 보여주는 것이다. 도 2a는 수개의 종들: 호

모 사피엔스(Homo sapiens), 팬 트로글로다이테스(Pan troglodytes), 보스 타우루스(Bos taurus), 무스 무스쿨

루스(Mus musculus), 라투스 노르베기쿠스(Rattus norvergicus), 갈루스 갈루스(Gallus gallus), 및 다니오 레

리오(Danio rerio)에 걸쳐 LSS에서 W581R 및 G588이 보존되고 있음을 나타낸 것이다. 도 2b는 LSS 구조 및 LSS

W581R과 G588S 돌연변이의 영향을 컴퓨터로 모델링하여 나타낸 것이다. 컴퓨터 모델링 분석으로 C584에서 출발

하여 E578에서 끝나는 루프로서, 해당 루프의 끝단에 핵심적인 W581의 측쇄를 가져 스테롤을 안정시키는 루프가

확인된다. 해당 루프는 S-S 가교 및 E578-R639 염가교에 의해 고정된다. G588의 아미드 질소 N은 이전 나선형

턴의 C584과 상호작용을 하며, G588의 Ca  수소는 중요한 E578과 아주 근접하여 있어서, 동일한 지지 나선의

R639와 강한 염가교를 형성하게 된다. 해당 돌연변이 G588S는 세린의 측쇄가 해당 루프의 E578 잔기로 충돌함을

유발시키기 때문에 해당 구조와는 맞지 않다. 화살표는 돌연변이 측쇄의 위치를 가리키는 것이다. 도 2c는 스테

롤 함량에 대한 야생형 단백질(WT LSS) 및 LSS 돌연변이의 조작된 발현의 효과를 나타낸 것이다. 야생형 LSS는

라노스테롤 생성을 현저하게 증가시켰던 반면, W581R 돌연변이나 G588S 돌연변이 그 어느 것도 사이클라아제 활

성을 나타내지 않았다. 각 그룹에서 n=3이고; ***P<0.001임.

도 3은 라노스테롤이 여러 가지 크리스탈린 돌연변이 단백질들의 세포내 응집을 감소시켰음을 보여준다. 도 3a

는 사람 수정체 간세포 내의 크리스탈린 단백질 응집물의 공초점 이미지를 나타낸 것이다. 백내장을 유발하는

αA-크리스탈린의 Y118D 돌연변이는 p62 양성인 세포내 봉입체, 즉 아그레솜을 형성시켰다. 녹색은 eGFP-크리스

탈린 단백질이고; 적색은 p62이며; 청색은 핵이다. peGFP-N1로 감염된 세포를 대조군으로 사용하였다. 도 3b는

크리스탈린 응집물에 대한 LSS의 억제 효과에 대한 공초점 이미지를 나타낸 것이다. 도 3c는 돌연변이 LSS 또는

콜레스테롤이 아닌, 야생형 LSS(WT LSS)와 라노스테롤에 의한 크리스탈린 돌연변이 응집의 억제를 나타낸 것이

다. 도 3d는 LSS 돌연변이가 아닌, 야생형 LSS의 공동 발현에 의해 가용성인 αA-크리스탈린(Y118D) 돌연변이

단백질이 증가함을 보여주고 있다(pcDNA3.1-N-Flag와 공동 발현된 Y118D를 대조군으로 사용하였음). 세포 용해

물의 상청액 또는 불용성 분획의 웨스턴 블롯 분석에 의한 크리스탈린 단백질의 농도계측을 이용하여 정성 분석

을  수행하였다.  각  그룹에서  n=3이었고;  대표적인  웨스턴  블롯  분석은  도  9c에  나타나  있으며;  *P<0.05,

**P<0.01임.  도 3e는 이미 형성된 크리스탈린 응집물이 라노스테롤에 의해 재용해되는 것에 대한 공초점 이미

지를 나타낸 것이다. 도 3f는 여러 가지 백내장을 유발하는 돌연변이 크리스탈린 단백질에 의한 세포내 응집을

라노스테롤이 농도 의존성 방식으로 현저하게 감소시켰음을 보여주는 것이다(n=3, P<1×10
-4
). 콜레스테롤은 세

포내 응집을 감소시키지 않았다(n=3, P>0.1). 도 3g는 라노스테롤이 사람의 수정체 간세포 내의 여러 가지 크리

스탈린 돌연변이의 가용성 분획을 증가시켰음을 보여주는 것이다. n=3이고; P<0.001임. 도 3h는 사람의 수정체

간세포 내의 αA-크리스탈린 Y118D 응집물에 대한 DMSO, 콜레스테롤 또는 라노스테롤의 효과를 살아있는 세포에
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대한 연속된 영상으로 나타낸 것이다. 도 3i는 시간에 따른 세포내 크리스탈린 응집물의 용해에 대한 라노스테

롤의 효과에 대해 나타낸 것이다(3개의 생물학적 복제물로부터 n=22임). 평균 ± SD 값은 검정색 기호로 나타내

었다. 데이터는 단일 지수 감소 과정에 의해 최적화되었다(적색선).

도 4는 라노스테롤이 이미 형성된 크리스탈린 단백질의 아밀로이드 유사 피브릴을 재용해시켰음을 보여주는 것

이다. 도 4a는 리포솜 중에 콜레스테롤 또는 라노스테롤이 이입된 리포솜 비히클로 처리시킨 αA-크리스탈린 돌

연변이 단백질의 응집물에 대해 음성으로 염색된 TEM 사진을 나타낸 것이다. 라노스테롤 그룹 중에서 우측 컬럼

의 이미지는 좌측의 이미지를 5배 확대하여 나타낸 것이다. 도 4b는 크리스탈린 응집물의 재용해에 대한 라노스

테롤의 효과를 ThT 형광에 의해 나타낸 것이다(n=3). 도 4b(i)는 β/γ-크리스탈린 돌연변이에 관한 것이고; 도

4b(ii)는 α-크리스탈린 돌연변이에 대한 것이다. 각 막대 그래프는 3개의 독립된 샘플의 결과이다.

도 5는 라노스테롤이 백내장 중증도를 감소시켜 선명도를 증가시켰음을 나타낸 것이다. 도 5a는 라노스테롤로

치료한 백내장에 걸린 래빗의 수정체에서 수정체 선명도가 증가되었음을 보여주는 사진이다. 좌측의 도 5a(i)는

치료 전 사진이고; 우측의 도 5a(ii)는 치료 후의 사진이다. 도 5b는 라노스테롤의 치료 효과를 정량화한 상자

그림이다(n=13). 도 5c는 라노스테롤로 치료한 백내장에 걸린 개의 수정체에서 수정체 선명도가 증가되었음을

보여주는 사진이다. 좌측의 도 5c(i)는 치료 전 사진이고; 우측의 도 5c(ii)는 치료 후의 사진이다. 도 5d는 라

노스테롤의 치료 효과를 정량화한 상자그림이다(n=7). 범위, 중앙값(수평선) 및 평균값(원)을 제시하였다. ×

표시는 측정된 백내장의 최대 및 최소 등급을 가리킨다. 수염(박스와 점을 연결한 선)은 표준 편차를 나타내며,

박스는 40% 신뢰 구간을 포함한다.

도 6a는 동형접합성 맵퍼가 막대 차트와 같이 전장 게놈 동형접합성을 플롯팅한 것을 보여주고 있다. 관심 영역

을 강조하기 위해, 이 프로젝트에서 도달했던 최대 점수의 80%보다 높은 임의의 점수를 적색으로 색칠하였다.

도 6b는 동형접합성 점수를 LSS 유전자를 포함하고 있는 21번 염색체에 대한 물리적 위치에 대하여 플롯팅하였

음을 보여주고 있다. 적색 막대들은 가장 높은 점수를 갖는 영역을 가리킨다. 염색체의 우측은 LSS 유전자가 위

치하고 있는, 연속된 긴 동형접합성 영역을 포함하고 있다. 

도 7은 Flag-LSS와 eGFP로 공동 감염된 세포의 대표적인 공초점 이미지를 나타낸 것이다. 사람의 수정체 간세포

를 야생형 또는 돌연변이된 LSS 유전자 및 eGFP 유전자로 4시간 동안 공동 감염시키고, 신선한 배양 배지 중에

서 16시간 동안 배양하였다. 이후, 항-Flag 항체(자주색)를 사용하여 LSS의 세포 분포를 시각화하였다. eGFP(녹

색)의 분포를 대조군으로 사용하였다. 핵을 Hoechst 33342(청색)으로 염색하여 시각화하였다. 

도 8은 LSS 및 여러 가지 백내장을 유발하는 크리스탈린 돌연변이로 공동 감염된 세포의 예시적인 공초점 이미

지를 나타낸 것이다. 도 8a는 αA-크리스탈린의 R116C 돌연변이이다. 도 8b는 αB-크리스탈린의 R120G 돌연변이

이다. 도 8c는 βB2-크리스탈린의 V187E 돌연변이이다. 도 8d는 γC-크리스탈린의 G129C 돌연변이이다. 도 8e는

γD-크리스탈린의 W43R 돌연변이이다. 야생형 또는 돌연변이된 Flag-LSS 유전자 및 돌연변이된 GFP-크리스탈린

유전자를 사용하여 사람의 수정체 간세포를 4시간 동안 공동 감염시키고, 신선한 배양 배지 중에서 16시간 동안

배양하였다. 모든 크리스탈린 돌연변이는 돌연변이 크리스탈린과 p62의 공동 편재화로 나타난 것과 같은 p62 양

성인 응집물을 형성시켰다. GFP-크리스탈린과 pcDNA3.1-N-Flag로 공동 감염된 세포들을 대조군으로 사용하였다.

여러 가지 크리스탈린 단백질의 세포내 응집물의 형성을 GFP(녹색)의 형광에 의해 시각화하였다. 야생형 또는

돌연변이된 LSS를 항-Flag 항체(적색)로 검출하였고, p62는 항-p62 항체를 사용하여 염색하였던 반면에, 핵은

Hoechst 33342 염색(청색)으로 염색하여 시각화하였다. 응집물을 갖는 세포의 정량 분석을 도 3c에 요약하였다. 

도 9는 HLEB-3 세포(도 9a) 또는 HeLa 세포(도 9b)에서 야생형 LSS와 라노스테롤에 의해 크리스탈린 돌연변이

응집이 억제됨을 보여주고 있다. LSS와 크리스탈린 돌연변이 작제물로 공동 감염된 세포들을 응집물에 대해 분

석하기 전에 24시간 동안 배양하였다. 40 μM의 스테롤(라노스테롤 또는 콜레스테롤)를 세포 배양 배지에 첨가

하여 2시간 동안 구조 실험을 수행한 후, 스테롤 배지를 신선한 배양 배지로 대체하고 세포들을 추가로 12시간

동안 더 배양하였다. 크리스탈린 응집물을 갖는 세포의 백분율을 10개의 무작위로 선택된 시계(viewing field)

로부터 산출하였다. 야생형 LSS 그룹, 돌연변이 그룹, 또는 돌연변이 + 라노스테롤 그룹의 값을 산출하였다. 응

집물은 대조군에 비해 야생형 LSS와 라노스테롤 그룹에서 현저하게 더 적었던 한편(P<1×10
-4
), 돌연변이 LSS 또

는 콜레스테롤 그룹에서의 응집물은 대조군과 차이가 없었다(P>0.1). 도 9c에서는, 사람의 수정체 간세포를 야

생형 또는 돌연변이 LSS + αA-크리스탈린(Y118D)을 사용하여 공동 감염시켰다. pcDNA3.1-N-Flag로 공동 감염된

αA-크리스탈린(Y118D)을 대조군으로 사용하였다. 4시간 동안의 감염 및 신선한 배양 배지 중에서의 추가로 24

시간 동안의 항온 배양 후, 해당 세포들을 용해시키고 원심분리하여 상청액과 불용성 분획을 분리하였다. LSS와

크리스탈린 융합 단백질을 각각 Flag와 GFP에 대한 항체로 검출하였다. 적색 화살표는 WT-LSS를 포함하고 있는
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세포 중에 불용성 분획의 크리스탈린 함량에 비해 가용성 분획의 크리스탈린 함량이 더 높은 것을 가리킨다. 데

이터는 3개의 독립적인 실험으로부터 정량하여 도 3d에 요약하였다. 

도 10은 HLEB-3 또는 HeLa 세포에서 분석하는 경우, 라노스테롤이 여러 가지 백내장을 유발하는 돌연변이 크리

스탈린 단백질에 의해 유발된 세포내 응집을 농도 의존적 방식으로 현저하게 감소시켰음을 나타내고 있다. 도

10a는 여러 가지 백내장을 유발하는 크리스탈린 돌연변이로 감염된 HLEB-3 세포의 예시적인 공초점 이미지를 나

타낸 것이다. 도 10b는 여러 가지 백내장을 유발하는 크리스탈린 돌연변이로 감염된 HeLa 세포의 예시적인 공초

점 이미지를 나타낸 것이다. 세포들을 여러 가지 크리스탈린 작제물을 사용하여 4시간 동안 감염시키고, 신선한

배양 배지 중에서 추가로 24시간 동안 더 배양하였다. 이후, 세포들을 1%(HLEB-3 세포) 또는 2%의 DMSO(HeLa 세

포)  중에서  10,  20  및  40  μM의  라노스테롤을  사용하여  2시간  동안  처리하고  추가로  12시간  동안  더

배양하였다. 1%(HLEB-3 세포) 또는 2% DMSO(HeLa 세포)를 사용하여 처리한 세포들을 대조군으로 사용하였다. 여

러 가지 크리스탈린 단백질의 세포내 응집물의 형성을 GFP(녹색)의 형광으로 시각화하고, 핵은 Hoechst 33342

(청색)으로 염색하였다. 전형적인 세포내 응집물을 화살표로 표시하였다. 도 10c는 HLEB-3 세포 중에서 분석하

는 경우에 있어서, 라노스테롤의 응집물 용해 효과의 농도 의존성을 나타내고 있다. 도 10d는 HeLa 세포 중에서

분석하는 경우에 있어서, 라노스테롤의 응집물 용해 효과의 농도 의존성을 나타내고 있다.

도 11은 콜레스테롤이 아닌 라노스테롤에 의한 처리가, 대조군 또는 돌연변이 LSS 그룹과 비교하였을 때, 가용

성 분획의 백내장을 유발하는 돌연변이 크리스탈린을 증가시켰음을 나타내는 것이다. 도 11a에서는 사람의 수정

체 간세포를 돌연변이 크리스탈린 유전자로 4시간 동안 감염시킨 후, 신선한 배양 배지 중에서 추가로 24시간

동안 더 항온 배양하였다. 세포들을 수확하여 용해시켰다. 상청액과 불용성 분획을 원심분리로 분리시키고 웨스

턴 블롯 분석으로 분석하였다. LSS와 크리스탈린 융합 단백질을 각각 Flag와 GFP 태그에 대한 항체로 동정하였

다. 라노스테롤로 처리한 그룹은 적색 박스로 강조되어 있다. 1%의 DMSO로 처리된 세포들을 대조군으로 사용하

였다. β-액틴을 총 세포 용해물(TCL)의 내부 단백질 로딩 대조군으로 사용하였다. S는 상청액을 나타내고; P는

불용성 분획을 나타낸다. 도 11b는 살아있는 세포의 영상 촬영 중의 단일 입자 추적에 의해 평가된, 사람의 수

정체 간세포에서 αA-크리스탈린(Y118D) 응집물의 크기 변화에 대한 DMSO(n=4) 및 콜레스테롤(n=7)의 영향을 나

타낸 것이다. 도 11c는 크리스탈린 응집물의 용해에 대한 라노스테롤의 효과를 혼탁도에 의해 평가한 것을 나타

낸 것이다. 5 mg/㎖의 단백질 용액을 1 M의 구아니딘 염화물의 존재 하에 60℃에서 2시간 동안 (α-크리스탈린)

또는 37℃에서 48시간 동안 (β- 및 α-크리스탈린) 항온 배양하여 크리스탈린 응집물을 형성시켰다. 이미 형성

된 응집물을 최종 단백질 농도를 0.2 mg/㎖로 하여 PBS 중에 재현탁시키고, 500 μM의 DPPC 리포솜 중의 500 μ

M 스테롤을 사용하여 처리하여 37℃에서 24시간 동안 항온 배양하였다. 500 μM의 DPPC 리포솜만으로 처리한 응

집물을 대조군으로 사용하였다. 도 11d는 ThT 형광에 의해 평가된, αA-크리스탈린 돌연변이에 의한 아밀로이드

유사 피브릴의 재용해에 있어서 라노스테롤의 농도 의존적 영향을 나타낸 것이다. 500 μM의 DPPC 리포솜만으로

처리한 응집물을 대조군으로 사용하였다. 

도 12는 백내장에 걸린 수정체의 등급 체계를 나타낸 것이다. 도 12a: 수정체를 격자판 위에 놓고 촬영하였다.

투명도의 정도를, 투명한 수정체로서 혼탁도가 없는 경우 0(격자선이 분명하게 보임, a'); 흐릿한 수정체로서

혼탁도가 아주 조금 있는 경우 1(격자선이 아주 조금은 흐리지만, 여전히 격자선이 보이기는 함, b'); 혼탁한

수정체로서 거의 수정체 전체에 걸쳐 혼탁도가 퍼져 있는 경우 2(격자선이 중간 정도로 혼탁하여, 주된 격자선

정도만 보임, c'); 또는 불투명한 수정체로서 수정체 전체에 걸쳐 광범위하게 진한 혼탁도가 퍼져 있는 경우 3

(격자선이 모두 흐릿하고, 전혀 격자선이 보이지 않음, d')으로 점수화하였다. 도 12b는 라노스테롤이 백내장

중증도를 감소시키고 백내장에 걸린 래빗의 분리된 수정체에서 선명도를 증가시켰음을 나타낸 것이다. 래빗의

수정체(n=13)를 절개하고 라노스테롤과 함께 6일간 항온 배양한 후, 수정체의 선명도와 투명도에 대해 평가하였

다. 백내장에 걸린 래빗의 처리 전과 후의 각각의 수정체 사진 한쌍을 그 아래 점수와 함께 나타내었다. 도 12c

는 개에 있어서 라노스테롤이 백내장 중증도를 감소시키고 수정체의 선명도를 증가시켰음을 나타낸 것이다. 백

내장에 걸린 개의 눈(n=7)을 라노스테롤로 6주간 처리한 후, 수정체의 선명도와 투명도에 대해 평가하였다. 각

연구 대상 눈의 처리 전과 후의 사진 한쌍을 그 아래 점수와 함께 나타내었다. 비히클로만 처리한 3개의 대조군

눈들도 제시하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0023]

이제, 본 발명을 실시하기 위하여 본 발명자들에 의해 고려된 최적의 양태를 비롯한 본 발명의 구체적인 실시양[0024]

태들을 상세하게 언급할 것이다. 이들 구체적인 실시양태의 예들은 첨부되는 도면에 예시되어 있다. 본 발명을
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이들 구체적인 실시양태와 관련하여 기술하지만, 이는 본 발명을 기술하는 실시양태들로 한정하려는 것이 아님

을 이해해야 할 것이다. 오히려 반대로, 이러한 설명은 첨부되는 특허청구범위에 의해 규정되는 것과 같은 본

발명의 개념 및 범위 내에 포함될 수 있는 대안물, 변형물 및 등가물을 포괄하려는 것이다. 아래의 설명에서는,

본 발명의 완전한 이해를 제공하기 위해, 구체적이고 상세한 사항들을 기재할 것이다. 본 발명은 이들 구체적이

고 상세한 사항들의 일부 또는 전부가 없이도 수행될 수 있다. 또한, 잘 알려진 특징들은, 본 발명을 불필요하

게 모호하게 하는 것을 피하기 위하여 상세하게 기술하지 않았다. 

본 발명은 약학적으로 허용가능한 담체 및 약학적 유효량의 화학식 I의 스테롤을 포함하는 조성물을, 대상자에[0025]

서 눈의 정상 구조에 영향을 주는 시각 장애를 갖거나, 또는 이러한 시각 장애에 걸릴 위험이 있는 대상자에게

투여하는 단계를 포함하는, 대상자에서 상기 시각 장애를 치료 또는 예방하기 위한 방법 및 조성물에 관한 것이

다. 예를 들어, 본 발명의 대표적인 화합물로 안과용 약학적 유효량의 라노스테롤(3β-하이드록시-8,24-라노스

타디엔; 8,24-라노스타디엔-3β-올)을 환자에게 투여하는 것을 포함한다.

다른 실시양태에서, 본 발명은 스테롤 및 스테롤을 이용하는 방법을 기술한다. 예를 들어, 화학식 I의 스테롤은[0026]

크리스탈린 단백질 응집을 억제하기 위한, 약학적으로 허용가능한 안과용 담체를 포함하는 안과용의 약학 조성

물로 제조된다. 다른 특정 실시양태에서, 본 발명은 크리스탈린 단백질 응집을 억제하기 위해 화학식 I의 스테

롤을 이용하는 방법에 대해 기술한다. 또 다른 실시양태에서, 본 발명의 화합물은 크리스탈린 단백질의 응집을

역전시키고 추가로 크리스탈린 단백질의 응집을 억제할 수 있다.

시각 장애를 치료 또는 예방하는 방법[0027]

본 발명은 안과용의 약학 조성물, 및 안 내의 수정체의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애를 갖거나 또는 이[0028]

러한 시각 장애에 걸릴 위험이 있는 대상자에서 이러한 시각 장애를 예방 및/또는 치료하는데 있어서 본 발명을

이용하는 방법을 제공한다. 본원에서, 안 내의 수정체의 정상 구조에 영향을 미치는 시각 장애(본원에서 "시각

장애"라는 말로 지칭함)는 안 내의 수정체의 선명도 또는 강성도에 대한 변화와 같은 시각 기능 장애를 유발하

는 것과 관련된 수정체의 구조에 영향을 주는 질환을 일컫는다. 이러한 질환으로는, 백내장, 노안 및 핵경화증

이 포함된다. 또한, 시각 장애는 망막의 변성, 예컨대 레프숨병, 스미스-렘리-오피츠 증후군(SLOS)과 슈나이더

결정 각막 이영양증(SCCD), 무베타지질단백혈증 및 가족성 저베타지질단백혈증을 의미한다. 특정 실시양태에서,

본 발명은 크리스탈린 단백질 응집을 완화시키거나 역전시키기 위한 조성물 및 이의 이용 방법을 제공한다. 대

안적인 실시양태에서, 수정체 투명도 및 굴절율에 필수적인 매크로 구조를 형성하는 단백질간 또는 단백질내 상

호작용의 중단을 억제, 예방 및/또는 치료하기 위한 조성물 및 방법이 제공된다.

본 발명에서 언급된 "백내장" 이라는 용어는 수정체의 표면 및/또는 내부에 흐림 또는 혼탁성을 야기하거나, 또[0029]

는 수정체의 팽윤을 유발하는 증상을 나타내는 질병 또는 질환을 의미하며, 선천성 백내장과 후천성 백내장 모

두를 포함한다(참고: PDR Staff, "PDR of Ophthalmic Medicines 2013", PDR Network, 2012). 일부 실시양태에

서, 백내장은 노인성 백내장, 당뇨병성 백내장, 외과 수술과 관련된 백내장, 방사선 노출로 유발된 백내장, 유

전병으로 야기된 백내장, 감염으로 인한 백내장, 또는 약제로 유발된 백내장이다. 일부 실시양태에서, 개체는

조기 발병 백내장의 유전형을 가지고 있다. 이의 구체적인 예로는 선천성 백내장, 예컨대 선천성 유사 백내장,

선천성 막상 백내장, 선천성 관상 백내장, 선천성 층판 백내장, 선천성 점상 백내장, 및 선천성 사상 백내장;

및 후천성 백내장, 예컨대 노인성 백내장, 2차성 백내장, 갈색 백내장, 합병 백내장, 당뇨 백내장, 외상성 백내

장, 및 쇼크, 방사선, 초음파, 약물, 전신성 질환 및 영양 장애로 유발가능한 기타의 백내장을 들 수 있다. 후

천성 백내장으로는, 백내장을 치료하기 위해 삽입된 수정체를 둘러싸고 있는 후방 부에서 흐림을 유발하는 증상

을 갖는 수술 후 백내장을 추가로 포함한다. 

핵경화증은 일반적으로 나이든 동물에 있어서 수정체의 혼탁도를 유사하게 유발하는 질환을 일컫는다. 이는 새[0030]

로운 섬유가 형성됨으로 인하여 핵 내에서 오래된 수정체 섬유가 압축되어 유발되는 크리스탈린 수정체 핵의 밀

도에서의 노인성 변화이다. 

노안은 눈의 결정 수정체가 신축성을 잃어서 근접한 물체에 대한 초점을 맞추기 힘들게 되는 시각 질환을 가리[0031]

킨다.

일부 실시양태에서, 본 발명은 구조식 I을 갖는 화합물을 포함하는 유효량의 조성물을 이를 필요로 하는 개체에[0032]

투여하는 단계를 포함하는, 시각 장애를 치료 또는 예방하는 방법을 제공한다. 일부 실시양태에서, 해당 화합물

은 구조식 I을 갖는 스테롤이다.

본 발명에 따른 치료를 "필요로 하는" 개체는 안 내의 수정체의 정상 기능에 영향을 미치는 시각 장애로 시달리[0033]
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고 있는 개체이다. 예를 들어, 해당 개체는 노인성 백내장 또는 백내장에 걸렸거나, 또는 노인성 백내장 또는

백내장에 걸릴 위험이 있을 수 있다. 백내장에 걸릴 위험이 있는 개체로는, 이에 제한되지는 않지만, 백내장에

걸린 가족력이 있는 개체, 백내장과 연관된 돌연변이를 갖는 개체, 방사선, 당뇨 등에 노출된 개체를 포함한다.

예를 들어, 한 양태에 있어서, 해당 개체가 한쪽 눈이 백내장으로 진단받았으면, 반대쪽 눈에 백내장 형성을 예

방 또는 늦추기 위해 해당 화합물을 투여한다. 이와 마찬가지로, 본 발명에 따른 치료를 "필요로 하는" 개체는

노안이 왔거나 노안에 걸릴 위험이 있을 수 있는 개체이다. 이와 마찬가지로, 본 발명에 따른 치료를 "필요로

하는" 개체는 핵경화증이 왔거나 핵경화증을 일으킬 위험이 있는 개체이다. 바람직하게는, 해당 개체는 인간이

지만, 안질환으로 시달리거나 안질환에 걸릴 위험이 있는 동물(치료를 필요로 하는 동물)도 당업자에게 동정될

수 있다. 치료를 필요로 하는 포유류, 예컨대 고양이, 개, 돼지, 말, 소 및 설치류도 동정될 수 있다. 추가로,

치료를 필요로 하는 조류, 파충류, 양서류 및 어류와 같은 동물도 동정될 수 있다. 

시각 장애의 "치료"는 시각 장애의 100%의 제거 또는 역전을 요구하지는 않는다. 일부 실시양태에서, 본 발명의[0034]

방법에 따른 시각 장애의 "치료" 는, 본 발명의 조성물 또는 방법의 부재 하에 (예를 들어, 본 발명의 조성물

또는 본 발명의 방법의 화합물에 노출되지 않은 생물학적으로 맞춰진 대조군 대상자 또는 시험편에서) 관찰되는

수준과 비교하였을 때, 수정체의 기능 장애, 예컨대 수정체의 혼탁 또는 불요성을 예를 들어, 약 5% 이상, 약

10% 이상 또는 약 20% 이상까지 완화, 억제, 예방 및/또는 역전시킨다. 일부 실시양태에서, 기능 장애(예컨대,

수정체 상 또는 수정체 내부에 백내장 형성, 혼탁 또는 크리스탈린 응집)는, 본 발명의 방법의 화합물의 부재

하의 수정체 기능 장애와 비교하였을 때, 약 30% 이상, 약 40% 이상, 약 50% 이상, 또는 약 60% 이상, 약 70%

이상, 약 80% 이상, 약 90% 이상, 또는 그 이상(약 100%)까지 치료된다. 수정체 기능 장애, 예컨대 혼탁 또는

흐림 또는 백내장은 일반적으로 임의의 여러 가지의 광학 시험, 예컨대, 이에 제한되지는 않지만, 시력 검사,

검안경 검사, 세극등 검사, 각막곡률측정, 안압측정, 대비 시험, 눈부심 감도, 파면 매핑(wavefront mapping)을

사용하여 검출된다.

이와 마찬가지로, "예방"은 시각 장애를 100% 억제 또는 저지를 요구하는 것은 아니다. 예를 들어, 흐림과 혼탁[0035]

이 어느 정도 감소된다든지, 또는 백내장 진행이 감속되는 것도 대상자에서 유익한 생물학적 효과를 구성한다.

또한 예로서, 눈 수정체 내의 크리스탈린 응집이 어느 정도 감소한 것도 유익한 생물학적 효과를 이룬다. 이와

관련하여, 본 발명은 해당 시각 장애를, 본 발명의 조성물 또는 방법의 부재 하에 (예를 들어, 본 발명의 방법

의 화합물에 노출되지 않은 생물학적으로 맞춰진 대조군 대상자 또는 시험편에서) 관찰되는 수준과 비교하였을

때, 예를 들어, 약 5% 이상, 약 10% 이상 또는 약 20% 이상 감소시킨다. 일부 실시양태에서, 해당 시각 장애는

약 30% 이상, 약 40% 이상, 약 50% 이상, 또는 약 60% 이상, 약 70% 이상, 약 80% 이상, 약 90% 이상, 또는 그

이상(약 100%)까지 감소된다.

기능 장애의 억제, 예방 또는 역전은 100%의 억제, 예방 또는 역전을 요구하는 것은 아니다. 예를 들어, 응집을[0036]

어느 정도 억제하는 것도 대상자에서 유익한 생물학적 효과를 이룬다. 이와 관련하여, 본 발명은 대상자에서 눈

의 수정체의 정상 기능에 영향을 미치는 시각 장애를, 본 발명의 조성물 또는 방법의 부재 하에 (예를 들어, 본

발명의 방법의 화합물에 노출되지 않은 생물학적으로 맞춰진 대조군 대상자 또는 시험편에서) 관찰되는 수준과

비교하였을 때, 예를 들어, 약 5% 이상, 약 10% 이상 또는 약 20% 이상 억제시킨다. 일부 실시양태에서, 해당

시각 장애는 약 30% 이상, 약 40% 이상, 약 50% 이상, 또는 약 60% 이상까지 억제, 예방 및/또는 역전된다. 일

부 실시양태에서, 본 발명의 방법은 해당 본 발명의 방법의 화합물의 부재 하에서의 아밀로이드 형성과 비교하

였을 때, 아밀로이드 형성을 약 70% 이상, 약 80% 이상, 약 90% 이상, 또는 그 이상(약 100%)까지 억제한다.

화학식 I의 화합물을 포함하는 "유효량"의 안과용 약학 조성물은 개체에서 수정체의 기능 장애를 억제, 예방 또[0037]

는 역전시키는 양이다. 본 발명의 안과용 약학 조성물은 해당 시각 장애를 치료하기 위해 이를 필요로 하는 대

상자에게 유효량으로 투여된다. 본원에서, "치료적 유효량" 이라는 말은 시각 장애의 징후, 증상, 또는 원인 중

하나  이상을  완화하거나,  또는  생물학적  시스템에  있어  임의의  기타  소정의  변형을  완화시키는  용량을

의미한다. 예방적 적용에 있어서, "예방적 유효량" 이라는 용어는 특정 질병에 걸리기 쉽거나, 그렇지 않으면

특정 질병의 위험이 있는 환자에게 투여되는 용량을 의미하며, 이는 치료적 유효량과 동일하거나 상이한 용량일

수 있다. 특정 개체를 위한 유효량의 조성물은 해당 개체, 해당 개체 질환의 중증도, 적용되는 제제의 유형, 투

여의 빈도 및 치료의 지속기간에 따라 다를 수 있다. 본 발명에 따르면, 예를 들어, 심지어는 액적 중에 상대적

으로 낮은 농도, 예를 들어, 10
-9
 M 이상, 0.5 내지 1×10

-8
 M 이상, 0.5 내지 1×10

-7
 M 이상, 0.5 내지 1×10

-6

M 이상, 0.5 내지 1×10
-5
 M 이상, 0.5 내지 1×10

-4
 M 이상, 또는 0.5 내지 1×10

-3
 M 이상, 또는 이들 수치간의

범위에 포함되는 임의의 농도(예를 들어, 10
-9
 M 내지 10

-3
 M)의 라노스테롤과 같은 본 발명의 안과용 약학 제제
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의 투여는, 단 1회, 2회, 3회 또는 다회로 매일 투여하여 매우 신속하게 이러한 시각 장애를 역전시킬 수 있다.

투여 경로[0038]

당업자라면 누구나 이해할 수 있는 것과 같이, 대상자에게 화합물을 투여하는 가장 적절한 방법은 다수의 요인[0039]

들에 의존한다. 다양한 실시양태에서, 본 발명에 따른 화합물은 안에 국부적으로, 예를 들어, 국소, 결막하, 안

구후, 안구 주위, 망막하, 맥락막상, 또는 안구내로 투여된다.

눈에 직접적으로 투여하기에 특히 유용한 약학 조성물로는, 안과용 액제, 안과용 연고제, 안과용 세정제, 안구[0040]

내 주입 용액제, 전방용 세정제, 내복약, 주사제, 또는 적출된 각막용 보존제인, 수용액, 및/또는 점안액 및 점

증 용액으로서 제제화된 현탁액, 및/또는 안과용 겔(겔 형성 용액 포함) 또는 연고로서 제제화된 현탁액을 포함

한다. 안과용 약물 전달을 위한 기타 제형(dosage form)으로는 눈 삽입물, 유리체내 주입물 및 이식물을 포함한

다. 주사액은 미세 바늘을 사용하여 각막, 결정 수정체 및 유리체 또는 이들과 근접한 조직들 내로 직접 주입될

수 있다. 또한, 해당 조성물은 안구내 관류액으로 투여될 수도 있다.

추가로 고려되는 투여 경로로는, 이에 제한되지는 않지만, 경구(예를 들어, 정제, 캡슐, 또는 소화가능한 용액[0041]

으로서), 점막(예를 들어, 비강 스프레이 또는 흡입용 에어로졸로서), 코, 비경구(예를 들어, 주사 형태로서),

위장, 척수내, 복강내, 근육내, 정맥내, 자궁내, 진피내, 두개내, 기관내, 질내, 뇌실내, 뇌내, 피하, 경피, 직

장, 구강, 경막외 및 설하 중 하나 이상을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 조성물을 눈에 전달하기 위한 방식은 콘택트 렌즈를 통해서 이루어진다. 해당 렌[0042]

즈는 사전에 원하는 화합물로 처리되어 제공될 수 있다. 다르게는, 렌즈는 조제용 냉동건조 분말로서 또는 농축

용액 또는 즉시사용가능한 용액으로서 제공되는, 코팅된 렌즈를 제조하기 위한 성분들과 함께 키트 내에 제공된

다. 해당 조성물은 1회용 또는 다회용 키트로서 제공될 수 있다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 조성물을 눈에 전달하기 위한 방식은 안과용 로드(rod)를 통해 이루어진다(Gwon[0043]

et al., Ophthalmology.  1986 September; 93(9 Suppl):82-5). 일부 실시양태에서, 본 발명의 조성물을 눈에

전달하기 위한 방식은 안구내 수정체-하이드로겔 어셈블리를 통해 이루어진다(Garty et al., Invest Ophthalmol

Vis Sci, 2011 Aug. 3; 52(9):6109-16).

투여량[0044]

해당 화합물을 포함하는 조성물은 의학적으로 허용가능한 수준의 독성으로 목적하는 생물학적 효과를 달성하는[0045]

치료적 유효량으로 제공된다. 조성물의 투여량은 투여 경로 및 질병의 중증도에 따라 달라질 수 있다. 또한, 투

여량은 치료될 각 환자의 체중, 연령, 성별 및/또는 증상의 정도에 따라 조절될 수도 있다. 정확한 용량 및 투

여 경로는 결국 담당 주치의 또는 수의사의 재량에 의할 것이다. 환자의 연령과 체중 및 치료될 질환의 중증도

에 따라 투여량에 통상적인 변형을 주는 것도 필요할 수 있다. 투여의 빈도는 제제 및 상기 언급한 파라미터에

따라 다르다. 예를 들어, 하루에 1회 이상, 예컨대 하루에 2회, 3회, 4회 또는 5회로 점안액을 넣는 것이 바람

직할 수 있다. 

당업자라면 최적 투여량, 투여 방법 및 반복 빈도를 쉽게 결정할 수 있다. 최적 투여량은 특정 약학 조성물 및[0046]

투여 방법의 상대적 효능에 따라 달라질 수 있다. 허용가능한 투여량은 일반적으로 시험관내 및 생체내 동물 모

델에서 효과적인 것으로 판명된 EC50(시험 그룹의 50%에 효과적인 농도)을 기준으로 추산될 수 있다. 일반적으

로, 투여량은 체중 1 kg 당 0.01 ㎍ 내지 100 g이고, 매일, 매주, 매월 또는 매년마다 1회 이상, 또는 심지어

매 2년 내지 20년마다 1회로 투여될 수 있다. 당업자라면 체액 또는 조직 중에서 약물에 대해 측정된 체류 시간

및 농도를 기준으로 투약 반복 빈도를 쉽게 추산할 수 있다. 성공적이었던 치료에 따라서, 질병 상태의 재발을

방지하기 위해서라도 환자가 유지 요법을 수행하게 하는 것이 바람직할 수 있으며, 이 경우, 본원에 기술된 치

료 조성물은 체중 1 kg 당 0.01 ㎍ 내지 100 g 범위의 유지 용량으로, 매일 1회 이상에서 매 20년 마다 1회까지

투여된다. 침투성 경로를 통하여 (약 70 kg 체중의) 인간에게 투여하기 위한 화합물의 예시적인 용량은 단위 용

량당 화합물이 0.1 mg 내지 5 g, 예를 들어, 1 mg 내지 2.5 g이다.

화학식 I의 화합물의 바람직한 농도 범위는 약 1 ㎍/㎖ 내지 500 ㎍/㎖이고, 예를 들어, 약 1 ㎍/㎖, 약 2 ㎍/[0047]

㎖, 약 3  ㎍/㎖, 약 4 ㎍/㎖, 약 5 ㎍/㎖, 약 10 ㎍/㎖, 약 20 ㎍/㎖, 약 30 ㎍/㎖, 약 40 ㎍/㎖, 약 50

㎍/㎖, 약 60 ㎍/㎖, 약 70 ㎍/㎖, 약 80 ㎍/㎖, 약 90 ㎍/㎖, 약 100 ㎍/㎖, 약 120 ㎍/㎖, 약 140 ㎍/㎖, 약

160 ㎍/㎖, 약 180 ㎍/㎖, 약 200 ㎍/㎖, 약 250 ㎍/㎖, 약 300 ㎍/㎖, 약 350 ㎍/㎖, 약 400 ㎍/㎖, 약 450

㎍/㎖ 또는 약 500 ㎍/㎖이다. 억제제가 다른 약학적 활성제와 함께 제공될 수 있다.
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본원에 기술된 약학 조성물은 1회 용량 또는 복수의 용량으로 투여될 수 있고; 개별적인 치료제로서 또는 다른[0048]

치료제들과 병용하여 투여될 수 있으며; 연속적으로 또는 동시에 투여될 수 있는 통상적인 요법들과도 조합될

수 있다. 본 발명의 한 실시양태에서, 인간 및/또는 동물 요법에서 본 발명의 안과용 제제의 1일 투여량은 약 1

방울/눈, 약 2 방울/눈, 약 3 방울/눈, 약 4 방울/눈, 약 5 방울/눈, 약 6 방울/눈, 약 7 방울/눈, 약 8 방울/

눈, 약 9 방울/눈, 약 10 방울/눈, 약 11 방울/눈, 약 12 방울/눈 또는 약 12 방울/눈 이상이다. 본 발명의 또

다른 실시양태에서,  인간  및/또는  동물 요법에서 본  발명의 안과용 제제를 위한 일일 투여 스케줄은 약 1

회/일, 약 2 회/일, 약 3 회/일, 약 4 회/일, 약 5 회/일, 약 6 회/일, 약 7 회/일, 약 8 회/일, 약 9 회/일,

약 10 회/일, 약 11 회/일, 약 12 회/일 또는 약 12 회 이상/일이다. 투여량은 예컨대 수직으로 세웠을 때 25℃

에서 0.9 내지 1.1 g의 총 중량을 갖는 20 방울의 물을 배출하는 3 mm의 외부 직경을 갖는 표준 약전의 의약 점

적기를 사용하여 표준화될 수 있다.

상기 기술된 투여량 스케줄에 따라 투여되는 경우, 인간 및/또는 동물에서의 해당 치료 요법은 무기한으로 지속[0049]

되거나, 또는 더 이상 향상되지 않음이 관찰될 때까지 지속될 수 있다. 다르게는, 해당 치료 요법은 1일, 2일,

3일, 4일, 5일, 6일, 7일, 8일, 9일, 10일, 11일, 12일, 13일, 14일, 15일, 16일, 17일, 18일, 19일, 20일, 21

일, 22일, 23일, 24일, 25일, 26일, 27일, 28일, 29일, 30일, 31일, 32일, 33일, 34일, 35일, 36일, 37일, 38

일, 39일, 40일, 41일, 42일, 43일, 44일, 45일, 46일, 47일, 48일, 49일, 50일, 60일, 70일, 80일, 90일, 100

일, 150일, 200일, 250일, 300일, 400일, 500일, 750일, 1000일 동안, 또는 1000일 이상 지속될 수 있다.

백내장을 치료 또는 예방하는데 효과적인 화합물[0050]

다양한 실시양태에서, 본 발명의 방법의 화합물 또는 조성물은 하기 화학식 I의 화합물을 갖는 라노스테롤 또는[0051]

이의 프로드러그 또는 약학적으로 허용가능한 염이다:

[화학식 I][0052]

[0053]

예를 들어, 본 발명의 방법의 화합물 또는 조성물은 라노스테롤; 이의 프로드러그 또는 약학적으로 허용가능한[0054]

염이다. 한 실시양태에서, 해당 화합물은 라노스테롤이다. 또 다른 실시양태에서, 상기 화합물의 임의의 프로드

러그 또는 약학적으로 허용가능한 염도 본 발명의 범위 내인 것으로 고려된다. 

약학 조성물[0055]

본 발명의 일부 실시양태에서, 1종 이상의 치료 화합물의 약학 조성물은 약학적으로 허용가능한 담체 중에 이들[0056]

1종 이상의 치료 화합물을 제제화함으로써 제조될 수 있다. 본원에서, "약학적으로 또는 치료적으로 허용가능한

담체" 라는 말은 활성 성분들의 생물학적 활성의 효능을 방해하지 않으며, 숙주 또는 환자에게는 독성이 없는

담체 매질을 일컫는다. 약학 제제에 사용되는 담체의 유형은 해당 치료 화합물이 투여되는 방법에 따라 달라질

것이다. 다양한 투여 경로를 위한 약학 조성물의 여러 가지 제조 방법들은 당업계에 잘 알려져 있다. 

본원에서, "약학적으로 허용가능한 안과용 담체" 라는 용어는 구조식 I의 화합물을 안 상에 또는 안 주위에 직[0057]

접 또는 간접적으로 전달하기 위한 약학적으로 허용가능한 부형제, 담체, 결합제 및/또는 희석제를 의미한다.

따라서, 본 발명은 구조식 I의 화합물 및 약학적으로 허용가능한 안과용 담체를 포함하는 조성물을 추가로 포함

한다.

선택적으로, 해당 조성물은 구조식 I의 화합물의 유리 산, 유리 염기, 염(예를 들어, 산 또는 염기 부가염), 수[0058]

화물 또는 프로드러그를 포함한다. 본원에서 사용된 "약학적으로 허용가능한 염" 또는 "약학적으로 허용가능한

산" 이라는 말은 각각 화학식 I의 화합물의 약학적으로 허용가능한 유기 또는 무기 염, 또는 산을 가리킨다. 반

대 이온은 모화합물 상의 전하를 안정화시키는 임의의 유기 또는 무기 모이어티일 수 있다. 또한, 약학적으로

허용가능한 염(또는 산)은 그 구조 내에 하나 이상의 하전된 원자를 가질 수 있다. 여러 개의 하전된 원자들이

해당 약학적으로 허용가능한 염(또는 산)의 일부인 경우에는 여러 개의 반대 이온들을 가질 수 있다. 이런 이유
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로, 약학적으로 허용가능한 염(산)은 하나 이상의 하전된 원자 및/또는 하나 이상의 반대 이온을 가질 수 있다.

대표적인 염으로는, 이에 제한되지는 않지만, 황산염, 시트르산염, 아세트산염, 옥살산염, 염화물, 브롬화물,[0059]

요오드화물, 질산염, 중황산염, 인산염, 산 인산염, 아이소니코틴산염, 유산염, 살리실산염, 산 시트르산염, 타

르타르산염, 올레산염, 타닌산염, 판토텐산염, 중타르타르산염, 아스코르브산염, 숙신산염, 말레인산염, 겐티신

산염, 푸마르산염, 글루콘산염, 글루쿠론산염, 당산염, 포름산염, 벤조산염, 글루타민산염, 메탄설폰산염, 에탄

설폰산염,  벤젠설폰산염,  p-톨루엔설폰산염  및  파모산염(즉,  1,1'-메틸렌-비스-(2-하이드록시-3-나프토에이

트))을 포함한다. 약학적으로 허용가능한 염은 또 다른 분자, 예컨대 아세트산염 이온, 숙신산염 이온 또는 기

타 반대 이온의 포함을 수반할 수도 있다.

프로드러그는 담체 모이어티에 공유 결합된 구조식 I의 화합물을 포함하는 물질이다. 담체 모이어티는 시험관내[0060]

에서 또는 생체내에서 구조식 I의 화합물로부터 방출되어 구조식 I의 화합물을 생성한다. 프로드러그의 형태는

문헌[Sloan,  K.  B.,  Prodrugs,  M.  Dekker,  New  York,  1992];  및  문헌[Testa,  B.  and  Mayer,  J.  M.,

Hydrolysis in drug and prodrug metabolism: chemistry, biochemistry, and enzymology, Wiley-VCH, Zurich,

2003]에 예시되어 있는 것과 같이 당업계에 잘 알려져 있다.

본 발명의 일부 실시양태에서, 약학 조성물은 적절한 용매 중에 본 발명의 조성물을 용해시킴으로써 제조된다.[0061]

적절한 용매로는, 이에 제한되지는 않지만, 물, 식염수(예를 들어, NaCl), 완충액, 연고, 겔 또는 기타 용매를

포함한다. 특정 실시양태에서, 용매는 멸균 상태이다.

점안액의 제조에 사용되는 현탁액을 위한 수용액 및 희석제로는, 증류수, 생리 식염수 등을 포함할 수 있다. 이[0062]

들  약학  조성물은  통상적인  방법에  따라  해당  화합물을  임의로는  적절한  약학적  첨가제,  예컨대  부형제,

붕해제, 결합제, 활제, 희석제, 버퍼, 방부제, 습윤제, 유화제, 분산제, 안정화제 및 용해 보조제와 함께 혼합,

희석 또는 용해시키고, 통상적인 방식에 따라 보조제를 용해시키고 제형에 따라 통상적인 방식으로 제제화함으

로써 제조될 수 있다. 현탁액을 위한 비수용액 및 희석제로는, 식용유(예. 식물성), 유동 파라핀, 광유, 프로필

렌 글리콜, p-옥틸도데칸올, 폴리소르베이트, 마크로골, 모노스테아린산 알루미늄 및 이와 유사한 용매를 포함

할 수 있다.

다양한 첨가제들이 필요에 따라 점안액, 안과용 겔 및/또는 안과용 연고 내에 포함될 수 있다. 이들은 과도한[0063]

독성, 불화합성, 불안정성, 자극, 알러지 반응 등이 없이 눈 위에 또는 눈 주위에 접촉하여 사용하기에 적절한

추가의 성분들, 첨가제 또는 담체를 포함할 수 있다. 첨가제, 예컨대 용매, 염기, 용액 아주반트, 현탁제, 점증

제, 유화제, 안정화제, 완충제, 등장성 조절제, pH 조절제, 킬레이트제, 진정제, 보존제, 교정제, 향미제, 착색

제, 부형제, 결합제, 활제, 계면활성제, 흡수 촉진제, 분산제, 보존제, 가용화제 등이 적절하게 제제에 첨가될

수 있다.

예를 들어, 점안액은 계면활성제가 녹아있는 멸균수 중에 화합물을 용해시키고, 임의로 적절한 약학적 첨가제,[0064]

예컨대 보존제, 안정화제, 버퍼, 산화방지제 및 점도 개선제를 첨가함으로써 제조될 수 있다.

예를 들어, 완충제는 pH를 일정하게 유지하기 위해 첨가되며, 약학적으로 허용가능한 완충제, 예컨대 붕산염 버[0065]

퍼, 시트르산염 버퍼, 타르타르산염 버퍼, 인산염 버퍼, 아세트산염 버퍼, 또는 (트리스(하이드록시메틸) 아미

노메탄 및 HCl을 포함하는) 트리스-HCl 버퍼를 포함할 수 있다. 예를 들어, 7.4의 pH를 갖는 트리스-HCl 버퍼는

3 g/ℓ의 트리스-(하이드록시메틸)-아미노메탄 및 0.76 g/ℓ의 HCl을 포함한다. 또 다른 양태에서, 해당 버퍼는

10×인산염 완충 생리식염수("PBS") 또는 5×PBS 용액이다. 완충제는 예상된 생리적 조건에 대해 충분한 완충능

을 제공하는 양으로 포함된다. 

기타 버퍼로는, 이에 제한되지는 않지만, HEPES(N-{2-하이드록시에틸}피페라진-N'-{2-에탄설폰산})(pKa: 25℃에[0066]

서 7.5, pH: 약 6.8-8.2 범위); BES(N,N-비스{2-하이드록시에틸}2-아미노에탄설폰산)(pKa: 25℃에서 7.1, pH:

약 6.4-7.8 범위); MOPS(3-{N-모르폴리노}프로판설폰산)(pKa: 25℃에서 7.2, pH: 약 6.5-7.9 범위); TES(N-트

리스{하이드록시메틸}-메틸-2-아미노에탄설폰산)(pKa: 25℃에서 7.4, pH: 약 6.8-8.2 범위); MOBS(4-{N-모르폴

리노}부탄설폰산)(pKa:  25℃에서  7.6,  pH:  약  6.9-8.3  범위);  DIPSO(3-(N,N-비스{2-하이드록시에틸}아미노)-

2-하이드록시프로판))(pKa: 25℃에서 7.52, pH: 약 7-8.2 범위); TAPS({(2-하이드록시-3 {트리스(하이드록시메

틸)메틸아미노}-1-프로판설폰산))(pKa: 25℃에서 7.61, pH: 약 7-8.2 범위); TAPS({(2-하이드록시-1,1-비스(하

이드록시메틸)에틸)아미노}-1-프로판설폰산))(pKa: 25℃에서 8.4, pH: 약 7.7-9.1 범위); TABS(N-트리스(하이드
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록시메틸)메틸-4-아미노부탄설폰산)(pKa: 25℃에서 8.9, pH: 약 8.2-9.6 범위); AMPSO(N-(1,1-디메틸-2-하이드

록시에틸)-3-아미노-2-하이드록시프로판설폰산))(pKa: 25℃에서 9.0, pH: 약 8.3-9.7 범위); CHES(2-사이클로헥

실아미노)에탄설폰산)(pKa: 25℃에서 9.5, pH: 약 8.6-10.0 범위); CAPSO(3-(사이클로헥실아미노)-2-하이드록시

-1-프로판설폰산)(pKa:  25℃에서  9.6,  pH:  약  8.9-10.3  범위);  및

CAPS(3-(사이클로헥실아미노)-1-프로판설폰산)(pKa: 25℃에서 10.4, pH: 약 9.7-11.1 범위)를 기반으로 한 버퍼

들을 포함한다.

버퍼 이외에, 등장화제를 점안액에 첨가하여 해당 제제를 눈물과 등장성이 되도록 할 수 있다. 등장화제로는,[0067]

이에 제한되지는 않지만, 당류, 예컨대 덱스트로스, 글루코스, 수크로스 및 프럭토스; 당 알콜, 예컨대 만니톨

및 소르비톨; 다가 알콜, 예컨대 글리세롤, 폴리에틸렌 글리콜 및 프로필렌 글리콜; 및 염, 예컨대 염화나트륨,

시트르산나트륨, 염화벤즈알코늄, 염화페드린, 염화칼륨, 염화프로카인, 클로람페니콜 및 숙신산나트륨을 포함

한다. 등장화제는 점안액의 삼투압이 눈물과 같아지도록 하는 양으로 첨가된다. 

보존제는 점안액 및/또는 안과용 연고의 온전함을 유지하기 위하여 첨가될 수 있다. 보존제의 예로서는, 이에[0068]

제한되지는 않지만, 소르브산, 염화벤즈알코늄, 브롬화벤조도데시늄, 파라벤, 클로로부탄올, 벤질 알콜, 페닐에

틸 알콜, 에데트산이나트륨, 소르브산, 폴리쿼터늄-1, 또는 기타 당업자에게 공지된 제제들을 포함한다. 

일부 실시양태에서, 점증제는 안과용 제제, 예컨대 점안액, 안과용 겔 및/또는 안과용 연고의 점도를 증가시키[0069]

는데 사용된다. 사용될 수 있는 점증제로는, 이에 제한되지는 않지만, 글리세롤, 폴리에틸렌 글리콜, 카복시메

틸 셀룰로오스 및 카복시비닐 중합체를 포함한다.

상기한 것들 이외에도, 일부 실시양태에서, 이에 제한되지는 않지만, 안정화제, 예컨대 아황산나트륨, 탄산나트[0070]

륨,  및  프로필렌  글리콜;  산화방지제,  예컨대  아스코르브산,  아스코르브산나트륨,  부틸화  하이드록시톨루엔

(BHT), 부틸화 하이드록시아니솔(BHA), 토코페롤, 티오황산나트륨; 및/또는 킬레이트제, 예컨대 에틸렌-디아민-

테트라-아세트산(EDTA),  에틸렌 글리콜-비스-(2-아미노에틸)-N,N,N,N-테트라아세트산(EGTA)  및 시트르산나트륨

을 포함하는 추가의 제제들을 사용하는 것도 바람직하다.

점안액, 안과용 겔 및/또는 안과용 연고제는 무균성 조작에 의하거나, 또는 다르게는 적절한 제조 단계에서 멸[0071]

균화를 수행함으로써 제조될 수 있다. 예를 들어, 무균 약학 조성물은 멸균 성분들을 살균 혼합함으로써 제조될

수 있다. 다르게는, 무균 약학 조성물은 먼저 성분들을 혼합한 후 최종 제제를 멸균시킴으로써 제조될 수 있다.

멸균화 방법은, 이에 제한되지는 않지만, 가열 살균, 방사 및 여과를 포함한다.

안과용 연고제(안연고)는 안연고의 제조를 위해 사용되는 베이스 내에 활성 성분을 혼합하여 넣은 후, 당업계에[0072]

공지된 임의의 방법을 사용하여 이를 약학적 제제로 조제함으로써 무균 제조될 수 있다. 통상적인 안연고용 베

이스의 예로서는, 바셀린, 젤렌 50, 플라스티베이스 및 마크로골을 들 수 있다. 또한, 친수성을 증가시키기 위

해 계면활성제가 첨가될 수 있다.

활성 제제의 방출 조절을 위한 다수의 유효한 방법들을 사용할 수 있다. 예를 들어, 문헌[Wagh V. D., Inamdar[0073]

B.,  Samanta  M.  K.,  Polymers  used  in  ocular  dosage  form  and  drug  delivery  systems]을 참조한다. 문헌

[Asian J Pharm 2, 2008, 12-17]과 여기에 언급된 참조 문헌들은 그 내용이 본원에 참조로 포함된다. 중합체(예

를  들어,  셀룰로오스  유도체,  예컨대  하이드록시프로필메틸셀룰로오스(HPMC)  및  하이드록시프로필셀룰로오스

(HPC), 폴리(아크릴산)(PAA), 폴리아크릴레이트, 사이클로덱스트린 및 천연 검, 폴리오르소에스테르(POE) 및 점

막부착성 중합체); 반고체, 예컨대 겔, 막 기타 삽입물; 수지, 예컨대 이온 교환 수지; 이온영동 전달; 및 콜로

이드 입자, 예컨대 미소구체 및 나노입자의 사용도 특히 고려된다. 

본 발명의 화합물은 다른 치료제들과 함께 제공될 수도 있다. 일부 실시양태에서, 본 발명의 화합물은 다른 활[0074]

성 제제, 예컨대 이에 제한되지는 않지만, 항감염제, 항생제, 항바이러스제, 항진균제, 항원충제, 항염증 약물,

항알러지제, 예컨대 항히스타민, 인공 눈물, 혈관수축제, 혈관확장제, 국소 마취제, 진통제, 안압 저하제, 면역

조절제, 항산화제, 비타민과 미네랄, 효소 억제제 또는 다르게는, 프로테아제와 펩티다아제, 사이토카인 억제제

등과 함께 제조될 수 있다.

다양한 실시양태에서, 본 발명의 화합물은 아큐라(Acular)(케토로락 트로메타민 안과용 용액) 0.5%, 아큐베일[0075]

(Acuvail)(케토로락  트로메타민),  AK-Con-A(나파졸린  안과용),  악텐(Akten)(염산  리도카인),  알라마스트

(Alamast), 알파간(Alphagan)(브리모니딘), 알렉스(Alrex), 아스테프로(Astepro)(염산 아젤라스틴 비강 스프레

이),  아자사이트(AzaSite)(아지트로마이신),  비프리브(Bepreve)(베실산베포타스틴  안과용  용액),  베시반스
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(Besivance)(베시플록사신  안과용  현탁액),  베탁손(Betaxon),  BSS  멸균  세척액,  코솝(Cosopt),  듀레졸

(Durezol)(디플루프레드네이트),  아일리아(Eylea)(아플리버셉트),  로테맥스(Lotemax),  루센티스(Lucentis)(라

니비주맙),  루미간(Lumigan)(비마토프로스트  안과용  용액),  마큐젠(Macugen)(페가프타닙),  오큐프록스

(Ocuflox)(오플록사신  안과용  용액)  0.3%,  오큐히스트(OcuHist),  오저덱스(Ozurdex)(덱사메타손),  퀵신

(Quixin)(레보플록사신),  레스큘라(Rescula)(우노프로스톤  이소프로필  안과용  용액)  0.15%,  레스타시스

(Restasis)(사이클로스포린 안과용의 에멀젼),  살라겐정(Salagen  Tablets),  트라바탄(Travatan)(트라보프로스

트 안과용 용액),  발싸이트(Valcyte)(발간시클로버 HCl),  비롭틱(Viroptic),  비스티드(Vistide)(시도포비르),

비쥬다인(Visudyne)(주사용  베르테포르핀),  비트라세르트  임플란트(Vitrasert  Implant),  비트라빈  주사액

(Vitravene  Injection),  제디터(ZADITOR),  지옵탄(Zioptan)(타플루프로스트 안과용 용액), 지르간(Zirgan)(간

시클로비르 안과용 겔), 자이막시드(Zymaxid)(가티플록사신 안과용 용액), 아트로핀(Atropine), 플루르비프로펜

(Flurbiprofen),  파이소스티그민(Physostimine),  아좁트(Azopt),  겐타마이신(Gentamicin),  필로카르핀

(Pilocarpine), 바시트라신(Bacitracin), 고니오솔(Goniosol), 폴리마이신 B(Polymyxin B), 베타딘(Betadine),

그라미시딘(Gramicidin), 프레드니솔론(Prednisolone), 베탁솔롤(Betaxolol), 후모르솔(Humorsol), 푸로파라카

인(Proparacaine),  베톱틱(Betoptic),  하이라르틴(Hylartin),  푸로파인(Propine),  브린졸아미드

(Brinzolamide),  고장성 NaCl,  푸랄루브(Puralube),  BSS,  인도시아닌 그린(Indocycanine  Green),  로즈 벵갈

(Rose Bengal), 카바콜(Carbachol), 이트라코나졸(Itraconazole), 히알우론산나트륨(Sodium Hyaluronate), 세

파졸린(Cefazolin), 라타노프로스트(Latanoprost), 수프로펜(Suprofen), 셀루비스크(Celluvisc), 만니톨, 테라

마이신,  클로람페니콜,  메타졸라마이드(Methazolamide),  티모롤(Timolol),  실록산(Ciloxan),  미코나졸

(Miconazole),  토브라마이신(Tobramycin),  시프로플록사신(Ciprofloxacin),  마이오스타트(Miostat),  트리암시

놀론(Triamcinolone),  코솝(Cosopt),  뮤로  128(Muro  128),  트리플루리딘(Trifluridine),  데메카리움

(Demecarium), 네오마이신, 트로픽아미드(Tropicamide), 덱사메타손(Dexamethasone), 넵타잔(Neptazane), 트루

솝(Trusopt),  디피베프린(Dipivefrin),  오큐프록스(Ocuflox),  비다라빈(Vidarabine),  도졸라미드

(Dorzolamide),  오플록사신(Ofloxacin),  비라-A(Vira-A),  에피네프린(Epinephrine),  옥시테트라사이클린

(Oxytetracycline),  비롭틱(Viroptic),  플루오레세인(Fluorescein),  페닐레프린(Phenylephrine)  및  잘라탄

(Xalatan)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 안과용 치료제와 함께 제공될 수도 있다.

키트[0076]

본 발명의 일부 실시양태는 눈 질병과 관련된 하나 이상의 증상을 예방 및/또는 개선하기 위한 키트에 관한 것[0077]

이다. 해당 키트는 본원에 기술된 하나 이상의 치료 화합물을 포함하는 하나 이상의 용기를 포함할 수 있다. 해

당 화합물은 제조된 약학 조성물로서 용기 내에 존재할 수 있거나, 또는 다르게는 해당 화합물은 제형화되지 않

을 수도 있다. 이러한 실시양태에 있어서, 해당 키트는 해당 약학적으로 허용가능한 담체와는 분리된 용기 내에

제제화되지 않은 화합물을 포함할 수 있다. 사용하기 전, 해당 화합물을 희석하거나, 그렇지 않으면 약학적으로

허용가능한 담체와 함께 혼합한다.

본원에서 제공되는 키트의 일부 실시양태는 이에 제한되지는 않지만, 망막의 변성, 노안, 백내장 및/또는 눈의[0078]

수정체의 핵경화증을 포함하는 눈 질병과 관련된 하나 이상의 증상이 경감 또는 예방되도록 하는 방법으로 해당

약학 조성물을 투여하는 방법을 기술하는 사용설명서도 포함할 수 있다. 일부 실시양태에서, 해당 사용설명서는

키트 내에 포함되어 있는 치료 화합물과 안과용의 약학적으로 허용가능한 담체를 혼합하는 절차도 기술하고 있

다.

본 발명의 일부 실시양태에서, 본원에 기술한 치료 화합물을 포함하고 있는 해당 용기는 눈에 투여하기 위해 사[0079]

용되는 용기이다. 특정 실시양태에서, 해당 용기는 점안액을 투여하기 위한 점적기이다. 다른 실시양태에서, 해

당 용기는 안과용 겔 또는 안연고제를 투여하기 위한 튜브이다.

본 발명의 일부 실시양태를 하기의 실시예로 추가로 예시하지만, 이러한 예로서 본 발명을 한정을 하려는 것은[0080]

아니다. 당업자라면, 뒤따르는 실시예에 개시된 기법들은 본원에 기술된 본 발명의 실시양태를 잘 수행하도록

발명자들에 의해 발견된 기법들을 대표하는 것이며, 따라서 이러한 실시양태를 수행하기 위한 바람직한 양태를

구성하는 것으로 여겨야 함을 알 수 있을 것이다. 그러나, 당업자라면, 본 발명의 내용에 비추어, 본 발명의 개

념과 범위를 벗어나지 않으면서 본원에 개시된 구체적인 실시양태들에 다양한 변화를 주어도 같거나 유사한 결

과를 얻을 수 있다는 점도 알 수 있을 것이다.

장치[0081]

본 발명의 일부 실시양태는 대상자에게 본 발명의 스테롤을 투여하기 위한 장치에 관한 것이다. 일부 실시양태[0082]
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에서, 해당 장치는 내부, 공동 또는 약학적으로 허용가능한 담체 중에 제제화된 본 발명의 스테롤을 함유하는

저장소를 포함한다. 이러한 실시양태에 있어서, 해당 약학적 담체로는, 이에 제한되지는 않지만, 용액, 겔 및

연고를 포함한다. 특정 실시양태에서, 내부, 공동 또는 저장소는 본원에 기술된 본 발명의 스테롤 함유 약학 제

제를 하나 이상 포함한다.

일부 실시양태에서, 본원에서 고려되는 장치는 해당 장치의 내부, 공동 또는 저장소와 연결되어 있는 어플리케[0083]

이터도 포함할 수 있다. 해당 어플리케이터는 원통형, 원뿔형 또는 본 발명의 스테롤 함유 약학 제제를 내부,

공동 또는 저장소로부터 눈으로 전달할 수 있는 임의의 다른 형태일 수 있다. 바람직한 실시양태에서, 해당 어

플리케이터는 넓은 끝단이 내부, 공동 또는 저장소와 연결되어 있고, 좁은 끝단이 본 발명의 스테롤 함유 약학

제제가 통과하여 눈으로 나아가게 하는 개구부를 형성하고 있는 테이퍼형(tapered) 원통이다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 과학 기술 용어들은 본 발명이 속하는 당업자에게 통상적으로 이해[0084]

되는 바와 같은 의미를 갖는다. 본원에 기술된 것과 유사하거나 동일한 방법, 장치 및 재료들은 어느 것이라도

본 발명의 실시 및 시험에 사용될 수 있으나, 지금은 바람직한 방법, 장치 및 재료들에 대해서 기술할 것이다.

본원에 언급한 모든 간행물들은 현재 기술된 본 발명과 관련하여 사용될 수 있는 해당 간행물들에 기술된 방법[0085]

들을 기술하고 개시할 목적으로 그 전체가 본원에 참고로 포함된다. 위에서 거론하거나 명세서 전반에 걸쳐 언

급된 간행물들은 본 출원의 출원일 이전에 개시된 것에 한해서만 제공된다. 본원에 그 어떤 내용도, 선행 발명

으로 인해 본 발명자들이 이러한 개시내용을 선행할 권한이 없다라고 시인하는 것으로 간주되어서는 안된다.

하기 실시예는 본 발명을 예시하기 위한 것이지, 명시적으로나 암묵적으로도 어떠한 방식, 형상 또는 형태로도[0086]

본 발명을 한정하려는 것이 아니다. 이들은 통상적으로 이용될 수 있는 것들이나, 당업자들에게 공지된 다른 절

차, 방법 또는 기법들이 대안으로 사용될 수도 있다. 

실시예 1[0087]

사람의 수정체는, 수정체의 투명도와 굴절율에 필수적인 고도로 체계화된 상호작용성 매크로 구조 내에 조립된[0088]

크리스탈린 단백질로 대부분 이루어져 있다. 단백질간 또는 단백질내 상호작용이 조금이라도 방해를 받게 되면,

이러한 섬세한 구조는 변형되어 소수성 표면이 드러나서, 결국 단백질이 응집되고 백내장이 형성된다. 백내장은

전세계적으로 실명의 가장 흔한 원인으로, 수천만 명에게 발병하며
1
, 현재 유일한 치료법은 백내장에 걸린 수정

체를 외과적 수술로 제거하는 것이다. 수정체 단백질이 응집을 방지하고 수정체 투명도를 유지하는 것 모두에

대한 정확한 메커니즘은 대부분 알려져 있지 않다. 라노스테롤은 수정체 내에 풍부한 양친매성 분자이다. 이것

은 콜레스테롤 합성 경로의 중요한 순환 반응 내의 라노스테롤 합성효소(LSS)에 의해 합성된다. 여기서, 우리는

광범위한 선천성 백내장에 걸린 두 가족에 있어서 2개의 독특한 동형접합성 LSS 미스센스 돌연변이(W581R 및

G588S)를 확인하였다. 이들 돌연변이는 모두 고도로 보존된 아미노산 잔기에 영향을 주고, LSS의 중요한 촉매

작용에도 손상을 준다. 돌연변이가 아닌 야생형 LSS의 조작된 발현은 여러 가지 백내장을 유발하는 돌연변이 크

리스탈린의 세포내 단백질 응집을 방지한다. 콜레스테롤이 아닌 라노스테롤의 처리는 시험관내 및 세포내 감염

실험 모두에서 이미 형성된 단백질 응집물을 현저하게 감소시켰다. 우리는 라노스테롤의 처리가 시험관 내에서

백내장 중증도를 감소시켜 해부된 래빗의 백내장에 걸린 수정체의 투명도를 증가시킬 수 있었고, 개의 생체 내

에서 백내장 중증도를 감소시킬 수 있었음을 추가로 증명하였다. 우리의 연구는 수정체 단백질 응집의 예방에

있어서 라노스테롤이 중요한 분자임을 확인하여, 백내장 예방과 치료를 위한 새로운 전략에 대해 짚어보았다. 

백내장은 전세계적으로 모든 경우의 실명에 있어서 절반 이상을 차지하고 있으며, 확립된 유일한 치료는 혼탁한[0089]

수정체를 외과적으로 제거하는 것이다. 개발도상국에서는, 백내장 수술은 노인 인구들 사이에서 해당 질병이 급

속히 확산되고 있기 때문에 의료비의 상당한 부분을 차지하고 있다. 또한, 외과적 수술에 대한 접근이 한정적인

개발도상국에서는 백내장과 관련하여 심각한 발병률을 나타내고 있다. 

수정체 섬유 내에 고농도의 크리스탈린 단백질은 수정체의 투명도와 굴절 특성에 기여하고 있다
2
. 크리스탈린 상[0090]

과(superfamily)는 인간의 체내에 가장 고도로 농축된 세포내 단백질 중의 일부인 a-, b- 및 c-크리스탈린으로

이루어져 있다. 단백질 응집은 백내장 형성에 있어서 가장 중요한 요인이다
3
. 단백질 응집을 초래하는 요인들로

는, 선천성 백내장을 유발하는 것으로 알려진 크리스탈린 단백질 중의 돌연변이, 또는 결국에는 노인성 백내장

의 원인이 되는 산화적 스트레스를 포함한다. 그러나, 수정체 단백질이 투명도를 유지하거나, 또는 혼탁도를 야

기하는 정확한 메커니즘에 대해서는 아직 완전하게 이해하지 못하고 있다. 

라노스테롤 합성효소(2,3-옥시도스쿠알렌-라노스테롤 사이클라아제, LSS; EC 5.4.99.7)는 LSS 유전자에 의해 암[0091]
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호화된다. LSS 단백질은 콜레스테롤, 스테로이드 호르몬 및 비타민 D의 생합성에서 중요한 초기 속도 제한 단계

인 (S)-2,3-옥시도스쿠알렌의 라노스테롤로의 전환 단계를 촉진한다(참고문헌 4). LSS는 수정체에서 발현되는

것으로 확인되었다
5
.  LSS와 FDFT1(파르네실 이인산염 파르네실 트랜스퍼라아제 1)에 대한 기능저하 돌연변이

(hypomorphic mutation)의 특정 조합이 수정체 내의 콜레스테롤 수준을 감소시켜 슈미야(Shumiya) 백내장 랫트

(SCR)에서 백내장을 유발할 수 있다는 사실은 이미 보고된 바 있다
6
. 본원에서 우리는 같은 혈족인 두 가족에

있어서 LSS 유전자 내의 새로운 동형접합성 돌연변이를 확인하여 단백질 응집과 백내장 형성을 완화시키는 라노

스테롤의 역량을 조사하였다.

코가서스인 혈통의 동족 가족으로부터 중증인 선천성 백내장을 앓고 있는 3명의 아이들(도 1a)을 확인하였다.[0092]

원인이 되는 돌연변이를 확인하기 위하여, 표적 영역에 대하여 평균 55 미만의 폴드 커버리지 폭(fold depth

coverage)(표 1a)로 전장 엑솜 시퀀싱을 수행하였다. 평균적으로, 60,800-80,800개의 SNP가 각 엑솜에서 검출되

었다(표 1b). 동족 열성 모델, dbSNP 및 1000 게놈 프로젝트를 비롯한 공용 데이터베이스에서 통상적인 변이체

(소수의  대립형질  빈도  0.5%)에  대한  필터링,  및(SIFT
7
,  Polyphen2

8
,  Phylop

9
 및  뮤테이션테스터

(Mutationtaster)
10
에 의해 예측된) 돌연변이 기능 예측을 사용하여, 우리는 잠재적인 후보 유전자 변이체들을

좁혀나가서 가장 그럴듯한 후보자로서 21번 염색체 상의 LSS에서 변이체(G588S)를 확인하였다(표 1c). 3명의 발

병한  아이들은  LSS에서  GRA  전이(G588S)에  대해  동형접합성이었던  반면(GRch37/hg19:  chr21:47615645;

NM_001001438.2:c.1762G.A, NM_001001438.1: p.G588S), 아직 발병되지 않은 아버지, 어머니 및 나머지 아이들

은 해당 변화에 대해 이형접합성이었다(도 1a, 1b). 호모자이고서티맵퍼(HomozygosityMapper)에 의해 전장 게놈

SNP  유전자형  분석으로  이  가족에서  3개의  길게  연속된  동형접합성  영역을  확인하였다
11(
chr2:q22.1-q24.1,

chr2:q31.1-q32.1 및 chr21:q22.3; 도 6a 및 표 1d). LSS 유전자는 21번 염색체 상의 동형접합성 영역들 한 곳

에 위치하고 있었다(도 6b). 또한, 우리는 같은 혈족인 제2의 가족에 있어서, 선천성 백내장이 있는 154명의 가

족들에서 LSS  유전자의 돌연변이에 대하여 스크리닝하여 또 다른 동형접합성 돌연변이인 W581R(GRch37/hg19:

chr21:47615666;  NM_001001438.2:c.1741T.C,  NM_001001438.1:  p.W581R)을 확인하였다(도 1a,  1b,  1c).  이들

두 돌연변이는 11,000개의 대조군 염색체 내에는 존재하지 않았다.

LSS에서의 아미노산 잔기 W581과 G588은 고도로 보존되어 있다(도 2a). 우리는 컴퓨터를 사용한 모델링 분석을[0093]

수행하여 LSS의 3D 구조와 기능에 대한 W581R 및 G588S 돌연변이의 영향을 조사하였다. 581번 위치의 아미노산

트립토판은 사이클라아제 활성의 촉매 부위에 기여하는 것으로 보고된 바 있다
12
. G588S 돌연변이는 제자리 치환

(in-place replacement) 후 측쇄 정밀화에 의해 모델링하였다. S588 측쇄 정밀화는 R639와의 중요한 염가교를

형성하는 E578의 세린 측쇄와 백본 카보닐 간의 반데르 발스 충돌을 해결할 수 없었다. E579:C584 루프의 방향

이 해당 돌연변이를 수용하기 위해 뒤틀릴 필요가 있었다. 돌연변이 S588의 측쇄는 인접하고 있는 루프와 충돌

하였는데, 이는 해당 돌연변이가 LSS의 정상적인 효소적 구조와 기능과 공존할 수 없음을 시사하는 것이다(도

2b). 상기와 같은 가상환경에서의 결과를 뒷받침하는 것으로, 세포 감염 실험에서 야생형 LSS의 발현은 사이클

라아제  활성을  나타내어  HeLa  세포의  지질  분획  내에서의  라노스테롤  생성량을  급격히  증가시켰던  반면에,

W581R 또는 G588S 돌연변이 단백질 그 어느 것도 사이클라아제 활성을 나타내지 않았다(도 2c). 이와는 대조적

으로, 콜레스테롤 수준은 야생형 또는 돌연변이 LSS의 발현에 의해 영향을 받지 않았는데, 이는 콜레스테롤 항

상성을 위한 대안적인 경로가 존재할 수 있음을 시사하는 것이다. W581R 및 G588S 돌연변이는 야생형 LSS와 비

교했을 때, LSS 단백질의 세포내 위치를 변형시키거나 응집을 야기하지 않았는데, 이는 백내장 표현형이 돌연변

이 LSS 단백질 자체에 의한 광산란 입자의 형성에 기인하는 것이 아님을 시사하는 것이다(도 7). 수정체 내의

주요 구조 단백질인 크리스탈린의 응집은 다양한 유형의 백내장의 주된 원인이다
3
. 백내장에 걸린 수정체 내의

단백질 응집을 최소화하기 위해, 6개의 공지된 백내장을 유발하는 돌연변이 크리스탈린 단백질을 사람의 수정체

간세포, 사람의 수정체 상피세포주 B-3(HLEB-3) 또는 HeLa 세포 중에서 발현시켰다. 이들 돌연변이 크리스탈린

들은 3개의 감염된 모든 세포주에서 p62 양성인 봉입체/아그레솜을 형성하였는데, 이는 응집이 돌연변이 크리스

탈린의 고유의 특성임을 시사하는 것이다(도 3a 및 도 8 및 9)
13
. 야생형 LSS와 백내장을 유발하는 돌연변이 크

리스탈린 단백질의 공동 발현은 세포내 크리스탈린 응집물의 수와 크기 모두를 현저하게 감소시켰던 반면에,

LSS 돌연변이는 단독으로 그렇게 하지 못했다(도 3b, 3c 및 도 8 및 9).  웨스턴 블롯 분석은 αA-크리스탈린의

Y118D 돌연변이가 세포내 응집물로부터 방출되어, 야생형 LSS와 함께 보다 가용성이 되었음을 보여주었다(도 3d

및 도 9c). 또한, LSS 돌연변이와 돌연변이 크리스탈린을 공동으로 발현하는 세포의 배양 배지 중에 콜레스테롤

이 아닌 라노스테롤의 첨가는 크리스탈린 응집을 성공적으로 감소시켰다(도 3c 및 도 8 및 9). 이 결과는 콜레

공개특허 10-2017-0048426

- 18 -



스테롤이 아닌 라노스테롤이, 돌연변이 크리스탈린 단백질을 응집물로부터 방출시키는 효과적인 제제일 수 있음

을 나타낸 것이다.

이 가설을 뒷받침하듯, 라노스테롤은 야생형 및 돌연변이된 크리스탈린 단백질 모두의 아그레솜 형성을 농도 의[0094]

존적 방식으로 현저하게 억제시켰던 반면, 콜레스테롤은 아무런 효과도 없었다(도 3e, 3f 및 도 10). 콜레스테

롤이 아닌 라노스테롤이, 세포 용해물의 가용성 분획 중의 돌연변이 크리스탈린의 양을 증가시켰다(도 3g 및 도

11a). 우리는 αA-크리스탈린의 GFP-융합된 Y118D 돌연변이를 발현하는 세포에 대한 연속된 살아있는 세포의 영

상 촬영을 이용하여, 라노스테롤의 첨가는 22268 분의 반감기로 크리스탈린 응집물을 효과적으로 제거할 수 있

었던 반면(도 3h), DMSO 또는 콜레스테롤의 첨가는 아그레솜 형성을 감소시키지 못했음을 보여주었다(도 11b).

살아있는 세포에 있어서 단일 입자 추적은 라노스테롤이 이미 형성된 세포내 단백질 응집물의 용해에 중요한 역

할을 한다는 점을 명백하게 보여주었다.

라노스테롤이 응집된 단백질의 용해에 직접적인 영향을 가지는지에 대해 조사하기 위해, 1M 구아니딘 염화물의[0095]

존재 하에 야생형 및 돌연변이된 크리스탈린을 가열하여 5개의 야생형 및 9개의 돌연변이 크리스탈린의 응집물

을 수득하였다. 이러한 조건 하에, 티오플라빈 T(ThT) 형광의 강화, 음성 염색된 투과 전자 현미경(TEM) 하의

피브릴 구조, 및 낮은 혼탁도 수치를 통해 드러나는 바와 같이, 모든 크리스탈린 단백질들은 아밀로이드 유사

피브릴을 형성하였다(도 4 및 도 11c). 여기에서 수득된 해당 아밀로이드 유사 피브릴의 형태는 이전에 보고된

바 있는 크리스탈린 단백질의 형태와 유사하였다
14
. 디팔미토일 포스파디딜콜린(DPPC)에 의해 형성된 리포솜을

함유하는 PBS를 사용하여, 스테롤 화합물의 가용성을 증가시키고 세포막 내의 스테롤의 조건을 모방하였다. 음

성 염색된 TEM 사진에서 피브릴 구조가 사라졌던 것과 ThT 형광 강도가 감소된 것에서 알 수 있는 바와 같이,

콜레스테롤이 아닌 라노스테롤이, 응집된 크리스탈린 단백질을 농도 의존적 방식으로 해당 아밀로이드 유사 피

브릴로부터 성공적으로 재용해시켰다(도 4 및 도 11d). 예로서, 재용해된 αA-크리스탈린은 음성 염색된 TEM 사

진에서 확인될 수 있었고, 대략 15 nm 크기였다(도 4a)
15
.

수정체 조직 내에서 백내장 감소에 대한 라노스테롤의 영향을 평가하기 위해, 래빗의 자연 발생 백내장 수정체[0096]

를 분리하여 25 mM의 라노스테롤 용액 중에서 이들을 6일간 항온 배양하고, 라노스테롤로 처리하기 전과 후의

수정체 선명도를 비교하였다. 수정체 선명도의 증가에서 입증되는 바와 같이, 강한 백내장 중증도의 감소 추세

가 관찰되었다(P<0.003, 윌콕슨 시험, 도 5a, 5b, 표 2a 및 도 12a, 12b), 우리는 추가로 개의 생체내에서 백내

장을 역전시키는 라노스테롤의 영향에 대해서도 조사하였다. 라노스테롤 처리는 백내장 중증도를 현저히 감소시

켰고, 수정체 선명도를 증가시켰다(P<0.009, 윌콕슨 시험, 도 5c, 5d; 표 2b 및 도 12c).

LSS의 촉매적 기능에 영향을 주는 동형접합성 돌연변이는 심각한 시력 손상을 주는 광범위한 선천성 백내장을[0097]

유발한다. 백내장 예방에 있어서 라노스테롤의 중요한 역할은, 합성된 LSS 돌연변이를 품은 랫트 종족이 인간의

백내장 질병의 표현형을 그대로 되풀이 하고 있다는 관찰에 의해 뒷받침된다
6
. 이러한 견해와 일관되게, LSS 억

제제(옥시도스쿠알렌 사이클라아제 억제제로도 알려짐)인 U18666A에 의한 LSS의 억제가 백내장을 유발하는 것으

로 밝혀졌다
16
. 또한, 라노스테롤의 처리가 세포 배양물에서는 돌연변이 크리스탈린 단백질에 의해 야기된 단백

질 응집을 현저하게 감소시켰던 한편, 동물 모델에서는 이미 형성된 백내장의 중증도를 감소시키고, 수정체의

선명도를 증가시켰다. 라노스테롤의 양친매성 특징으로 인해, 라노스테롤이 큰 단백질 응집물 내로 끼워들어가

해당 응집물의 소수성 코어 영역을 코팅함으로써, 효과적으로 이러한 응집물들이 다시 점진적으로 수용성이 되

게 한 것이라고 생각해 볼 수 있다. 

요약하면, 라노스테롤은 수정체 단백질의 응집을 억제하고 백내장 형성을 감소시키는데 중요한 역할은 하는데,[0098]

이는 백내장의 예방과 치료를 위한 새로운 전략을 시사하는 것이다. 백내장은 실명의 주요 원인으로 매년 백만

명의 환자들이 백내장 수술을 받아 혼탁된 수정체를 제거하고 있다. 수술은 아주 성공적이라 하더라도, 그래도

아직 이는 합병증 및 사망율과 관련이 있다. 따라서, 백내장을 역전시키는 약물학적 치료가 건강 및 경제적 효

과가  클  것이다.  또한,  우리의  결과들은  본원에서  입증된  것과  같은  소분자  접근법에  대한  연구를

장려함으로써, 전체적으로 노인 인구에 있어서 질병과 사망의 중요한 원인이 되는 단백질 응집성 질병들, 예컨

대 신경퇴행성 질병 및 당뇨병의 치료를 위해 보다 더 광범위한 영향을 줄 수 있다.

방법[0099]

연구 참가자: 모든 참가자들은 표준 종합 안과 검사 및 영상 검사를 받았다. 인구 통계학적 자료, 위험 인자 및[0100]

혈액 샘플을 방문 초기에 수집하였다. 우리는 성인 2명과 어린이 4명으로 이루어진 같은 혈족인 가족을 모집하
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였다. 부모는 사촌간이었고, 이들의 4명의 아이들 중 3명이 망막 변성과 백내장으로 진단을 받았다(도 1a). 우

리는 추가의 154명의 선천성 백내장 가계도에서 LSS 돌연변이에 대해 스크리닝하였고, 동형접합성 W581R 돌연변

이를 갖는 또 다른 가족을 확인하였다.

엑솜  포획  및  시퀀싱:  엑솜  포획은  제조업자의  프로토콜에  따라  아질런트  슈어셀렉트  휴먼  올  엑손  키트[0101]

(Agilent SureSelect Human All 엑손 Kit)(용액 중)를 사용하여 수행하였다. 요약하면, 게놈 DNA 샘플을 코바

리스(Covaris)로 무작위로 단편화하여 생성된 단편들이 150-200 bp의 염기쌍 피크를 갖도록 하였고, 어댑터를

해당 단편들의 양 끝단에 결찰시켰다. 어댑터가 결찰된 주형들을 아젠코트(Agencourt) AMPure SPRI 비드를 사용

하여 정제하였고, ~250 bp의 삽입 크기를 갖는 단편들은 제거하였다. 추출된 DNA를 풍부하게 하기 위하여 결찰

매개형 PCR로 증폭하고, 정제하여 슈어셀렉트 바이오티닐화 RNA 라이브러리(BAITS)에 하이브리드화하였다. 하이

브리드화 단편들이 스트렙타비딘 비드에 결합되었던 한편, 하이브리드화되지 않은 단편들은 24시간 후에 세척하

여 제거하였다. 포획된 결찰 매개형 PCR 산물들을 아질런트(Agilent)의 2100 생분석기에 넣어 풍부한 정도를 추

산하였다. 이후, 포획된 각 라이브러리를 일루미나(Illumina)의 게놈 분석기 II 플랫폼 상에 로딩하고, 각 샘플

에  대하여  50×이상의  평균  커버리지  폭을  제공하였던  90  bp의  리드(read)  길이를  사용하여  페어드-엔드

(paired-end) 시퀀싱을 수행하였다. 원본 영상 파일을 일루미나의 염기 확정(base-calling) 소프트웨어를 사용

하여 디폴트 파라미터로 가공 처리하였다. 

리드(Read) 맵핑 및 변이체 검출: 각 개체에 있어서 서열 리드들을 BWA
17(
버전 0.5.9-r16)를 사용하여 인간의 표[0102]

준 게놈(NCBI  build  37,  hg19)에 정렬하였다. 이후, BWA에 의해 생성된 BAM  파일을 재정렬 및 변이(SNV  및

indel) 검출을 위한 게놈 분석 툴키트(버전 GATK 2.8)를 사용하는 GATK
18
 최적의 방법 루트를 이용하여 가공 처

리하였다. VQSR 필터링 기준을 통과한 변이체들은 차후 분석을 위해 추출하였다. 

표적 영역에서의 컨센서스 유전자형은 권고된 파라미터를 이용한 SOAPsnp(v1.03) 및 BWA(버전 0.5.9-r16)에 의[0103]

해 확정되었다. 20 이상의 프레드(Phred)와 같은 품질 및 4×이상의 커버리지 폭을 갖는 컨센서스 유전자형을

높은 신뢰성을 갖는 유전자형으로 간주하였다. 표준형과 상이한 유전자형들을 후보 SNP로서 추출하였고, SNP 결

과들을 하기와 같이 필터링하였다: >20의 프레드와 같은 SNP 품질, 4× 내지 200×의 전체 폭, <2의 복제수 추

산치 및 5 bp 미만의 인접한 두 SNP 간의 거리.

유전자 변이체의 기능에 대한 분석(annotation, 주석 달기).  ANNOVAR를 사용해 변이체들의 기능에 대하여 분석[0104]

하여 미스센스, 넌센스, 리드-쓰루(read-through) 및 스플라이스 부위(splice-site) 돌연변이의 범주로 나누었

는데, 이들은 유사 및 비암호화 돌연변이에 비하여 해로울 개연성이 있다. 이러한 분석에 기초하여, 변이체들을

먼저 스플라이스 수용체 부위 및 공여체 부위에 대하여 필터링한 후, 이용가능한 공용 데이터베이스(dbSNP129

및  1000  게놈  변이체  데이터베이스)에  대해서  필터링하였다.  3명의  발병된  대상자에서는  동형접합성

돌연변이로,  보인자(부모)에서는 이형접합성 돌연변이로 판명되었으나,  공용 데이터베이스에는 존재하지 않는

변이체들은 원인 변이체의 후보자로 간주하였다. 

LSS 및 유전자의 돌연변이 스크리닝:  생어(Sanger) DNA 시퀀싱을 수행하여 LSS 내의 G588S 돌연변이를 확인하[0105]

였다. LSS 유전자의 22개의 엑손을 PCR로 증폭하고, 유전자 분석기 3130(어플라이드 바이오시스템즈) 상에서 시

퀀싱하였다. LSS 내의 엑손을 증폭하는데 사용된 프라이머를 표 3A에 나타내었다. 우리는 같은 혈족인 제2의 가

족에 있어서, 선천성 백내장이 있는 154명의 가족들에서 LSS 유전자 내의 돌연변이에 대하여 스크리닝하여 또

다른 동형접합성 돌연변이인 W581R을 확인하였다. 이들 두 돌연변이는 병에 걸리지 않은 샌디에고의 대조군 집

단의 2,000개의 염색체와 1,000개의 게놈 프로젝트, 및 워싱턴 대학의 엑솜 시퀀싱 데이터베이스의 8,000개의

염색체를 포함하는 11,000개의 대조군 염색체 내에는 존재하지 않았다. FDFT1 돌연변이가 백내장 표현형을 변형

시켰다는 이전의 보고가 있었기 때문에, 우리는 FDFT1 유전자 내의 변이체를 스크리닝하여, 단 하나의 흔한 비

유사 변이체인 rs4731(GRch37/hg19:  chr8:11666337;  NM_001287742.1:  c.134A.G,NM_001274671.1:p.K45R)을 확

인하였다. 이 변이체는 원인 돌연변이로서 배제시켰는데, 이는 병에 걸리지 않은 딸이 이와 동일한 동형접합성

변화를 보유하고 있었고, 일반 대중들 중에서도 상대적으로 높은 빈도로 이 변이체를 보유하고 있기 때문이었다

(1,000개의 게놈 프로젝트 데이터 중에 소수의 대립형질 빈도 4%)(표 1E).

G588S 돌연변이의 3D 모델링:  러프(Ruf) 등
19
에 의해 결정된 두 구조로부터 G588S 돌연변이의 모델을 구축하고,[0106]

항목 1W6K 및 1W6J
12
로서 단백질 데이터 뱅크에 기탁하였다. X선 좌표를 사용하여 해당 효소의 전체적인 원자 모

델을 구축하고, 이를 내부 좌표 역학(Internal Coordinate Mechanics, ICM) 프로그램 및 이의 PDB 전환 프로토
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콜을 사용하여 정밀화하였다
21
. 라노스테롤 결합에 대한 G588S-돌연변이로 유발된 충돌의 영향을 분석하기 위하

여, 우리는 1W6K 구조를 사용하여 라노스테롤과 상호작용하는 효소의 주머니에 관여하는 모든 측쇄들을 분석하

였다. 접촉 면적은 라노스테롤을 사용한 것과 사용하지 않은 각 잔기의 용매 접근 가능 면적의 차이로서 산출하

고, ICM 프로그램을 사용하여 크기별로 분류하였다.
22
 

플라스미드 작제물 및 부위 특이적 돌연변이 유도: LSS cDNA를 함유하는 클론을 써모 사이언티픽 인코포레이티[0107]

드사(Thermo Scientific Inc.)로부터 구매하였다. 야생형 LSS의 암호화 서열을 클로닝하여 pcDNA3.1-N-Flag 플

라스미드(인비트로겐) 내에 삽입하였다. 해당 돌연변이를 PCR을 이용한 중첩 신장에 의한 부위 특이적 돌연변이

유도를 통해 작제하였다. 공통 PCR 프라이머는 아래와 같았다: NdeI 정방향, 59-CATATGACGG AGGGCACGTGTCT-39

및 XhoI 역방향, 59-CTCGAGTCAGGGGTGGCCA GCAAG-39. W581R 및 G588S 돌연변이를 작제하기 위한 프라이머는 아

래와 같았다:  W581R  정방향,  59-TGGGAAGGCTCCCGGGGAGTTTGCT-39;  역방향, 59-GTGAAGCAAACTCCCCGGGAGCCTTC-39;

G588S 정방향, 59-GCTTCACCTACAGCACCTGGTTTG-39; G588S 역방향, 59-CCAAACCAGGTGCTGTAGGTGAAG-39. 야생형 또는

돌연변이된 LSS 유전자를 함유하고 있는 재조합 pcDNA3.1-N-Flag 플라스미드를 E. 콜라이 DH5a 세포 내로 형질

전환시켰다. aA-, aB-, bB2-, cC- 및 cD-크리스탈린의 cDNA를 이전에 기술되었던 바와 같이 사람의 수정체의 총

cDNA로부터 클로닝하였다
23-26

. 해당 돌연변이들을 표 3B에 열거된 프라이머를 이용하여 부위 특이적 돌연변이 유

도에 의해 작제하였다. 증폭된 단편들을 XhoI 및 BamHI에 의해 절단시킨 후, 진핵성 발현 벡터인 peGFP-N1 또는

원핵성 발현 벡터 pET28a 내로 삽입하였다. 플라스미드 맥시프렙(Maxiprep) 키트(강하게 흔들어주는 조건)를 사

용하여 플라스미드를 수득하고 DNA 시퀀싱으로 확인하였다. 크리스탈린 유전자 작제물은 C-말단 eGFP 융합 단백

질로 제조하였던 반면, LSS는 N-말단 Flag-태그된 단백질로 제조하였다.

세포 배양 및 감염: HeLa 세포 및 사람의 수정체 상피 B-3 세포(HLEB-3)를 ATCC로부터 수득하였다. 사람의 수정[0108]

체 간세포를 사람 태아의 눈으로부터 분리하였다
27
. HeLa 세포를 10% FBS(깁코)를 함유하는 DMEM 배지 중에서 배

양하였다. HLEB-3 세포를 20% FBS를 함유하는 F12 배지 중에서 배양했던 반면, 사람의 수정체 간세포는 20% FBS

및 10 mg/㎖의 FGF(깁코)를 함유하는 MEM 배지 중에서 배양하였다. 모든 세포들은 37℃, 5% CO2의 항온 배양기

중에서 배양하였다. 세포들은 마이코플라스마 오염에 대해 의례 음성 반응을 나타내었다.

스테롤 함량에 따른 LSS 발현의 영향을 평가하기 위해, 암호화 영역의 N-말단에 Flag 태그와 융합된 야생형 LSS[0109]

또는 LSS 돌연변이로 HeLa 세포를 감염시켰다. 감염시키고 24시간 후에 세포를 수확하고, LC-MS 분석을 위해 지

질 분획을 추출하였다. 벡터 pcDNA3.1-N-Flag 플라스미드로 감염된 세포들을 대조군으로 사용하였다. 야생형 및

돌연변이 LSS의 발현 수준을 마우스 항-Flag(F1804; 시그마-알드리치) 및 마우스 항-액틴 항체(BS6007M ; 바이

오월드 테크놀로지)를 사용하는 웨스턴 블롯 분석에 의해 정규화하였다.

크리스탈린 응집에 대한 라노스테롤의 영향을 평가하기 위해, 사람의 수정체 간세포를 LSS 및 여러 가지 크리스[0110]

탈린 작제물로 4시간 동안 공동 감염시켰다. 크리스탈린 돌연변이 및 pcDNA3.1-N-Flag로 공동 감염된 세포를 대

조군으로 사용하였다. LSS 및 크리스탈린 돌연변이 작제물로 공동 감염된 사람의 수정체 간세포를 응집에 대하

여 분석하기 전에 12시간 동안 배양하였다. 16시간 후, 40 mM의 스테롤(라노스테롤 또는 콜레스테롤, 시그마-알

드리치)을 2시간 동안 세포 배양 배지에 첨가하여 구조 실험을 수행하였고, 이후, 상기 배지를 신선한 배양 배

지로 대체하여 24시간 동안 세포를 배양하였다. 크리스탈린 응집물을 갖는 세포의 백분율을 10개의 무작위로 선

택된 시계로부터 산출하였다. 야생형 LSS 그룹, 돌연변이 그룹, 또는 돌연변이 + 라노스테롤 그룹의 값을 산출

하였다. 1%의 DMSO로 처리된 세포를 대조군으로 사용하였다. 

세포내 크리스탈린 응집에 대한 LSS와 라노스테롤의 효과를 단순 맹검 관찰자 연구에서 평가하였다. 실험은 3회[0111]

이상  반복하였다.  P  값을  스튜던트  t-검정을  사용하여  계산하였다.  형광  현미경.   동량의  사람의  수정체

간세포, HLEB-3 세포 또는 HeLa 세포를 TC(쏠라바이오)로 미리 처리한 유리 커버슬립 상에 시딩하였다. 90%의

포화도에 도달할 때까지 24시간 동안 배양시킨 후, 세포를 여러 가지 LSS 또는 크리스탈린 유전자를 함유하는

플라스미드로 감염시키거나, 또는 특정 크리스탈린 유전자를 함유하는 플라스미드 및 야생형 또는 돌연변이된

LSS 유전자를 함유하는 플라스미드로 공동 감염시켰다. 대조군은 peGFP-N1 및/또는 peDNA3.1-N-Flag를 함유하고

있는 플라스미드로 감염된 세포로 하였다. 감염과 공동 감염 모두 제조업자의 사용설명서에 따라 리포펙타민

3000(인비트로겐)을 사용하여 수행하였다. 

여러 가지 백내장을 유발하는 크리스탈린 돌연변이의 세포내 응집에 대한 야생형 또는 돌연변이된 LSS의 영향을[0112]

사람의 수정체 간세포, HLEB-3 세포 또는 HeLa 세포에서의 Flag-LSS 및 크리스탈린-GFP의 공동 발현에 의해 평

가하였다. 단백질의 세포내 분포를 GFP 또는 Flag에 대한 항체를 사용하여 시각화하였다. 4시간 동안의 공동 감
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염 후, 세포를 신선한 배지에서 24시간 동안 배양한 후 현미경으로 분석하였다. 

여러 가지 크리스탈린 유전자를 함유하고 있는 플라스미드를 사용하여 세포를 감염시켜, 여러 가지 크리스탈린[0113]

의 아르레솜 형성에 대한 라노스테롤 또는 콜레스테롤의 효과를 연구하였다. 세포를 24시간 동안 배양시켜 효율

적인 단백질 발현 및 아그레솜 형성이 이루어지도록 하였다. 이후, 세포를 1%(사람의 수정체 간세포용) 또는

2%(HeLa 세포용)의 DMSO 중의 0-40 mM의 스테롤로 처리하였다. 1% 또는 2%의 DMSO로 처리된 세포들을 대조군으

로 사용하였다. 2시간 동안의 처리 후, 배지를 신선한 배지로 대체하였다. 12시간 후, 현미경 분석을 위해 세포

를 사용하였다.

인산염 완충 생리식염수(PBS)를 사용하여 슬립을 3회 세척하여 현미경 샘플을 준비하였다. 세포를 4%의 파라포[0114]

름알데히드로 40분간 고정시킨 후 PBS로 3회 더 세척하였다. 세포를 PBS 중의 0.1%의 트리톤 X-100(시그마)을

사용하여 10분간 투과시키고, 37℃에서 1시간 동안 PBS 중의 5%의 정상 염소 혈청을 사용하여 차폐시켰다. 5%의

정상  염소  혈청을  함유하는  PBS  버퍼  중에  마우스  항-Flag  항체(1:500)  또는  마우스  항-p62  항체(1:200,

ab56416; 에이비캠)를 첨가하여 면역염색을 수행하고, 37℃에서 1시간 동안 항온 배양하였다. 이후, 슬립을 PBS

로 3회 세척하고, 알렉사(Alexa) 649-콘쥬게이트된 염소 항-마우스 IgG(1:250)를 사용하여 주위 온도에서 1시간

동안 추가로 항온 배양하였다. Hoechst 33342(인비트로겐)를 사용하여 핵을 대비 염색하였다. 장착 고정시킨 세

포를 칼 자이스 LSM 710 공초점 현미경을 사용하여 분석하였다. 

살아있는 세포의 영상 촬영: αA-크리스탈린(Y118D) 돌연변이를 함유하는 플라스미드를 사용하여 사람의 수정체[0115]

간세포를 감염시켰다. 24시간 동안의 감염 시간 후, αA-크리스탈린(Y118D) 돌연변이의 안정한 발현을 보이는

세포를 0.8 mg/㎖의 G418을 함유하는 배양 배지 중에서 7일간 항온 배양하여 스크리닝하였다. 이후, 수득된 세

포들을 유리 바닥(glass bottom) 세포 배양 접시(인비트로 사이언티픽) 상에 씨딩하고, 1% DMSO, 1% DMSO 중의

40mM의 콜레스테롤, 또는 1% DMSO 중의 40 mM의 라노스테롤로 4시간 동안 처리하였다. 신선한 배양 배지를 첨가

하고, 연속된 살아있는 세포의 영상으로 세포를 분석하였다. 살아있는 세포의 영상은 올림푸스 IX81 현미경을

통해 관찰하였고, 셀센스 디멘젼(CellSens Dimension) 소프트웨어(올림푸스)를 사용하여 캡쳐하였다. 살아있는

세포 영상 촬영에서 단일 입자 추적을 이용하여 p62 양성인 응집물의 형광 강도를 측정함으로써 해당 응집물의

크기에 대한 정량 분석을 수행하였다. 살아있는 세포 영상 촬영은 3개의 생물학적 복제물을 이용하여 수행하였

고, 각각 1-8번 반복하였다. 

세포의 지질 추출: 지질의 추출은 블라이(Bligh)와 다이어(Dyer) 방법을 사용하여 수행하였다.
28
 요약하면, ~1×[0116]

10
6
-10

7
개의 HeLa 세포를 PBS로 3-5회 세척한 후, 400 ㎖의 아주 찬 메탄올 중에서 스크래핑하여 200 ㎖의 클로

로포름을 첨가하면서 1.5 ㎖의 에펜도르프 시험관으로 옮겼다. 샘플을 1분간 볼텍스 교반 후, 300 ㎖의 1M KCl

과 혼합하였다. 유기 및 수성 상을 4℃에서 5분간 20,817×g에서의 미세 원심분리에 의해 분리하였다. 분리 후,

하부의 유기상을 수집하였다. 이후, 잔류 수성상을 300 ㎖의 클로로포름을 사용하여 2회 재추출하였다. 해당 수

집된 유기상을 진공 하에 SpeedVac 샘플 농축기를 사용하여 건조시켰다. 건조된 샘플은 추가의 LC-MS 분석을 위

해 280℃로 저장하였다.

LC-MS 분석: 건조된 지질 추출물을 100 ㎖의 메탄올 중에 재현탁시켰다. 샘플을 10분간 볼텍스 교반하고, 80 W[0117]

의 초음파로 30분간 분해 처리하여, 20,817×g로 10분간 미세 원심분리한 후, 상청액을 새 에펜도르프 시험관에

옮겼다. 미세 원심분리 처리는 3회 반복하였다. 유도된 샘플을 대기압 화학적 이온화(APCI) 공급원을 사용하는

아질런트  1290/6460  트리플  사중극자  LC/MS로  분석하였다.  지질은  아질런트  SB-C18  컬럼을  이용하여

분리하였다. 전자 이온화 모드를 사용하여 선택적 이온 모니터링을 수행하였다. 고순도의 라노스테롤과 콜레스

테롤을 대조군으로 사용하였다. MS 측정은 350℃의 기체 온도, 41 min
-1
의 기체 유속, 60 p.s.i.의 분무기, 350

℃의 증발기, 3,500 V의 모세관 및 4 mA의 코로나 전류를 사용하여 수행하였다. 감도와 특이성을 최적화하기 위

하여, 각 화합물의 MS 분석에 대해 2개의 검증 이온을 선택하였다(콜레스테롤을 위한 369.3/161.1과 369.3/147,

및 라노스테롤을 위한 409.2/191.3과 409.2/109).  웨스턴 블롯팅.  세포 용해물을 50 mM의 트리스(pH 8.0),

150 mM의 NaCl, 1%의 트리톤 X-100, 1 mM의 EDTA, 0.5%의 디옥시콜산나트륨 및 0.1%의 SDS를 함유하는 RIPA 버

퍼 중에 준비하여 두었다. 상청액과 침전 분획물을 원심분리로 분리하였다. 단백질을 12.5%의 SDS-PAGE로 분리

하여 PVDF 막(GE 헬스케어)으로 옮겼다. Flag(F1804; 시그마-알드리치) 또는 GFP(MB2005; 바이오월드 테크놀로

지)에 대한 마우스 항체를 사용하여 과발현된 LSS와 크리스탈린 단백질을 각각 확인하였다. GELPRO(미디어 사이

버네틱스, Media Cybernetics) 소프트웨어를 사용하여 웨스턴 블롯 밴드의 정량을 달성하였다. 제시된 정량적

데이터는 3개의 독립된 실험으로부터 계산하였다. 

공개특허 10-2017-0048426

- 22 -



단백질 발현 및 정제: 재조합 His-태그된, 야생형 및 돌연변이 b- 및 c-크리스탈린 단백질을 에쉐리키아 콜라이[0118]

중에서 과발현시키고, Ni-NTA 친화성 컬럼을 사용한 후 다른 곳에서 기술된 것과 동일한 프로토콜을 사용하는

겔 투과 크로마토그래피에 의해 정제하였다
23,24,26,29

. 태그되지 않은 αA- 및 αB-크리스탈린의 과발현과 정제는

이전에 기술되었던 바와 같이 수행하였다
30
. 해당 단백질의 순도는, 12.5%의 SDS-PAGE, 10%의 네이티브-PAGE 상

에서 하나의 단일 밴드 및 크기 배제 크로마토그래피 프로파일에서의 단일 피크로 평가된 바와 같이, 95% 초과

인 것으로 추산된다. BSA를 표준으로 사용하는 브래드포드 방법(Bradford method)에 따라 단백질 농도를 측정하

였다
31
. 모든 단백질 샘플들은 150 mM의 NaCl, 1 mM의 EDTA 및 1 mM의 DTT를 함유하는 20 mM의 PBS 버퍼 중에

준비하여 두었다. 

단백질 응집 및 응집 용해: 5 mg/㎖의 농도로 1M 구아니딘 염화물(초고순도, 시그마-알드리치)을 함유하는 단백[0119]

질 용액을 60℃에서 2시간 동안 가열하여, 야생형 및 돌연변이 αA- 및 αB-크리스탈린 단백질의 응집물을 수득

하였다. 야생형 및 돌연변이 b- 및 c-크리스탈린의 응집물은 1M 구아니딘 염화물을 함유하는 단백질 용액을 37

℃에서 48시간 동안 가열하여 제조하였다. 응집물의 형성은 ThT 형광, 혼탁도(400 nm에서 흡광도) 및 투과 전자

현미경(TEM) 관찰에 의해 확인하였다. 이미 형성된 응집물을 0.2 mg/㎖(약 10 mM)의 최종 농도로 20 mM의 PBS

중에 재현탁시켰다. 상기 재현탁된 응집물을 37℃에서 500 mM DPPC(시그마-알드리치)에 의해 형성된 리포솜 중

의 500 mM의 라노스테롤 또는 콜레스테롤로 처리하였다. 500 mM의 DPPC 리포솜으로 처리된 응집물을 음성 대조

군으로 사용하였다. 처리하고 24시간 후, 해당 단백질 용액을 ThT 형광, 혼탁도 및 음성 염색된 TEM 관찰을 위

해 사용하였다. TEM 샘플은 새로운 글로우 방전된 카본 코팅 구리 격자 상에 단백질 용액을 증착시켜 제조하였

다. 1.25%의 아세트산우라닐로 상기 격자를 30초간 염색하여 음성 염색 샘플을 수득하였다. 상기 음성 염색된

TEM 사진은 120 kV의 전압 및 48,000배의 배율을 갖는 히타치 H-7650B 투과 전자 현미경 상에서 수득하였다.

백내장에 걸린 래빗의 수정체의 치료: 래빗을 CO2 흡입으로 안락사시키고, 수정체를 즉시 해부하여 비히클 또는[0120]

비히클 중에 용해된 라노스테롤로 처리하여 25 mM의 용액을 제조하였다. 수정체 조직을 실온의 암실에서 이 용

액 중에 6일간 항온 배양시켰다. 백내장을 현미경으로 검사하여 사진 촬영하였다. 백내장의 정도를 이전에 기술

된 바 있는 하기에 나타낸 혼탁도 등급 체계
32,33

를 사용하여 눈을 가린 검사관에 의해 평가하였다. 수정체의 선

명도와 투명도에 있어서의 개선을 시각적 검사와 등급화로 정량화하였다. 수정체의 선명도는 빛의 투과, 수정체

아래의 격자 이미지의 선명도(도 12), 및 수정체의 전반적인 선명도에 있어서의 개선 또는 피질 백내장의 편재

화 영역의 선명도에 있어서의 개선에 의해 점수화하였다. 윌콕슨 시험을 사용하여 치료 효과를 평가하였다. 

백내장 등급 체계:  등급 0: 혼탁도 없음(격자선이 분명하게 보임); N 등급 1: 혼탁도가 아주 조금 있음(격자선[0121]

이 아주 조금은 흐리지만, 여전히 격자선이 보이기는 함); N 등급 2: 거의 수정체 전체에 걸쳐 혼탁도가 퍼져

있음(격자선이 중간 정도로 혼탁하여, 주된 격자선 정도만 보임); N 등급 3: 수정체 전체에 걸쳐 광범위하게 진

한 혼탁도가 퍼져 있음(격자선이 모두 흐릿하고, 전혀 격자선이 보이지 않음)

약물 로딩된 나노입자의 제조:  라노스테롤을 개조된 나노침전법
34
을 통해 지질 중합체 하이브리드 나노입자 내[0122]

로 로딩하였다. 요약하면, 원하는 농도의 라노스테롤을 아세토니트릴 중에 용해된 폴리카프로락톤(PCL) 중합체

와  혼합하였다.  레시틴과  1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민-N-카복시(폴리에틸렌  글리콜)

2000(DSPE-PEG-COOH)을 PCL 중합체 중량의 20%로 4%의 에탄올 수용액 중에 용해시키고 60℃ 이상으로 가열하였

다. 이후, 라노스테롤/PCL 용액을 천천히 교반한 후 3분간의 격한 볼텍싱 하에 미리 가열한 지질 용액 내에 첨

가하였다. 이후, 혼합물 용액을 2시간 동안 교반하여 나노입자들을 형성시키고 아세토니트릴이 증발되도록 하였

다. 다음으로, 나노입자 용액을 10 kDa의 분자량 컷오프를 갖는 아미콘 울트라-4(Amicon Ultra-4) 원심 여과기

(밀리포어)를 사용해 3회 세척하여 남아있는 유기 용매와 유리 분자들을 제거하였다. 이후, 생성된 나노입자를

차후에 사용하기 위해 PBS 버퍼 중에 재현탁시켰다. 약물이 로딩된 나노입자의 크기, 크기 분포 및 표면 제타

전위(surface zeta potential)를 동적 광산란법으로 특성화하였다. 라노스테롤의 로딩량을 고성능 액체 크로마

토그래피로 정량하였다.

백내장에 걸린 개의 수정체 치료: 살아있는 동물에서 백내장에 대한 라노스테롤 치료의 효과를 평가하기 위해,[0123]

개에게 아세프로마진과 부토르판올을 근육내 주사하여 미리 약물을 투여하였다. 20분 후, 정맥내 프로포폴을 주

입하여 마취 유도를 수행하였다. 이후, 개에게 즉시 삽관하고 산소 및 2% 이소푸루란을 분당 21로 유지하였다.

라노스테롤(100mg)이 로딩된 나노입자를 처음에는 28-게이지 바늘을 사용하여 시험 눈 내의 유리체 공동으로 주

사한 후, 실험 기간 동안 매 3일 간격으로 투여하였다. 치료군 눈 또는 샴(sham) 눈은 무작위로 하였다. 대조군
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눈은 음성 대조군으로서 빈 나노입자 담체로 주사하였다. 치료군 눈은 국소 점안액 중의 라노스테롤로 처리하였

다(하기에 점안액 제형에 대해 참조). 50 ㎖의 한 방울의 라노스테롤을 6주간에 걸쳐서 시험 눈에 매일 3회 투

여하였다. 세극등으로 백내장 중증도를 검사하여 6주간의 치료 기간의 시작과 종료 시점에 사진을 촬영하였다.

검사를 하기 전에, 1%의 트로픽아미드와 10%의 페닐레프린으로 동공을 확장시켰다. 백내장 중증도를 눈을 가린

검사관이 평가하여 하기 나타낸 개의 백내장 단계를 기준으로 점수화하였다
35
. 수정체의 선명도와 투명도에 있어

서의 개선도 정량화하였다. 윌콕슨 시험을 사용하여 치료 효과를 평가하였다. 

개 백내장의 등급 체계:  등급 0: 혼탁도 없음(백내장 없음); N 등급 1: 혼탁도가 아주 조금 있음(초기 단계);[0124]

N 등급 2: 거의 수정체 전체에 걸쳐 혼탁도가 퍼져 있음(발달 단계); N 등급 3: 수정체 전체에 걸쳐 광범위하게

진한 혼탁도가 퍼져 있음(성숙 단계).  국소 비히클 용액.  0.055 g의 염화알킬디메틸벤질암모늄과 혼합된 1.1

g의 (EDTA)2Na에 재증류한 H2O를 최종 부피 1.1 L(pH 5.66)가 될 때까지 첨가하였다. 국소 비히클 용액 중의 25

mM의 라노스테롤. 12.5 g의 라노스테롤, 1.1 g의 (EDTA)2Na, 0.055 g의 염화알킬디메틸벤질암모늄 및 200 ㎖의

EtOH의 혼합물에 재증류한 H2O를 첨가하여 최종 부피 1.1 L이 되도록 하였다.

한 실시양태에서, 라노스테롤 점안액의 제제는 하기와 같다:[0125]

처방[0126]

비히클만 포함된 용액:[0127]

하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린 165 g[0128]

폴리소르베이트 80  1 g[0129]

EDTA2Na  1.1 g[0130]

염화알킬디메틸벤질암모늄  0.055 g[0131]

EtOH   200 ㎖[0132]

이어서, 최종 부피가 1.1L(PH 5.66)가 될 때까지 ddH2O가 첨가됨.[0133]

비히클 용액 중의 5mM의 라노스테롤:[0134]

라노스테롤  2.5 g[0135]

하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린 165 g[0136]

폴리소르베이트 80  1 g[0137]

EDTA2Na  1.1 g[0138]

염화알킬디메틸벤질암모늄  0.055 g[0139]

EtOH  200 ㎖[0140]
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이어서, 최종 부피가 1.1L(PH 5.66)가 될 때까지 ddH2O가 첨가됨.[0141]

[0142]
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[0143]
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[0144]
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[0145]
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[0146]
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[0147]

도면

도면1a

도면1b
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도면1c

도면2a

도면2b

도면2c
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도면3a

도면3b
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도면3c

도면3d

도면3e
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도면3f

도면3g

도면3h

도면3i
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도면4a

도면4b

도면5a
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도면5b

도면5c

도면5d
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도면6a

도면6b
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도면7

도면8a
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도면8b

도면8c

도면8d
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도면8e

도면9a

도면9b

도면9c
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도면10a

도면10b

도면10c
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도면10d

도면11a

도면11b
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도면11c

도면11d

도면12a

도면12b
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도면12c
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