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(54) 발명의 명칭 펩타이드의 지속 방출 전달을 위한 의약 조성물
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본 발명은 생체적합성이며, 비수용성이고, 생체분해성을 갖는 폴리머의 유효량과 하나 이상의 친지성 또는 양친

성 모이어티에 의해 공유적으로 변형된 치료용 펩타이드의 유효량이 생체적합성이고 수용성인 유기 용매 중에 용

해 또는 분산되어 있는 형태로 포함된 액상의 의약 조성물을 투여함으로써, 체내에서 현장(in situ)로 고상의 생

체분해성 임플란트를 형성하는 방법을 제공하다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

(a)   폴리락타이드, 폴리글리콜라이드, 폴리카프로락톤, 폴리디옥산온, 폴리카보네이트, 폴리히드록시부티레이

트,  폴리알킬렌 옥살레이트,  폴리안하이드라이드,  폴리아미드,  폴리에스테르아미드,  폴리우레탄,  폴리아세탈,

폴리오르토카보네이트, 폴리포스파젠, 폴리히드록시발레레이트, 폴리알킬렌 숙시네이트 및 폴리오르토에스테르,

및 이들의 코폴리머, 블록 코폴리머, 분지상 코폴리머, 터폴리머 및 이들의 조합과 혼합물로 이루어진 군으로부

터 선택된, 약학적으로 허용가능한, 비수용성 생체분해성 폴리머; 

(b) 상기 생체분해성 폴리머를 용해시키는, 약학적으로 허용가능한 유기 용매; 및 

(c) 하나 이상의 친지성 모이어티 및 하나 이상의 양친성 모이어티 중 하나 이상과 컨쥬게이트된 치료용 폴리펩

타이드

를 포함하여 이루어지는, 치료용 폴리펩타이드를 조절적으로 방출시키기 위한 액상 폴리머 의약 조성물로서,

여기서 상기 조성물은 점성이 있는 주사가능한 액상 형태이며 대상자의 체내에서 유기 용매를 소산 또는 분산시

킴으로써 조절 방출 임플란트를 형성할 수 있고; 상기 조성물은 친지성 모이어티 또는 양친성 모이어티, 또는

이들 모두에 치료용 폴리펩타이드가 컨쥬게이트되지 않은 조성물에 비해 시험관내 안정성은 더 높고 초기 분출

방출량은 더 적고, 

친지성 모이어티 또는 양친성 모이어티의 친지성 부분은 C3-39-알킬, C3-39-알케닐, C3-39-알카디에닐, 토코페롤 및

스테로이드 화합물로 이루어지는 군으로부터 선택되고, 상기 유기 용매는 N-메틸-2-피롤리돈, N,N-디메틸포름아

미드, 디메틸 설폭사이드, 프로필렌 카보네이트, 카프로락탐, 트리아세틴, 벤질 벤조에이트, 벤질 알코올, 에틸

락테이트, 글리세릴 트리아세테이트, 시트르산의 에스테르, 폴리에틸렌 글리콜, 알콕시폴리에틸렌 글리콜, 폴리

에틸렌 글리콜 아세테이트 또는 이들의 조합을 이루어지는 군으로부터 선택되는 것인 액상 폴리머 의약 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 폴리펩타이드와 친지성 모이어티 또는 모이어티들, 폴리펩타이드와 양친성 모이어티 또는 모이

어티들, 또는 이들 양자는 공유적으로 컨쥬게이트되어 있는 것인 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 폴리펩타이드와 친지성 모이어티 또는 모이어티들, 폴리펩타이드와 양친성 모이어티 또는 모이

어티들, 또는 이들 양자는 스페이서, 브릿지 또는 링커기를 통하여 공유적으로 컨쥬게이트되어 있는 것인 조성

물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 폴리펩타이드는 옥시토신, 바소프레신, 부신피질자극 호르몬

(ACTH), 상피 성장 인자 (EGF), 혈소판 유래 성장 인자 (PDFG), 프롤락틴, 호르몬, 예컨대, 황체형성 호르몬,

황체형성 호르몬 분비호르몬(LHRH),  LHRH  아고니스트, LHRH  안타고니스트, 성장호르몬, 성장호르몬 방출인자,

인슐린, 에리쓰로포이에틴, 소마토스타틴, 글루카곤, 인터류킨, 인터페론-알파, 인터페론-베타, 인터페론-감마,

가스트린,  테트라가스트린,  펜타가스트린,  우로가스트론,  세크레틴,  칼시토닌,  엔케팔린,  엔도르핀,

안지오텐신, 갑상선자극호르몬 분비호르몬 (TRH),  종양괴사인자 (TNF),  부갑상선 호르몬 (PTH), 신경성장인자

(NGF), 과립구-콜로니 형성 자극인자 (G-CSF), 과립구 마크로파지-콜로니 자극인자 (GM-CSF), 마크로파지-콜로

니 자극인자 (M-CSF), 헤파리나제, 혈관내피성장인자 (VEG-F), 골형태형성 단백질 (BMP), hANP, 글루카곤-유사

펩타이드 (GLP-1), 엑세나타이드, 펩타이드 YY (PYY), 그렐린, 레닌, 브래디키닌, 바시트라신, 폴리믹신, 콜리

스틴, 티로시딘, 그라미시딘, 사이클로스포린, 효소, 사이토키닌, 항체, 백신, 항생제, 당단백질, 난포자극 호

르몬, 키오토르핀,타프트신, 티모포이에틴, 티모신, 티모스티뮬린, 흉선 체액 인자, 혈청 흉선 인자, 콜로니 자

극 인자, 모틸린, 봄베신, 디노르핀, 뉴로텐신, 세룰레인, 우로키나제, 칼리크레인, 물질 P 유사체, 물질 P 안

타고니스트, 안지오텐신 II, 혈액 응고 인자 VII 및 IX, 리소자임, 그라미시딘, 멜라노사이트 자극 호르몬, 갑

상선호르몬 분비호르몬, 갑상선 자극 호르몬, 판크레오지민, 콜레시스토키닌, 인간 태반 락토겐, 인간 융모막

고나도트로핀, 단백질 합성 자극 펩타이드, 위 억제 펩타이드, 혈과작용성 장 펩타이드, 및 혈소판 유래 성장인
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자로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 폴리펩타이드는 ACTH, 글루카곤, 소마토트로핀, 티모신, 색소

호르몬, 소마토메딘, 융모막 고나도트로핀, 시상하부 분비 호르몬, 항이뇨 호르몬, 갑상선 자극 호르몬, 비팔린

및 프롤락틴으로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 조성물.

청구항 6 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 폴리펩타이드는 독소루비신, 라파마이신, 날트렉손, 상피성장인

자 (EGF), LHRH 아고니스트, LHRH 안타고니스트, 성장호르몬, 성장호르몬 자극 인자, 옥트레오타이드, 인터페론

-알파, 인터페론-베타, 인터페론 감마, 칼시토닌, 부갑상선 호르몬 (PTH), 글루카곤-유사 펩타이드 (GLP-1), 및

펩타이드 YY (PYY) 로 이루어지는 군 중에서 선택되는 것인 조성물.

청구항 7 

제4항에 있어서, 폴리펩타이드는 글루카곤 유사 펩타이드 1 (GLP-1)인 조성물.

청구항 8 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 폴리펩타이드는 엑센딘인 조성물.

청구항 9 

제6항에 있어서, 폴리펩타이드는 옥트레오타이드인 조성물.

청구항 10 

제4항에 있어서, 폴리펩타이드는 인슐린인 조성물.

청구항 11 

삭제

청구항 12 

제1항에 있어서, 각각의 C3-39-알킬, C3-39-알케닐, 및 C3-39-알카디에닐은 (i) 직쇄 또는 분지상이고 (ii) 포화,

일불포화(monounsaturated) 및 이불포화된(di-unsaturatd) 것인 조성물.

청구항 13 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 친지성 모이어티는 지질인 조성물.

청구항 14 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 양친성 모이어티의 친수성 부분은 폴리에틸렌 글리콜, 폴리비닐

피롤리돈 및 슈가로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 조성물.

청구항 15 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 생체분해성 폴리머는 폴리락트산 및 폴리글리콜산 및 이들의 코

폴리머로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 조성물.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

(a) 약학적으로 허용가능한, 비수용성의 생체분해성 폴리머를 약학적으로 허용가능한 유기 용매에 용해시켜 폴

리머 용액을 형성하는 단계; 및 
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(b) 상기 폴리머 용액을, 하나 이상의 친지성 모이어티 및 하나 이상의 양친성 모이어티 중 하나 이상과 컨쥬게

이트된 치료용 펩타이드의 유효량과 혼합하여 의약 조성물을 형성하는 단계

를 포함하여 이루어지는, 제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 기재된 액상 폴리머 의약 조성물을 제조하는

방법. 

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 
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삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

관련 출원[0001]
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본 출원은 2006년 7월 11일자로 출원된 미국 가특허출원 제 60/830,011호의 우선권 주장 출원으로서, 상기 출원[0002]

의 내용은 본 출원 발명에 참고로 통합된다.

본 출원 명세서 전반에 걸쳐, 여러가지 문헌이 인용된다. 이들 문헌의 개시 내용 역시 본 출원에 참고로 통합시[0003]

켜 본 발명이 속한 기술 분야의 기술 수준을 보다 완벽하게 설명하고자 한다.

배 경 기 술

1. 발명의 분야[0004]

본 발명은 치료용 펩타이드의 조절적 방출 전달 분야 및 하나 이상의 친지성 또는 양친성 분자에 의해 공유적으[0005]

로 변형된 치료용 펩타이드의 조절적 방출 전달에 유용한 조성물 및 방법에 관한 것이다.

2. 관련 기술에 관한 설명[0006]

펩타이드, 또는 달리 올리고펩타이드, 폴리펩타이드 및 단백질은 치료제로서 널리 사용되어 왔다. 펩타이드들은[0007]

재조합 DNA 기술에 의해 간편하게 생산될 수 있으며 또는 잘 알려진 펩타이드 합성 기술에 의해 합성될 수도 있

다. 그러나, 많은 펩타이드들은 효소에 의해 분해되기 쉽고 생체내 순환 반감기가 대단히 짧다. 따라서, 대부분

의 펩타이드 약품은 주사에 의해, 일반적으로 하루에 수차례에 걸쳐 투여되어 왔다. 따라서, 안전성, 효능 및

환자의 편리성을 개선시키기 위해 연장되니 기간 동안 조절적인 방식으로 이러한 펩타이드를 전달할 수 있다면

매우 바람직할 것이다.

생체분해성(biodegradable) 폴리머는 치료용 펩타이드를 지속적으로 전달하는데 사용되어 왔다. 이러한 펩타이[0008]

드는 일반적으로 폴리머 조성물에 혼입되어 막대형, 웨이퍼형 및 미립자와 같은 목적하는 형태로 체외에서 만들

어진다. 이렇게 만들어진 고상 조성물은 절개 또는 주사에 의해 체내로 삽입될 수 있다. 별법으로 그리고 바람

직하게는,  이러한 폴리머 조성물 중 몇가지는 액상 폴리머 조성물로서 체내에 주사되어 임플란트를 현장(in

situ) 형성할 수 있다. 약물을 조절적인 방식으로 전달하기 위하여, 임플란트를 현장(in situ) 형성하기 위한

주사가능한 액상 생체분해성 폴리머 조성물은 여러 특허 문헌에 설명되어 있다. 다음의 인용 문헌들은 이 분야

의  대표적인  문헌인  것으로  믿어지며  본  발명에  그  내용이  참고로  통합되었다:  미국  특허  6,565,874;

6,528,080;  RE37,  950;  6,461,631;  6,395,293;  6,355,657;  6,261,583;  6,143,314;  5,990,194;  5,945,115;

5,792,469;  5,780,044;  5,759,563;  5,744,153;  5,739,176;  5,736,152;  5,733,950;  5,702,716;  5,681,873;

5,599,552; 5,487,897; 5,340,849; 5,324,519; 5,278,202; 5,278,201; 및 4,938,763.  여기에 설명된 바와 같

이, 생물활성 제제는 생체적합성 유기 용매 중의 생체분해성 폴리머 용액에 용해 또는 분산되어 액상 조성물을

형성한다. 액상 조성물이 체내로 주사되면, 용매가 주변의 수성 환경 내로 소산되어 폴리머가 침전됨으로 해서

고상 또는 겔상의 데포(depot)를 형성하고 이로부터 생물활성 물질이 폴리머가 분해됨에 따라 장기간 방출되게

된다. 이러한 전달계의 사용은 진전된 전립선암을 치료하기 위한 류프롤라이드 아세테이트 (Eligard
TM
)을 전달하

기 위해 예시되었다. 몇건의 성공에도 불구하고, 이러한 방법은 이러한 접근법에 의해 효과적으로 전달되었을

수 있는 다수의 펩타이드에 있어서는 전적으로 만족스럽지는 못하였다.

많은 치료용 펩타이드의 경우, 폴리(DL-락타이드-코-글리콜라이드)의 마이크로스피어에 봉입된 펩타이드의 아실[0009]

화 및/또는 분해가 방출 프로세스 중에 관찰되어 왔다. 예컨대, 문헌 [Na DH, Youn YS, Lee SD, Son MO, Kim

WA, DeLuca PP, Lee KC. J Control Release. 2003; 92(3):291-9]참조. 펩타이드 상의 친핵성 작용기들은 생체

분해성 폴리머와 반응할 수 있을 뿐만 아니라, 생체분해성 폴리머의 분해를 촉매할 수도 있다. 또한 아실화 및/

또는 분해는 고체 상태에서 있을 때보다 폴리머 용액 중에서 훨씬 신속하게 일어난다는 것 역시 밝혀졌다. 예컨

대, 카르복실 말단기를 갖는 50/50 폴리(DL-락타이드-코-글리콜라이드)와 옥트레오타이드 아세테이트를 NMP 중

에서 혼합하자, 24시간 이내에 80%를 상회하는 옥트레오타이드가 아실화 및/또는 분해되었다. 이 펩타이드와 폴

리머 또는 그의 분해 산물 간의 상호반응/반응은 포뮬레이션 도중, 보관 도중 및 투여 중에 일어날 수 있다. 따

라서, 포뮬레이션의 안정성을 유지하기 위해, 펩타이드를 별도의 시린지에 공급하는 한편, 나머지 성분들은 다

른 시린지에 밀봉한다. 시린지 내의 내용물은 사용 직전에 혼합시킨다. 그러나, 폴리머 포뮬레이션의 점성으로

인해, 최종 사용자에게는 종종 두가지 별개의 시린지들의 내용물을 한데 혼합하는 것이 어렵다. 최종 사용자들

에 의해 제조된 포뮬레이션의 균질성은 크게 변할 수 있고, 오염 역시도 발생할 수 있기 때문에, 치료의 품질도

크게 저하될 가능성이 있다. 뿐만 아니라, 주사가능한 액상 폴리머 포뮬레이션으로부터 고상 임플랜트를 현장

(in situ) 형성하는 것은 느린 프로세스이다. 일반적으로 용매의 소산(dissipation)/확산(diffusion) 프로세스

는 몇시간 내지 며칠이 걸릴 수 있고 심지어는 사용되는 용매에 따라 더 오래 걸릴수도 있다. 이 기간 동안, 유
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기 용매가 존재하면 펩타이드와 폴리머 또는 그의 분해 산물 간의 상호반응/반응이 촉진될 수 있다.

또한, 임플란트가 형성되는 동안, 응집 폴리머 조성물로부터 펩타이드가 확산되는 속도는, 후속적으로 형성되는[0010]

고상 임플란트로부터 일어나는 방출 속도보다 훨씬 빠를 수 있다. 임플란트가 형성되는 동안 펩타이드의 이와

같은 최초의 "분출(burst)" 방출로 인하여, 치료적 펩타이드는 대량으로 유실되거나 방출될 수 있다. 펩타이드

가 특히 독성을 갖는 것이거나 치료 범위(therapeutic window)가 좁은 것일 경우에는, 이러한 최초의 방출 또는

분출로 인해 독성 부작용이 야기되거나 인접한 조직에 따기 손상이 가해질 염려가 있다. 따라서, 고상 임플란트

의 이러한 더딘 형성 프로세스와 생물활성 물질 및/또는 부형제의 불안정성으로 인하여, 치료용 펩타이드의 서

방형 전달에 이러한 유형의 포뮬레이션을 사용하는 것이 매우 심각한 장애 요인이 된다.

지방산과 같은 친지성 분자로 펩타이드를 공유적으로 변형(covalent modification) 시키면 알부민에 대한 결합[0011]

을 통한 생체내 순환 반감기를 증가시킴으로써 치료 효능이 증진되는 것으로 설명되어 왔다 [[EP0708179-A2,

EP0699686-A2, US 6268343, Knudsen LB, Nielsen PF, Huusfeldt PO, Johansen NL, Madsen K, Pedersen FZ,

Thogersen  H,  Wilken  M,  Agerso  H.  Potent  derivatives  of  glucagon-like  peptide-1  with  pharmacokinetic

properties  suitable  for  once  daily  administration.  J  Med  Chem.  2000,  43(9):1664-9;  Kurtzhals  P,

Havelund S, Jonassen I, Kiehr B, Larsen UD, Ribel U, Markussen J. Albumin binding of insulins acylated

with fatty acids: characterization of the ligand-protein interaction and correlation between binding

affinity and timing of the insulin effect in vivo. Biochem J. 1995;312 (3):725-31, 및 이들 문헌에 인용

된 다른 참조 문헌들]. 비록 친지적으로 변형된 펩타이드들은 천연 펩타이드에 비해 생체내에서 연장된 활성을

나타내기는 하지만, 변형된 펩타이드의 혈장 체류 시간은 알부민에 대한 그의 결합 친화도에 의해 제한을 받는

다.  한가지  성공적인  사례는  아실화  인슐린  (Detemir)인데,  이것은  순환  반감기가  10.2  ±  1.2  시간이다.

[Havelund  S,  Plum  A,  Ribel  U,  Jonassen  I,  Voelund  A,  Markussen  J  and  Kurtzhals  P,  Pharmaceutical

Research, 2004; 21 (8), 1498-1504]. 이 생성물은 I형 당뇨병 환자들을 치료하기 위한 주사제로 승인되었다.

그러나, 이 물질 역시 환자들에게 매일 투여되어야 한다. 따라서, 특정 펩타이드, 특히 장기간 동안 지속적으로

방출될 필요가 있는 펩타이드의 전달 속도를 훨씬 용이하게 조절할 수 있는, 안정한 조성물이 여전히 절실히 요

구되는 실정이다.

발명의 개요[0012]

놀랍게도, 하나 이상의 친지성 및/또는 양친성 분자에 의해 공유적으로 변형된 펩타이드를 생체분해성 폴리머와[0013]

함께 조성시킴으로써, 컨쥬게이트되지 않은(non-conjugated) 펩타이드에 비하여 안정성과 지속 방출 프로파일을

크게 향상시킬 수 있는 것으로 밝혀졌다. 친지성 및/또는 양친성으로 변형된 펩타이드는 제조 과정, 보관 과정

및 후속적인 생체내 방출 과정에서, 조절되지 않은 무작위적인 펩타이드의 아실화 및 분해를 방지하여 줄 뿐만

아니라, 펩타이드의 원치 않는 최초의 분출 방출량도 감소시킬 수 있다. 이러한 전달 시스템은 더 높은 농도의

치료용 펩타이드를 생체분해성 폴리머 전달 시스템 내로 안전하게 혼입시킬 수 있게 해준다. 이러한 제품의 효

능 역시 개선되는데, 이는 온전한 활성 펩타이드가 훨씬 더 높은 비율로 서방형 전달 시스템 내에 남아있기 때

문에 포뮬레이션 도중, 보관시, 투여시 및 후속적인 생체내 방출시, 분해에 의한 손실이 일어나지 않기 때문이

다.

따라서, 본 발명은 치료용 펩타이드를 조절적이고도 서서히 방출시키기 위한 신규한 약학적 포뮬레이션을 제공[0014]

한다. 본 발명의 조성물은 (a) 하나 이상의 친지성 분자(들)과 공유적으로 컨쥬게이트된 펩타이드; (b) 생체분

해성 폴리머; 및 (c) 약학적으로 허용가능한 유기 용매를 포함하여 이루어진다. 여기서 상기 펩타이드는 하나

이상의 친지성 분자(들)과 공유적으로 컨쥬게이트되어 있되, 이렇게 컨쥬게이트된 펩타이드는, 컨쥬게이트되지

않은 펩타이드의 생물학적 활성을 전부 또는 거의 유지하는 한편, 시험관내 및 생체내 양쪽 모두에서, 컨쥬게이

트되지 않은 펩타이드에 비하여 상대적으로 생체분해성 폴리머와의 반응에 대한 화학적 내성이 더 증강된 방식

으로 컨쥬게이트되어 있다. 이어서, 친지적으로 변형된 (lipophilically modified) 펩타이드는 약학적으로 허용

가능한 유기 용매를 이용하여 생체분해성 폴리머 용액에서 용해 또는 분산시킴으로써 조성된다. 본 발명의 포뮬

레이션은  포뮬레이션  도중,  보관시,   투여시  및  후속적인  방출시  펩타이드의  안정성을  증강시켜  줄  뿐만

아니라, 초기 분출 레벨은 더 낮춰주는 한편, 연장된 기간 동안 방출 프로파일을 향상시켜준다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 (a) 하나 이상의 양친성 모이어티와 공유적으로 컨쥬게이트된 펩타이드; (b) 생체[0015]

분해성 폴리머; 및 (c) 약학적으로 허용가능한 유기 용매를 포함하는 조성물을 제공한다. 여기서 상기 펩타이드

는 하나 이상의 양친성 분자(들)과 공유적으로 컨쥬게이트되어 있되, 이렇게 컨쥬게이트된 펩타이드는, 컨쥬게

이트되지 않은 펩타이드의 생물학적 활성을 전부 또는 거의 유지하는 한편, 시험관내 및 생체내 양쪽 모두에서,
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컨쥬게이트되지 않은 펩타이드에 비하여 상대적으로 생체분해성 폴리머와의 반응에 대한 화학적 내성이 더 증강

된 방식으로 컨쥬게이트되어 있다. 이어서, 양친성으로 변형된 (amphiphilically modified) 펩타이드는 약학적

으로 허용가능한 유기 용매를 이용하여 생체분해성 폴리머 용액에서 용해 또는 분산시킴으로써 조성된다. 본 발

명의 포뮬레이션은 포뮬레이션 도중, 보관시, 투여시 및 후속적인 방출시 펩타이드의 안정성을 증강시켜 줄 뿐

만 아니라, 초기 분출 레벨은 더 낮춰주는 한편, 연장된 기간 동안 방출 프로파일을 향상시켜준다. 이와 같이

컨쥬게이트된 펩타이드는 또한, 이 펩타이드의 친핵성 기에 의해 폴리머의 촉매 분해를 감소시켜준다.

본 발명의 각각의 조성물은 주사기를 이용하여 주사될 수 있도록 플루이드로서 이동하는, 점성 또는 비점성 액[0016]

체, 겔 또는 반고체일 수 있다. 각각의 조성물은 시험관내에서 이식가능한 폴리머 매트릭스로서 형성될 수 있으

며, 또는 별법으로 겔 또는 고형 임플란트 형태로서 현장(in situ) 형성될 수 있다. 본 발명의 조성물은 주사

및/또는 피하, 근육내, 복강내 또는 피내 이식(implantation)에 의해 투여될 수 있다. 대상자에게 투여되는 경

우, 이러한 펩타이드의 조절적 방출은 임플란트의 조성에 따라 원하는 기간만큼 지속될 수 있다. 생체분해성 폴

리머 및 다른 부형제의 선택에 따라, 펩타이드의 지속 방출 기간을 수주일에서 1년까지 조절할 수 있다.

본 발명을 특징짓는 여러가지 신규한 특징들은 본 명세서에 첨부되어 본 명세서의 일부를 구성하는 특허청구범[0017]

위에 특히 잘 표현되어 있다. 본 발명을 더욱 쉽게 이해할 수 있도록, 그 작동상의 장점 및 이를 사용함으로써

달성되는 특수한 목적들을 첨부된 도면 및 발명의 상세한 설명에 상세히 기술하였으나, 이러한 설명과 도면은

본 발명의 바람직한 구체예를 설명하기 위한 것일 뿐 본 발명의 범위가 이에 한정되는 것은 아니다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 펩타이드를 조절적으로 방출시키는 전달 시스템을 형성하기 위한 주사가능한 생체분해성 액상 폴리머[0018]

조성물을 제공한다. 본 발명은 또한 이의 제조 방법과 사용 방법도 제공한다.

본 발명의 조성물은 (a) 하나 이상의 친지성 분자와 바람직하게는 공유적으로 컨쥬게이트된 펩타이드; (b) 약학[0019]

적으로 허용가능한 비수용성 생체분해성 폴리머; 및 (c) 약학적으로 허용가능한 유기 용매를 포함하여 이루어진

다. 상기 펩타이드는 하나 이상의 친지성 분자(들)과 공유적으로 컨쥬게이트되어 있되, 이렇게 컨쥬게이트된 펩

타이드는, 컨쥬게이트되지 않은 펩타이드의 생물학적 활성을 전부 또는 거의 유지하는 한편, 시험관내 및 생체

내 양쪽 모두에서, 컨쥬게이트되지 않은 펩타이드에 비하여 상대적으로 생체분해성 폴리머와의 반응에 대한 화

학적 내성이 더 증강된 방식으로 컨쥬게이트되어 있다. 이어서, 친지적으로 변형된 펩타이드는 약학적으로 허용

가능한 유기 용매를 이용하여 생체분해성 폴리머 용액에서 용해 또는 분산시킴으로써 조성된다. 본 발명의 포뮬

레이션은  포뮬레이션  도중,  보관시,   투여시  및  후속적인  방출시  펩타이드의  안정성을  증강시켜  줄  뿐만

아니라, 초기 분출 레벨은 더 낮춰주는 한편, 연장된 기간 동안 방출 프로파일을 향상시켜준다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 (a) 하나 이상의 양친성 분자와 공유적으로 컨쥬게이트된 펩타이드; (b) 약학적으[0020]

로 허용가능한, 비수용성 생체분해성 폴리머; 및 (c) 약학적으로 허용가능한 유기 용매를 포함하는 조성물을 제

공한다. 여기서 상기 펩타이드는 하나 이상의 양친성 분자(들)과 공유적으로 컨쥬게이트되어 있되, 이렇게 컨쥬

게이트된 펩타이드는, 컨쥬게이트되지 않은 펩타이드의 생물학적 활성을 전부 또는 거의 유지하는 한편, 시험관

내 및 생체내 양쪽 모두에서, 컨쥬게이트되지 않은 펩타이드에 비하여 상대적으로 생체분해성 폴리머와의 반응

에 대한 화학적 내성이 더 증강된 방식으로 컨쥬게이트되어 있다. 이어서, 양친성으로 변형된 펩타이드는 약학

적으로 허용가능한 유기 용매를 이용하여 생체분해성 폴리머 용액에서 용해 또는 분산시킴으로써 조성된다. 본

발명의 포뮬레이션은 포뮬레이션 도중, 보관시, 투여시 및 후속적인 방출시 펩타이드의 안정성을 증강시켜 줄

뿐만 아니라, 초기 분출 레벨은 더 낮춰주는 한편, 연장된 기간 동안 방출 프로파일을 향상시켜준다. 이와 같이

컨쥬게이트된 펩타이드는 또한, 이 펩타이드의 친핵성 기에 의해 폴리머의 촉매 분해를 감소시켜준다.

본 명세서에서, "a", "an", 및 "one" 등의 용어는 "하나 이상" 또는 "적어도 하나"의 의미로 해석되는 것으로[0021]

한다.

"펩타이드"라는 용어는 "폴리펩타이드"와 "단백질"과 동의적으로 사용된다. 펩타이드가 지닐 수 있는 치료적 특[0022]

징의 예로는 항대사성, 항진균성, 항염, 항종양, 항감염, 항생, 영양, 아고니스트 및 안타고니스트 특성 등을

들 수 있으나 이에 한정되지 않는다.

더욱 구체적으로, 본 발명의 펩타이드는 친지성 또는 양친성 분자(들)에 의해 공유적으로 변형될 수 있다. 이[0023]

펩타이드는 바람직하게는 하나 이상의 변형가능한 작용기들을 함유하는 것이 좋다. 본 발명의 포뮬레이션을 조

제하는데 유용한 펩타이드로는 옥시토신, 바소프레신, 부신피질자극 호르몬(ACTH), 상피 성장 인자 (EGF), 혈소

판 유래 성장 인자 (PDFG),  프롤락틴, 호르몬, 예컨대, 황체형성 호르몬, 황체형성호르몬분비호르몬 (LHRH),
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LHRH 아고니스트, LHRH 안타고니스트, 성장호르몬, 성장호르몬 방출인자, 인슐린, 에리쓰로포이에틴, 소마토스

타틴, 글루카곤, 인터류킨, 인터페론-알파, 인터페론-베타, 인터페론-감마, 가스트린, 테트라가스트린, 펜타가

스트린,  우로가스트론,  세크레틴,  칼시토닌,  엔케팔린,  엔도르핀,  안지오텐신,  갑상선자극호르몬분비호르몬

(TRH),  종양괴사인자 (TNF),  부갑상선 호르몬 (PTH),  신경성장인자 (NGF),  과립구-콜로니 형성 자극인자 (G-

CSF), 과립구 마크로파지-콜로니 자극인자 (GM-CSF), 마크로파지-콜로니 자극인자 (M-CSF), 헤파리나제, 혈관내

피성장인자 (VEG-F), 골형태형성 단백질 (BMP), hANP, 글루카곤-유사 펩타이드 (GLP-1), 엑세나타이드, 펩타이

드 YY (PYY), 그렐린, 레닌, 브래디키닌, 바시트라신, 폴리믹신, 콜리스틴, 티로시딘, 그라미시딘, 사이클로스

포린, 효소, 사이토키닌, 항체, 백신, 항생제, 항체, 당단백질, 난포자극 호르몬, 키오토르핀,타프트신, 티모포

이에틴,  티모신,  티모스티뮬린,  흉선  체액  인자,  혈청  흉선  인자,  콜로니  자극  인자,  모틸린,  봄베신,

디노르핀, 뉴로텐신, 세룰레인, 우로키나제, 칼리크레인, 물질 P 유사체 및 안타고니스트, 안지오텐신 II, 혈액

응고  인자 VII 및 IX, 리소자임, 그라미시딘, 멜라노사이트 자극 호르몬, 갑상선 호르몬 분비 호르몬, 갑상선

자극 호르몬, 판크레오지민, 콜레시스토키닌, 인간 태반 락토겐, 인간 융모막 고나도트로핀, 단백질 합성 자극

펩타이드, 위 억제 펩타이드, 혈과작용성 장 펩타이드, 혈소판 유래 성장인자, 색소 호르몬, 소마토메딘, 융모

막 고나도트로핀, 시상하부 분비 호르몬, 항이뇨 호르몬, 갑상선 자극 호르몬, 비팔린 및 프롤락틴을 들 수 있

으나 이에 한정되지 않는다.

본 명세서에서, "친지성 모이어티(lipophilic moiety)"라는 용어는 친지 특성을 갖는 한편 20℃에서 물에 대한[0024]

용해도가 5 mg/ml 미만, 바람직하게는 0.5 mg/ml 미만인 모이어티를 가리킨다. 이러한 친지성 모이어티는 일반

적으로 C3-39-알킬,  C3-39-알케닐, C3-39-알카디에닐, 토코페롤 및 스테로이드계 잔기 중에서 선택된다. "C3-39-알

킬", "C3-39-알케닐" 및 "C3-39-알카디에닐"이라는 용어는 직쇄 및 분지상, 바람직하게는 직쇄상의, 포화, 일불포

화(monounsaturated) 및 이불포화된(di-unsaturatd) 탄소 원자 3-39개의 탄화수소를 모두 포괄한다. 

펩타이드에 대한 친지성 모이어티의 공유 컨쥬게이션에 의해, 천연 펩타이드에 비해 개선된 치료 효과를 갖는[0025]

친지적으로 변형된 펩타이드를 얻을 수 있다. 이것은 일반적으로 친지성 분자 중의 산 또는 다른 반응성 기와

펩타이드 중의 아민기와 같은 작용기와의 반응에 의해 행해질 수 있다. 별법으로, 펩타이드와 친지성 분자 간의

컨쥬게이션은 브릿지, 스페이서, 또는 연결 모이어티 (linkage moiety)와 같이 분해성 또는 비분해성인 부가적

인 모이어티를 통해 수행할 수도 있다. 이에 관한 예가 종래 기술 문헌에 개시되어 있다 [예컨대, 지방산-아실

화 인슐린은 일본 특허 출원 1,254,699호에 설명되어 있다.  또한,  Hashimoto,  M.,  et  al.,  Pharmaceutical

Research, 6:171-176 (1989), and Lindsay, D. G., et al., Biochemical J., 121:737-745 (1971) 참조]. 지방

산-아실화 인슐린 및 지방 아실화되니 인슐린 유사체, 및 이들의 합성 방법에 대한 추가적인 개시 내용은 미국

특허5,693,609, WO95/07931, 미국 특허 5,750,497, 및 WO96/29342에서 찾아볼 수 있다. 아실화 펩타이드의 또

다른 예는 WO98/08871, WO98/08872, 및 WO99/43708에서 찾아볼 수 있다. 이들 개시 내용은 친지적으로 변형된

펩타이드에 대하여 설명하고 있으며 이들의 제조 방법도 설명하고 있다.

본 명세서에서, "양친성 모이어티"라는 용어는 친지성 및 친수성 특성을 두가지 모두 갖는 한편, 물과 친지성[0026]

용매 두가지 모두에 가용성인 모이어티를 가리킨다. 본 발명에서 사용되는 양친성 분자는 친지성 모이어티와 친

수성 모이어티로 구성된다. 친지성 모이어티는 좋기로는 천연의 지방산 또는 알킬 사슬이며 상기 설명된 것들이

다. 친수성 모이어티는 폴리에틸렌 글리콜, 폴리비닐피롤리돈, 슈가 등에서 선택된다. 친수성 모이어티는 바람

직하게는 1000개 미만의 에틸렌 글리콜 유닛을 갖는 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)인 것이 좋다. 친지성 모이어티 및

친수성 모이어티의 크기와 조성은 소망되는 양친성을 획득할 수 있도록 적절히 조정될 수 있다.

본 명세서에서, "컨쥬게이트되다", "연결되다", "결합되다" 등등의 용어가 본 발명의 펩타이드 및 기타 변형된[0027]

펩타이드의 다른 성분들과 연관되어 사용될 경우, 이들 용어는 특정된 모이어티가 다른 모이어티에, 바람직하게

는 공유적으로, 링커, 브릿지, 스페이서 등을 통해 결합되어 있음을 의미한다.

본 명세서에서, "링커", "브릿지", "스페이서" 등의 용어는 예컨대 친지서어 모이어티를 치료용 펩타이드에 바[0028]

람직하게는 공유적으로 연결시켜주는 원자 또는 원자단을 가리킨다.

공유적 컨쥬게이션을 수행하기 위해, 치료용 펩타이드는 하나 이상의 적절한 작용기를 가질 수 있으며, 또는 친[0029]

지성 또는 양친성 모이어티에 대한 공유 커플링을 위해 하나 이상의 적절한 작용기를 포함하도록 변형될 수 있

다. 적절한 작용기로는 다음을 예시할 수 있다: 히드록실기, 아미노기 (일차 아미노기 또는 이차 아미노기), 티

올기, 및 카르복실기. 본 발명의 친지성 모이어티 또는 양친성 모이어티는 하나 이상의 적절한 작용기를 갖거나

또는 펩타이드에 대한 공유 커플링을 위하여 하나 이상의 적절한 작용기를 포함하도록 변형될 수 있다. 적절한

작용기에는 예컨대 다음 기가 포함된다: 히드록실기, 아미노기 (일차 아미노기 또는 이차 아미노기), 티올기,
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카르복실기, 알데히드기, 이소시아네이토기, 설폰산기, 황산기, 인산기, 포스폰산기, 알릴릭 할라이드기, 벤질

릭 할라이드기, 치환 된 벤질릭 할라이드기 및 옥시라닐기.

치료용 펩타이드는 에스테르기, 아미드기, 2차 또는 3차 아민기, 카바메이트기, 설포네이트기, 설페이트기, 포[0030]

스페이트기, 포스포네이트기, 또는 에테르기를 통해 하나 이상의 친지성 모이어티에 직접 또는 간접적으로 커플

링될 수 있다.

본 발명의 일 구체예에서, 팔미트산을 N-히드록시숙신이미드로 활성화시킨 다음 옥타펩타이드인 옥트레오타이드[0031]

상의 아민기와 반응시켜 팔미틸 친지성 모이어티와 펩타이드 사이의 아미드 링커를 통해 컨쥬게이트를 형성시켰

다. 옥트레오타이드 상에는 일차 아민기가 두개 있다. 두개의 아민기는 반응 조건을 조정함으로써 두개 모두 동

시에 컨쥬게이트될 수도 있고 또는 오직 하나의 아민기만 선택적으로 컨쥬게이트시킨 다음 분리시킬 수도 있다.

또 다른 구체예에서는 알데히드 말단기를 갖는 친지성 화합물인 디캐널(decanal)을 옥트레오타이드 상의 아민기[0032]

와 반응시켜 2차 아민 결합을 통하여 컨쥬게이트를 형성시켰다. 두개의 아민기 모두 동시에 컨쥬게이트될 수도

있고 또는 반응 조건을 조정하여 하나의 아민기만을 컨쥬게이션시킨 다음 분리할 수도 있다.

또 다른 구체예에서는, 팔미트산을 리소자임에 그의 6개 아민기를 통해 몇가지 비율로 컨쥬게이트시켰다. 팔미[0033]

트산 대 리소자임의 비율이 6 미만이면, 리소자임 상의 컨쥬게이션 위치는 각각의 아민기의 반응성에 따라 무작

위적으로 달라진다.

또 다른 구체예에서, 그렐린은 그의 히드록실기를 통해 n-옥타노일 모이어티에 의해 아실화된 펩타이드이다. 그[0034]

렐린은 성장호르몬 분비를 촉진하여, 비만증을 증가시키는 위의 펩타이드이다. 이것은 뇌의 뇌하수체샘과 시상

하부에 존재하는, 이전에 클론된 성장 호르몬 분비 수용체에 대하여 최초로 동정된 천연 리간드이다.

친지성 모이어티는 먼저 친수성 모이어티에 공유적으로 커플링되어 양친성 분자를 형성할 수 있다. 본 발명의[0035]

양친성 분자는 하나 이상의 적절한 작용기를 갖거나, 또는 펩타이드에 공유적으로 커플링되기 위한 하나 이상의

적절한 작용기를 갖도록 변형될 수 있다. 이러한 적절한 작용기는 히드록실기, 아미노기 (일차 아미노기 또는

이차 아미노기), 티올기, 카르복실기, 알데히드기, 이소시아네이토기, 설폰산기, 황산기, 인산기, 포스폰산기,

알릴릭 할라이드기, 벤질릭 할라이드기, 치환된 벤질릭 할라이드기 및 옥시라닐기 중에서 선택된다.

치료용 펩타이드는 에스테르기, 아미드기, 이차 또는 삼차 아민기, 카바메이트기, 설포네이트기, 설페이트기,[0036]

포스페이트기, 포스포네이트기 또는 에테르기르르 통해 하나 이상의 양친성 모이어티와 직간접적으로 커플링될

수 있다.

바람직하게는 치료용 펩타이드는 (a) 친수성 모이어티 및 (b) 친지성 모이어티를 포함하는 하나 이상의 양친성[0037]

분자에 공유적으로 컨쥬게이트되며, 여기서 상기 양친성 분자의 균형잡힌 친지성 및 친수성 특성으로 인해 컨쥬

게이트는 체액이나 수용액에서 적절한 용해도를 갖게 된다. 

더욱 바람직하게는, 치료용 펩타이드는 (a) 선형 폴리에틸렌 글리콜 모이어티 및 (b) 친지성 모이어티를 포함하[0038]

는 하나 이상의 양친성 분자에 공유적으로 컨쥬게이트되는 것이 좋고, 여기서 상기 치료용 펩타이드, 폴리에틸

렌 글리콜 및 친지성 모이어티는 친지성 환경이나 세포막과의 상호작용에 이용될 수 있도록 친지성 모이어티를

외부에 갖도록 공간적으로 배치되어 있다. 이러한 양친성 변형된 펩타이드는 시험관내 및 생체내 모두에서 생체

분해성 폴리머와의 반응에 대해, 컨쥬게이트되지 않은 펩타이드보다 증강된 화학적 내성을 갖는다.

바람직하게는, 양친성 분자는 다음의 구조식을 갖는 것이 좋다: L-S-(OC2H4)mOH (화학식 1), 식 중, L은 바람직[0039]

하게는 C3-39-알킬, C3-39-알케닐, C3-39-알카디에닐, 토코페롤 및 스테로이드 잔기 중에서 선택되는 친지성 모이어

티이고, S는 에스테르기, 아미드기, 2차 또는 3차 아민기, 카바메이트기, 설포네이트기, 설페이트기, 포스페이

트기, 포스포네이트기 또는 에테르 기 중에서 선택된 링커이다.

일 구체예에서, 탄소 원자 16개의 알킬기를 에테르 결합을 통해 폴리에틸렌 글리콜 분자에 공유적으로 커플링시[0040]

켰다. 얻어진 양친성 분자는 하나의 히드록실기를 가지며, 이것은 펩타이드 상의 적절한 작용기와 반응하도록

활성화 또는 유도화시킬 수 있다. 본 발명의 일 구체예에서, 양친성 분자를 유도화시켜 알데히드 말단기를 갖도

록 할 수 있다. 이어서, 이 양친성 분자를 옥트레오타이드 상의 아민기와 반응시킴으로써 옥트레오타이드에 공

유적으로 컨쥬게이트시킨 다음 NaCNBH3와 환원 반응시킨다. 옥트레오타이드 상의 2개의 아민기는 반응 조건을 조

정함으로써 두개 모두는 동시에 컨쥬게이트될 수도 있고 또는 오직 하나의 아민기만을 선택적으로 컨쥬게이트시

킨 다음 분리할 수도 있다. 컨쥬게이트는 컨쥬게이트되지 않은 옥트레오타이드의 전하 특성을 변화시키지 않는
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2차 아민을 통해 형성되었다. 이 특성은 상기 펩타이드의 활성을 유지하는 데 유용할 수 있다.

또 다른 구체예에서, 양친성 분자인 모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜) (Mn ~ 1124)를 4-니트로페닐 클로로포르메[0041]

이트를 이용하여 활성화시켰다. 이어서 양친성 분자를 옥트레오타이드 상의 아민기와의 반응을 통해 옥트레오타

이드에 공유적으로 컨쥬게이트시켰다. 옥트레오타이드 상의 2개의 아민기는 반응 조건을 조정함으로써두개 모두

동시에 컨쥬게이트될 수도 있고 또는 오직 하나의 아민기만을 선택적으로 컨쥬게이트시킨 다음 분리할 수도 있

다. 

하나 이상의 친지성 또는 양친성 모이어티에 의해 공유적으로 변형된 펩타이드는 예컨대, 이 변형된 펩타이드의[0042]

약학적으로 허용가능한 염 및 착화합물을 포함한다. 변형은 펩타이드 상의 한군데 이상의 위치에서 일어날 수

있다. 이러한 펩타이드에는 또한, 예컨대 위치-특이적으로 변형된 펩타이드와, 단일 위치 및 복수개의 위치에서

변형된 펩타이드들의 혼합물도 포함된다.

"약학적으로 허용가능한 염"이라 함은 하나 이상의 약학적으로 허용가능한, 비독성 양이온 또는 음이온과 펩타[0043]

이드에 있는 하나 이상의 하전된 기들 간에 형성된 염을 의미한다. 예컨대 유기염 및 무기염의 예로는 염산, 황

산,  설폰산,  타르타르산,  푸마르산,  브롬화수소산,  글리콜산,  시트르산,  말레산,  인산,  숙신산,  아세트산,

질산, 벤조산, 아스코르브산, p-톨루엔설폰한, 벤젠설폰산, 나프탈렌설폰산, 프로피온산, 카르본산 등 또는 암

모늄, 소듐, 포타슘, 칼슘 또는 마그네슘을 들 수 있다.

"생체분해성 비수용성 폴리머"라는 용어는 생체적합성 (즉, 약학적으로 허용가능한)이면서 생체분해성인, 생체[0044]

내에서 사용될 수 있는 합성 또는 천연 폴리머를 가리킨다. 이 용어는 또한 37℃에서 물 또는 체액에 불용성이

거나 불용성으로 되는 폴리머도 포괄한다. 이들 폴리머는 필요에 따라 기술 분야의 공지 기술을 이용함으로써

정제시켜 모노머와 올리고머를 제거할 수 있다 (예컨대, 미국 특허 4,728,721; 미국 특허 출원 2004/0228833).

이러한 폴리머의 비제한적인 예로는 폴리락타이드, 폴리글리콜라이드, 폴리카프로락톤, 폴리디옥산온, 폴리카보

네이트, 폴리히드록시부티레이트, 폴리알킬렌 옥살레이트, 폴리안하이드라이드, 폴리아미드, 폴리에스테르아미

드, 폴리우레탄, 폴리아세탈, 폴리오르토카보네이트, 폴리포스파젠, 폴리히드록시발레레이트, 폴리알킬렌 숙시

네이트  및  폴리오르토에스테르,  및  이들의  코폴리머,  블록  코폴리머,  분지상  코폴리머,  터폴리머  및  조합

(combination)과 혼합물을 들 수 있다.

폴리머의 적절한 분자량은 본 발명이 속한 기술 분야의 당업자라면 용이하게 결정할 수 있을 것이다. 분자량을[0045]

측정하기 위하여 고려될 수 있는 인자에는 바람직한 폴리머 분해 속도, 기계적 강도 및 용매 중 폴리머의 용해

속도가 포함된다. 일반적으로, 폴리머 분자량의 적절한 범위는 약 2,000 달톤 내지 약 150,000 달톤이며 다분산

도(polydispersity)는 1.1 내지 2.8으로서, 이에 따라 특히 폴리머의 용도가 적절히 선택된다.

본 발명에 따라, 치료용 펩타이드의 약학적 포뮬레이션은, 분산되거나 용해된 친지성 또는 양친성으로 변형된[0046]

펩타이드를 함유하는 약학적으로 허용가능한 용매 중에 폴리머의 주사용 용액 또는 현탁액 형태로서 조제된다.

펩타이드를 친지성 또는 양친성 분자와 공유적으로 커플링시킴으로서, 펩타이드 내의 몇몇 반응성 기들이 보호

되어 용액 중의 폴리머와 상호반응할 수 없게 된다. 따라서, 본 발명의 조성물 중 폴리머 및 펩타이드의 안정성

은 펩타이드의 이러한 공유적 변형에 의해 향상된다.

따라서, 본 발명은 (a) 생체적합성, 비수용성 생체분해성 폴리머 및 하나 이상의 친지성 또는 양친성 모이어티[0047]

에 의해 공유적으로 변형된 치료용 펩타이드를 생체적합성의 수용성 유기 용매에 용해 또는 분산시켜 조성물을

형성하는 단계 ( 여기서 상기 유기 용매는 신체 조직 내로 들어가게 되면 체액 내로 소산 또는 확산될 수 있는

것이다)  (b)  상기  조성물을  체내의  임플란트  부위  내로  투여하여,  유기  용매를  체액  내로  소산  또는

확산시키고, 폴리머를 응고 또는 고형화시켜 생체분해성 고체 임플랜트를 생산하는 단계를 포함하는, 대상자 체

내에서 고상의 생체분해성 임플란트를 현장(in situ) 형성하는 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 유효량의 생체적합성, 비수용성, 생체분해성 폴리머와 하나 이상의 친지성 또는 양친성 모이어[0048]

티에 의해 공유적으로 변형된 유효량의 펩타이드가, 유효량의 생체적합성의 수용성 유기 용매 중에 용해 또는

분산된 상태로 포함되어 있는, 체내에서 생체분해성 임플란트를 현장(in situ) 형성하기 위한 의약 조성물을 제

공하며; 여기서 상기 용매는 체액 내로 소산되거나 확산될 수 있는 것이고 상기 폴리머는 체액과 접촉시 응고

또는 고화될 수 있는 것이다.

적절한 펩타이드 및 친지성 또는 양친성 분자들은 상기 정의한 바와 같다. 컨쥬게이트 중에서 펩타이드 대 친지[0049]

성 또는 양친성 분자의 몰 비율은 펩타이드의 성질에 따라 1:1 내지 1:10이다.

적당한 생체분해성 폴리머는 그 폴리머가 37℃의 체액이나 수성 매질에서 불용성이거나 불용성으로 되기만 하는[0050]
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것이면, 어느 것이든 사용할 수 있다. 적절한 생체분해성 폴리머는 상기 정의한 바와 같다.

조성물 중에 존재하는 생체분해성 폴리머의 종류, 분자량 및 양은 조절 방출되는 임플란트로부터 펩타이드가 방[0051]

출되는 시간에 용향을 미친다. 본 발명이 속하는 분야의 숙련가라면 일상적인 실험을 통하여 조절 방출되는 임

플란트의 목적하는 특성을 얻기 위하여, 조성물 중에 존재하는 생체분해성 폴리머의 종류, 분자량 및 양을 선택

할 수 있다.

약학적으로 허용가능한 유기 용매에는 N-메틸-2-피롤리돈, N,N-디메틸포름아미드, 디메틸 설폭사이드, 프로필렌[0052]

카보네이트,  카프로락탐,  트리아세틴,  벤질  벤조에이트,  벤질  알코올,  에틸  락테이트,  글리세릴

트리아세테이트, 시트르산의 에스테르, 폴리에틸렌 글리콜류, 알콕시폴리에틸렌 글리콜 및 폴리에틸렌 글리콜

아세테이트, 또는 이들의 조합이 포함되나 이에 한정되지 않는다.

생체분해성 폴리머의 유기 용매에 요구되는 조건은 이들이 약학적으로 허용가능하여야 하고 체액이나 수성 매질[0053]

에 혼화되어 분산가능하여야 한다는 것이다. 적절한 유기 용매는, 액상 조성물이 응고 또는 고화하여 현장(in

situ)에서 임플란트를 형성할 수 있도록, 체액 내로 확산될 수 있는 것이어야 한다. 단일 및/또는 혼합 용매를

사용할 수 있고, 이러한 용매의 적합성 여부는 통상적인 실험에 의해 용이하게 검정할 수 있다.

본 발명의 의약 조성물은 일반적으로 펩타이드를 0.1 내지 40% w/v의 양으로 함유한다. 일반적으로, 약물의 최[0054]

적 부하량은 목적하는 방출 기간과 펩타이드의 효능에 따라 달라진다.

효능이 낮은 펩타이드인 경우, 그리고 장기간 방출을 요하는 경우, 더 많은 양으로 혼입시켜야 함은 자명하다. [0055]

본 발명의 주사가능한 액상 조성물의 점도는 사용되는 유기 용매 및 폴리머의 분자량에 따라 결정된다. 예컨대,[0056]

폴리(락타이드-코-글리콜라이드)가 사용될 경우, NMP 중의 폴리에스테르 용액은 mPEG350에서 보다 더 낮은 점도

를 갖는다. 일반적으로, 동일한 용매가 사용될 경우, 폴리머의 분자량과 농도가 더 높을수록, 점도도 더 높아진

다. 바람직하게는 용액 중 폴리머의 농도가 70 중량% 미만인 것이 좋다. 더욱 구체적으로, 용액 중 폴리머의 농

도는 20 내지 60 중량%인 것이 좋다.

친지성 또는 양친성으로 변형된 펩타이드가 이러한 현장(in situ) 형성 임플란트로부터 방출되는 것은, 모노리[0057]

스(monolithic) 폴리머 기구로부터 약물을 방출시키는 경우와 유사한 일반 법칙에 따른다. 친지성 또는 양친성

으로 변형된 펩타이드의 방출은 임플란트의 크기와 형상, 임플란트 내의 친지성 또는 양친성 변형된 펩타이드의

로딩량, 특정 폴리머 및 친지성 또는 양친성 변형된 펩타이드와 관련된 투과도 인자, 및 폴리머의 분해도에 의

해 영향을 받을 수 있다. 전달하고자 선택된 변형된 펩타이드의 양에 따라, 당업자들은 전술한 변수들을 조정함

으로써 목적하는 방출 속도와 방출 기간을 달성할 수 있다.

주사가능한 조성물의 투여량은 일반적으로 조절적으로 방출되는 임플란트의 목적하는 특성에 따라 달라진다. 예[0058]

컨대, 주사가능한 용액 조성물의 양은 조절 방출되는 임플란트로부터 펩타이드가 방출되는 기간에 영향을 미칠

수 있다.

본 발명에 따라, 친지성 또는 양친성으로 변형된 펩타이드를 함유하는 조성물은 펩타이드가 지속적 및 조절적으[0059]

로 방출될 것이 요망되는 대상자에게 투여될 수 있다. 본 명세서에서, "대상자"라는 용어는 온혈동물, 바람직하

게는 포유동물, 가장 바람직하게는 인간을 포함하는 것으로 의도된다.

본 명세서에서 "투여되다"라는 용어는 조성물(에컨대, 약학적 포뮬레이션)의 전달을 위한 적당한 경로, 예컨대,[0060]

주사 및/또는 피하, 근육내, 복강내 또는 피내 이식, 및 점막 내 투여에 의한 전달 경로 에 의해, 대상자 체내

의 목적하는 부위로 조성물을 분산, 전달 또는 적용함으로써, 치료용 펩타이드에 의해 다양한 의학적 질환을 치

료하기 위하여, 공지의 변수에 기초하여 필요량의 펩타이드를 제공하는 것을 의미한다.

본 명세서에서 "조절 방출 전달, 지속 방출 전달"이라는 의미는 예컨대, 투여 후 일정 기간, 바람직하게는 적어[0061]

도 며칠에서 수주일 또는 몇개월 동안 생체내에서 치료용 펩타이드를 지속적으로 전달하는 것을 포함한다. 펩타

이드를, 조절 방출, 지속 방출 전달되는지 여부는 예컨대 해당 약제의 치료 효과가 일정 기간 지속되는지에 의

해 입증가능하다 (예컨대, 옥트레오타이드의 경우, 펩타이드의 지속적 전달은 일정 기간에 걸친 GH의 지속적 감

소에 의해 입증된다). 또한, 약제의 지속 전달은 생체내에서 일정 기간 동안 약제가 존재하는지를 검출함으로써

입증할 수 있다.

본 발명의 액상의 의약 조성물에 대해 청구범위에 제시된 다양한 구체예들은 이러한 조성물을 조제하기 위한 본[0062]

발명의 방법 및 고상 임플란트를 형성하기 위한 본 발명의 방법에도 적용된다.
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실 시 예

다음의 실시예들은 본 발명의 조성물과 방법을 설명하기 위해 제공된다. 다음의 실시예들은 어디까지나 설명 목[0067]

적을 위해 개시되는 것으로서, 본 발명의 범위가 이에 한정되는 것은 아니며, 단지 유용한 약물 전달 시스템을

만드는 방법을 설명하기 위해 개시되는 것일 뿐이다.

실시예 1. 팔미토일-옥트레오타이드(PAL-OCT)의 제조[0068]

100  μL  트리에틸아민(TEA)르르  함유하는  1  mL의  무수  DMSO에  50  mg의  옥트레오타이드  아세테이트를[0069]

용해시켰다.  40.2 mg의 팔미트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르 (Mw 353.50)를 3 mL 무수 DMSO에 용해시키고

펩타이드 용액에 첨가하였다. 실온에서 3시간 동안 반응을 진행시켰다. 혼합물을 디에틸에테르에 부어 팔미토일

화 옥트레오타이드를 침전시켰다. 이 침전물을 디에틸에테르로 2회 세척하고 진공 건조시켰다. 얻어진 아실화

펩타이드는 백색 분말 형태였다.

실시예 2. 팔미토일-옥트레오타이드 (PAL-OCT)의 제조 [0070]

50  mg의 옥트레오타이드 아세테이트를 100 μL TEA를 함유하는 1000 μL의 무수 DMSO에 용해시켰다.[0071]

17.1 mg의 팔미트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르 (Mw 353.50)를 3 mL 무수 DMSO에 용해시키고 직접 주입에

의해 펩타이드 용액에 첨가하였다. 실온에서 밤새 반응시켰다. 혼합물을 디에틸에테르에 부어 팔미토일화된 옥

트레오타이드를 침전시켰다. 이 침전물을 디에틸에테르로 2회 세척한 다음 진공 하에 건조시켰다. 얻어진 아실

화 펩타이드는 백색 분말 형태였다.

실시예 3. 데칸올-옥트레오타이드 (DCL-OCT)의 제조 [0072]

50 mg의 옥트레오타이드를 pH 5의 0.1 M 아세테이트 완충액 중 2 mL의 20 mM 소듐 시아노보로하이드라[0073]

이드 (Mw 62.84, NaCNBH3) (2.51 mg) 용액에 용해시켰다13.7 mg의 Decanal (Mw 156.27) (OCT:DCL = 1:2)을 직

접 주입에 의해 펩타이드 용액에 첨가하였다. 4℃에서 밤새 반응시켰다. 이 혼합물을 원심분리시켰다. 침전된

PAL-OCT를 동결 건조시켰다.

실시예 4. 팔미토일-리소자임 (PAL-Lyz, 3:1)의 제조[0074]

302  mg의  리소자임 (Mw  14,500)을  200  μL  TEA를  함유하는  1000  μL의  무수 DMSO에 용해시켰다.[0075]

18.25 mg의 팔미트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르 (Mw 353.50)를 3 mL 무수 DMSO에 용해시키고 직접 주입에

의해 단백질 용액에 첨가하였다. 실온에서 밤새도록 반응을 진행시켰다. The PAL-Lyz을 디에틸에테르에서 침전

시키고, 유기 용매를 제거한 후 최종 생성물을 동결 건조시켰다. 

실시예 5. 주사가능한 폴리머 포뮬레이션으로부터의 팔미토일-리소자임의 [0076]

방출[0077]

폴리머를 mPEG350에 적절히 용해시킴으로써 40% PLGA RG503H를 제조하였다. 이어서, 팔미토일-리소자임[0078]

및 리소자임을 각각 약 7%씩 농도로 폴리머 용액과 혼합하였다. 얻어진 포뮬레이션을 완전히 혼합하여 균질한

포뮬레이션을 얻었다.

주사가능한 폴리머 용액으로부터 리소자임 및 팔미토일화된 리소자임의 시험관내 방출: 37℃에서 포뮬[0079]

레이션 현탁액 (약 100 mg)을 pH 7.4의 3 mL 인산염 완충액 염수 용액 내로 0.1% 아지드나트륨과 함께 주입하였

다. 선택된 시점에서 리시빙 플루이드(receiving fluid)를 신선한 완충 용액으로 대체하고, 제거된 완충 용액을

pH 7.4에서 PB로 적절히 희석한 다음 280 nm에서 UV 분광광도계에 의해 표준 곡선에 대해 약물 농도를 분석하였

다. 도 1은 아실화된 리소자임과 천연 리소자임 두가지 모두의 누적 방출 프로파일을 도시한 것이다. 천연 리소

자임은 아실화된 리소자임에 비해 초기에 훨씬 더 많이 방출되는 것으로 나타났다.

실시예 6. 팔미토일-리소자임 (PAL-Lyz, 5:1)의 제조 [0080]

50  mg의  리소자임  (Mw  14,500)을  물에  용해시키고  pH를  9.58로  조정하였다.  이  용액을  동결[0081]

건조시켰다. 이어서 건조시킨 분말을 3 mL DMSO에 용해시켰다. 이어서, 322 μL의 20 mg/mL 무수 DMSO 중 팔미

트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르 (Mw 353.50) 용액을 직접 주입에 의해 단백질 용액에 첨가하였다. 4℃에서

밤새 반응을 진행시켰다. PAL-Lyz을 디에틸에테르에서 침전시키고 유기 용매를 제거한 뒤 최종 생성물을 동결

건조 시켰다.
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실시예 7. 팔미토일-리소자임 (PAL-Lyz, 13:1)의 제조[0082]

50  mg의  리소자임  (Mw  14,500)을  물에  용해시키고  pH를  9.58로  조정하였다.  이  용액을  동결[0083]

건조시켰다. 이어서 건조시킨 분말을 3 mL DMSO에 용해시켰다. 이어서, 799 μL의 20 mg/mL 무수 DMSO 중 팔미

트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르 (Mw 353.50) 용액을 직접 주입에 의해 단백질 용액에 첨가하였다. 4℃에서

밤새 반응을 진행시켰다. PAL-Lyz을 디에틸에테르에서 침전시키고 유기 용매를 제거한 뒤 최종 생성물을 동결

건조 시켰다.

실시예 8. 팔미토일-리소자임 (PAL-Lyz)의 제조 [0084]

2% 데옥시콜레이트 (DOC)를 함유하는 PBS (pH 8.0) 중 PAL-NHS에 리소자임을 첨가하였다. 혼합물을 37[0085]

℃에서 6시간 동안 인큐베이션시킨다. 혼합물을 원심분리하여 미반응 PAL-NHS을 제거한다. 생성물을 0.15% DOC

를 함유하는 PBS에 대해 48 시간 동안 투석한다(PAL-NHS:Lyso=15:1). 

실시예 9. 주사가능한 폴리머 포뮬레이션으로부터의 그렐린의 방출[0086]

폴리머를 mPEG350에 적절히 용해시킴으로써, 40%  PLGA  RG503H를 제조하였다. 이어서 그렐린 (Human,[0087]

Rat 1-5) 및 탈아실화된 그렐린 (Des-n-Octanoyl-[Ser]
3
-ghrelin (Human, Rat 1-5))을 각각 6%씩 폴리머 용액

과 혼합하였다. 얻어진 포뮬레이션을 완전히 혼합하여 균질한 포뮬레이션을 얻었다.

37℃에서 이 포뮬레이션 현탁액 (약 100 mg)을 pH 7.4의 3 mL 인산염 완충액 염수 용액 내로 0.1% 아지[0088]

드나트륨과 함께 주입하였다. 선택된 시점에서 리시빙 플루이드를 신선한 완충 용액으로 대체하고, 제거된 완충

용액을 pH 7.4에서 PB로 적절히 희석한 다음 야물 농도를 상응하는 표준 곡선을 이용하여 HPLC에 의해 분석하였

다. 도 2는 그렐린과 탈아실화된 그렐린의 PBS에서의 누적 방출 프로파일을 도시한 것이다. 탈아실화된 그렐린

은 시험된 2주일 동안 훨씬 빨리 방출되는 것으로 나타났다. 친지성 모이어티를 갖는 그렐린은 방출 속도가 훨

씬 느렸다.

실시예 10. 모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜)-부티르알데히드, 디에틸 아세탈[0089]

의 제조 [0090]

모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜) (평균 Mn ~1124) (5.0 g, 4.45 mmoles) 및 톨루엔 (75 mL)을 감압 하[0091]

에 톨루엔을 증류시킴으로써 공비 건조시켰다. 건조된 모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜)을 무수 톨루엔 (50 mL)

에  용해시키고 여기에 THF  (4.0  ml,  6.6  mmoles)  및  4-클로로부티르알데히드 디에틸 아세탈 (0.96  g,  5.3

mmoles, MW 180.67) 중 3차-부톡사이드 칼륨의 20% (w/w) 용액을 첨가하였다. 이 혼합물을 아르곤 분위기 하,

100-105℃에서 밤새 교반하였다. 실온으로 냉각한 뒤, 이 혼합물을 여과하고 0-5℃에서 150 ml 에틸 에테르에

첨가하였다. 침전된 생성물을 여과하고 감압 하에 건조시켰다. 

실시예 11. N-말단 아민기에서의 옥트레오타이드와 모노팔미틸 폴리(에틸렌        글리콜)의 컨쥬게이션(PAL-[0092]

PEG-BA-OCT) 

삭제[0093]

전형적인 제조 방법으로서, 201.6 mg의 모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜)-부티르알데히드, 디에틸 아세[0094]

탈 (PAL-PEG-BADA)을 10 mL의 0.1 M 인산 (pH 2.1)에 용해시키고 얻어진 용액을 50℃에서 1시간 동안 가열한

다음 실온으로 냉각시켰다. 용액의 pH를 1N NaOH를 이용하여 5.5로 조정하고, 얻어진 용액을 3.5 mL의 0.1 M 인

산나트륨 완충액 (pH 5.5) 중 195.3 mg의 옥트레오타이드 용액에 첨가하였다. 1시간 후,  18.9 mg의 NaCNBH3 를

첨가하여 20 mM로 농축시켰다. 실온에서 밤새도록 계속 반응시켰다. 이어서, 반응 혼합물을 MW 컷오프가 2000

달톤인 막을 이용하여 투석하거나 또는 C-18 컬럼을 갖는 예비 HPLC 상에 로딩시켰다. 정제된 컨쥬게이트된 옥

트레오타이드는 주로 하나의 일차 아민(라이신)과 하나의 2차 아민 (N-말단)을 갖는 단일 화합물이었다. 

실시예 12. 액상 폴리머 조성물 중에서의 생체분해성 폴리머와 펩타이드의 [0095]

시험관내 방출 및 안정성[0096]

락타이드 대 글리콜라이드의 비율이 85/15이고 다분산도가 1.5 (DLPLG85/15, IV: 0.28)인 폴리(DL-락[0097]

타이드-코-글리콜라이드) (PLGA)를 N-메틸-2-피로리돈 (NMP)에 용해시켜 50 중량% 용액을 얻었다. 펩타이드를
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NMP 중 PLGA 용액과 혼합하여 다음 표 1에 도시된 비율로 균질한 주사용 조성물을 얻었다.

표 1

[0098]

각각의 포뮬레이션으로부터 일정액을 채취하여 37℃에서 0.1% 아지드나트륨을 함유하는 pH 7.4의 인산염 완추액[0099]

중에서의 시험관내 방출 시험을 행하고 나머지 포뮬레이션을 이용하여 실온에서 펩타이드와 폴리머의 경시적 안

정성을 모니터링하였다. 시점은 0.125, 1, 2, 5, 7, 14, 21, 및 28일이었다. 샘플 중 펩타이드의 순도는 HPLC에

의해 측정하였다. 폴리머의 분자량은 분자량이 공지인 폴리스티렌 표준품을 이용하여 겔 투과 크로마토그래피

(GPC)에 의해 측정하였다.

종래기술에 의하면, 펩타이드 상에 친핵성 기가 존재하면 조성물의 생체분해성 폴리머와 펩타이드 사이에 상호[0100]

반응이 일어날 수 있다. 펩타이드 상의 친핵성 기는 생체분해성 폴리머와 반응하여 아실화 산물을 형성하고 생

체분해성 폴리머의 분해를 촉매할 수 있다. 옥트레오타이드와 폴리(DL-락타이드-코-글리콜라이드)가 특히 NMP와

같은 유기 용매에서 결합될 경우, 옥트레오타이드가 아실화하여 폴리머가 급속히 분해된다는 것은 익히 알려져

있다. 본 발명에서 옥트레오타이드의 N-말단 컨쥬게이션은 하나의 일차 아민, 하나의 이차아민 및 하나의 C-말

단 카르복실산기를 함유하며 옥트레오타이드 자체와 유사하게, 폴리머와 상호반응 및/또는 반응하리라고 예상된

다. 그러나, 예기치 않게도, 본 발명의 공유적으로 컨쥬게이트된 옥트레오타이드는 아실화 반응을 방지하여 변

형되지 않은 옥트레오타이드에 비해 폴리머의 분해 속도를 현저히 감소시킨 것으로 밝혀졌다. 종래기술에 따른

설명과 표 2에 나타낸 바와 같이, 옥트레오타이드를 NMP 중 폴리(DL-락타이드-코-글리콜라이드) 용액과 혼합하

자, 옥트레오타이드는 실온에서 24시간 이내에 80% 넘게 아실화되고 7일 후에는 거의 완전히 반응하였다. 그러

나,  공유적으로  컨쥬게이트된  옥트레오타이드는  동일한  조건에서  56일이  경과한  후에  조차  안정하게

유지되었다. 표 3에 나타낸 바와 같이, 옥트레오타이드를 함유하는 포뮬레이션 중 폴리머의 분자량은 실온에서

급속히 감소하였다. 21일 후, 폴리머의 분자량은 50%까지 감소되었다. 그러나, 공유적으로 컨쥬게이트된 옥트레

오타이드를 함유하는 포뮬레이션 중의 폴리머의 경우에는, 본래 분자량의 90%가 유지되었다.

표 2

[0101]
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표 3

[0102]

종래 기술에 개시된 바와 같이, 포뮬레이션 중의 생물학적 활성제제와 부형제의 안정성을 유지시키기 위해서,[0103]

예컨대 시판되는 류프롤라이드 포뮬레이션 Eligard의 경우와 같이, 생물학적 활성제제는 일반적으로 포뮬레이션

의 다른 성분들과 격리되어 포장된다. 이어서 사용 직전에 모든 성분들을 한데 혼합시킨다. 이러한 조제물은 유

통 보관 중 펩타이드와 생체분해성 폴리머 간의 상호반응을 방지시킬 수는 있지만, 이들이 혼합된 후에도 상호

반응을 방지시켜주지는 않는다. 펩타이드와 폴리머 간의 상호반응은 투여 중에도, 그리고 시험관내 또는 생체내

에서 방출되는 동안에도 일어날 수 있다.

제조 후 각각의 포뮬레이션으로부터 일정액을 채취하여 37℃에서, 0.1% 아지드나트륨을 함유하는 pH 7.4의 인산[0104]

염 완충액 중에서 시험관내 방출 시험을 수행하자, 놀랍게도 혼합 도중 및 시험관내에서의 후속적인 방출시에

옥트레오타이드와 폴리머 간에 상호반응이 일어난 것으로 밝혀졌다. 도 3에 도시된 바와 같이, 방출 매질 중에

검출된 옥트레오타이드의 약 30%는 3시간 이내에 폴리머와 반응하거나 분해되었다. 또한 방출 매질 중에 검출된

옥트레오타이드의 50% 이상은 28일 후에 분해되거나 아실화되었다. 28일 후, 폴리머 매트릭스를 아세토니트릴에

용해시키고 폴리머를 물을 이용하여 침전시켰다. HPLC에 의해 옥트레오타이드를 분석하였다. 폴리머 매트릭스

중에 잔류하는 옥트레오타이드의 50% 이상 역시 아실화된 것으로 밝혀졌다. 이러한 옥트레오타이드의 분해 및/

또는 아실화는 천연옥트레오타이드의 이용성을 현저히 감소시키는 것으로서 바람직하지 못한 유독한 부산물이

생성될 수 있다. 따라서 펩타이드와 폴리머 간의 이러한 상호반응을 방지하는 것이 매우 요망된다.

도 4는 공유적으로 컨쥬게이트된 옥트레오타이드 Pal-PEG-BA-OCT의 시험관내 방출 프로파일을 도시한 도면이다.[0105]

비록 변형된 옥트레오타이드는 변형되지 않은 옥트레오타이드과 유사한 양의 친핵성기를 함유하지만, 놀랍게도,

변형된 옥트레오타이드는 28일이 지난 후에도  방출 매질과 폴리머 매트릭스 중에서 전혀 분해되지 않은 것으로

밝혀졌다. 이 결과는 펩타이드를 모노팔미틸 폴리(에틸렌 그리콜)과 같은 양친성 모이어티로 공유적으로 컨쥬게

이션시킴으로써 펩타이드와 생체분해성 폴리머 사이의 상호반응 및/또는 반응을 현저히 감소시키거나 방지할 수

있음을 가리키는 것이다.

실시예 13. 4-니트로페닐 클로로포르메이트(NPC)로 활성화시킨 모노팔미틸 [0106]

폴리(에틸렌 글리콜)의 제조[0107]

모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜) (평균 Mn ~1124) (10.0 g, 8.9 mmoles) 및 벤젠 (100 mL)의 혼합물을[0108]

감압 하에서 50 mL 벤젠을 증류시킴으로서 공비 건조시켰다. 이 반응 혼합물을 30℃로 냉각한 다음, 아르곤 분

위기 하에 무수 피리딘 (0.809 mL, 10 mmol)과 4-니트로페닐 클로로포르메이트 (2.015 g, 10.0 mmoles)를 첨가

하였다. 첨가 완료 후, 반응물을 45℃에서 2시간 동안 교반한 다음 실온에서 밤새 교반하였다.

이어서 반응 혼합물을 여과한 다음, 진공 증류시킴으로써 여액으로부터 용매를 제거하였다. 잔사를 2-프로판올[0109]
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로부터 재결정화시켜 8.2 g의 생성물 (PAL-PEG-NPC)을 수득하였다. 

실시예 14. 옥트레오타이드와 모노팔미틸 폴리(에틸렌 글리콜)과의 컨쥬게[0110]

이션(PAL-PEG-OCT) [0111]

236.5 mg의 PAL-PEG-NPC를 10 mL의 50 mM 붕산나트륨 완충액 (pH 9) 중 239 mg의 옥트레오타이드 용액[0112]

에 첨가하였다. 이 용액을 밤새도록 자석 교반기로 지속적으로 교반하였다. 최종 용액을 MW 컷오프가 2000인 막

을 이용하여 투석하였다. 투석된 용액을 동결 건조시키고 HPLC에 의해 분석하였다. 분석 결과 변형된 펩타이드

는 단일 위치 및 복수개 위치에서 컨쥬게이트된 옥트레오타이드의 혼합물인 것으로 나타났다.

이제까지 상기한 실시예로서 개시된 몇몇 구체예를 들어 본 발명을 설명하였으나 본 발명의 범위가 이들 실시예[0113]

로 국한되는 것은 아니며, 본 발명은 첨부된 특허 청구범위에 규정된 보호 범위 내에서 다양한 방식으로 변형이

가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 mPEG350 중 RG503H 용액의 포뮬레이션으로부터의 리소자임 및 팔미트산 아실화 리소자임의 시험관내 방[0063]

출 프로필을 도시한 도면이다.

도 2는 mPEG350 중 RG503H 용액의 포뮬레이션으로부터의 그렐린 및 탈아실화 그렐린의 시험관내 방출 프로필을[0064]

도시한 도면이다.

도 3은 NMP 중 DLPLG85/15 (IV 0.28) 용액의 포뮬레이션으로부터의 옥트레오타이드의 시험관내 방출 프로필을[0065]

도시한 도면이다.

도 4는 NMP 중 DLPLG85/15 (IV 0.28) 용액의 포뮬레이션으로부터의 변형된 옥트레오타이드 (Pal-PEG-BA-OCT)의[0066]

시험관내 방출 프로필을 도시한 도면이다.

도면
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