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청

청 항 1 

하  학식 1  시 는 합 ,  학 질체 또는  약학  허 가능한 염  포함하는 리

골 포 (osteoclastogenesis) 억  :

[ 학식 1]

청 항 2 

삭

청 항 3 

삭

청 항 4 

삭

청 항 5 

삭

청 항 6 

리  골수 포  하  학식 1  시 는 합 ,  학 질체 또는  약학  허 가능한 염

 재 하에 양하는 단계  포함하는, 골 포   (osteoclastogenesis)  억 하는 :
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[ 학식 1]

 

 술  야

본  골질   또는 료에 하게 사  수 는 학식 1  시 는 합  신규 도에 [0001]

한 것 다.

 경  술

골 직  연골  골격계  하  계  능  지지  근 착  역할  하고, 생체   골수  보[0002]

하는 능  한다. 또한 슘과   항상  지  해 들  보 하는 능  담당한다. 골  매  

씩 해 고, 해  양에 비 하여 새 운 골   항상  지하는 매우 역동  직 다.

체  골  골 포에 한 골 수, 골아 포에 한 골   지  포함하여 약 120 내지 150  주

 순  복하고 다. 건강한  경우, 골 수  골  엄 하게 트 고, 합 골량  거

변 하지 않고  수  지한다.

골 포는 간엽 포에  원하여 는  골 포  에 한 슘 과 같  질 는 뼈[0003]

강도  지시  뿐만 아니라, 신체 체  슘  몬 사  항상 에도 매우 한 능  한다. 

골 포  에 한 슘  비타민 D  갑상  몬(parathyroid hormone) 등에 해 , 

골 포  에 한 골  포 내에  뼈 태  단 질(bone morphogenetic protein; BMP), Wnt, MAP

나아 , 시뉴린- 듈린 나아 (calcineurin-calmodulin kinase), NF-κB, AP-1 등  다양한 신 달

체계  상 (cross-talk)에  해  골 포    알 린  포스 타 (alkaline  phosphatase,

ALP)가   단계에  합  후,  질   스 폰틴(osteopontin),  스 신

(osteocalcin), 1  라겐(type  1  collagen) 등  합  루어진다고 알  다(Pittenger, M.

F. et al., Multilineage Potential of Adult Human Mesenchymal Stem Cells, Science, 1999, 284: 143-147).

, 알 린 포스 타   진하는 합 들  골 포   진하므  골질  료   

수 다.

한편, 골 포는 뼈가 하도  하  하여 한 연골  뼈 직  는 포  다핵거 포 다.[0004]

상  골 포는  골 포에  비 는  RANKL(receptor  activator  of  NF-κB  ligand)  M-CSF(macrophage

colony stimulating receptor)가 골 포 에 는 수 체  결합하게 어 가 어난다.

상  골 포  골 포  상  균  지게  신 (systemic) 또는 (local) 골질  [0005]
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게 다. 상  질병들   골 포  수   가  한 것  알  다. 러한 골 포

 가  해 야 는 질 에는 골 , 마티스 염, 원  골 양, 암  골  등  다. 또한

나 든 사람에게 많  나타나는 원 하지 못한 액순  하여 시  또는 만  산 (oxygen

tension)  상 골보다 낮  상태가 는 상  산 (hypoxia)  생한 산 함량  한 골에  골

포   가하여 골상태  악  래하 도 한다.

상  골질    골다공  골 과  골 수  평   골 도가  약 어  어나는[0006]

질 , 재 미 에 만 약 천만  미 골다공  질  앓고 , 1천 8 만  골다공  생 

험에 여 다. 또한, 생 동안 여  2   1 , 남  경우 8   1  골다공 과  골  경험

하 , 미 2 만  상  미  남 들  골다공  질  앓고 다. 미 에 는 골다공 과  질병과

골  한 직  지  매  140억 달러에 달하고 , 내에  경우에도 약 400 만  골다공

에 걸 거나 그 험에 어 다. 는  사  어들  욱 가할 것  어, 

한 사  지 과 가  원  신 , 경  지  가할 것  상 다.

상  같  골질  료하  해 는 골 포  골 포  균  하는 것  필 하 , 라  에[0007]

한 료 는 게 골 수 억   골  극 가 다.  상  골 수 억  또는 골  

극  등  골질  료 는 에게  여하여야 하  에 독  어야 하 , 여  거 움  해

결하  하여 경 여가 가능한 것  람직하므 , 에 한 연 가 실  필 한 실 다. 한편, 상

골질  료   골 포   시킴  골  진하는 골  극 에 한 연 가 보다 하

게 진행 고 나, 골  극  한 골 도 강 가 드시 골  감  미하지는 않는다. 한편 

사 고 는 골 포   억 하는 골질  료 는 수맙(Denosumab; Prolia™, Amgen
®
) 등  

 에도 다양한 약 들  개 고 나, 약 료는 간 지 어야 함  고 할  아직 

등   검 지 않았 , 골 포  한 커니  아직 지 지지 않  상태 다.

에 본 들  골 포  억 함  골 실  감 시  골 실에 해 도 는 또는 골 실[0008]

하는 질  병 또는 진행  억 할 수 는 합  찾고   한 결과, 항암  알 진 합

 PF-3758309가 골 포     억 함  골질 에 한  또는 료 과  갖는 것  

하고 본  하 다.

 내

해결하 는 과

본  학식 1  시 는 합 ,  질체 또는  약학  허 가능한 염  포함하는 골질[0009]

  또는 료  약학   공하  한 것 다.

과  해결 수단

상  과  해결하  한 하나  양태 , 본  하  학식 1  시 는 합 ,  질체 또는[0010]

 약학  허 가능한 염  포함하는 골질   또는 료  약학   공한다:
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[ 학식 1][0011]

[0012]

상  학식  1  시 는  합  (S)-N-(2-( 틸아미 )-1- 닐에틸)-6,6- 틸-3-(2- 틸티에 [3,2-[0013]

d]피리미 -4- 아미 )피 [3,4-c]피라 -5(1H,4H,6H)- 복사미드((S)-N-(2-(dimethylamino)-1-

phenylethyl)-6,6-dimethyl-3-(2-methylthieno[3,2-d]pyrimidin-4-ylamino)pyrrolo[3,4-c]pyrazole-

5(1H,4H,6H)-carboxamide) 다.

상  (S)-N-(2-( 틸아미 )-1- 닐에틸)-6,6- 틸-3-(2- 틸티에 [3,2  -d]피리미 -4- 아미 )피[0014]

[3,4-c]피라 -5(1H,4H,6H)- 복사미드는  PF-3758309라고도 리는 합 , 항암  갖는 것

알  다(B.W. Murray et al., PNAS, 2010, 107(20): 9446-9451). 그러나,  골질   또는 료

과에 해 는 알 진  없 , 본 들에 해  규 었다.

본  상  학식 1  시 는 합  천연 공 원  리 거나, 천연 공 원  수득하여[0015]

학  개질에 해 하거나, 또는 공지  에 해 당업 가 하게 학  합 하여 

하거나, 상업   상  수 다. 본  체  실시 에 는 상  PF-3758309 합  상업

 하여 사 하 다.

본   상  학식 1  시 는 합  질체  포함한다. " 질체(isomer)"는 동 한 [0016]

식  갖지만  다  식  갖는  합  미하는  학  어 다.  상  질체는  게  질체

(constitutional  or  structural  isomer)  체 질체(stereoisomer)  다.  질체는 원  

가  다  식  결합  합  지 한다. 라  들 질체는  다  합  가지는

경우가 , 동 한 에 하거나 하지 않  수 다. 상  질체는 원  연결순 가

다 므   가 다 거나,  가 다 다. 상  질체는 컨  탄 수  사슬  다양

한  가지결합  갖는  사슬 질체(chain  isomerism),  사슬  다  에  가  결합  질체

(position  isomerism)   하나  가  상 한  들  해 는  질체(functional  group

isomerism)  포함한다.  한편,  체 질체는 다시 체 질체(diastereomer)  학 질체(enantiome

r)  다.  상  체 질체는  시스-트랜스  질체,  태체(conformational  isomer;

conformer)  질체(rotamer)  포함한다. 상  질체는  상   차 에 한 것

 특  공 결합  에 해 생하 ,  해 체  경  달라지고  다  에 지 수  나타낸

다. 마지막  학 질체는 학  갖는  가  거울  경우  미한다. 라  들 

질체는 에 해 는  첩 지 않 , 4개 상  가 결합  원  , 체 심  갖는다. 

들 질체는 동 한 학식  가지 , 경에  편  하고 동 한 학  /또는 리  특

갖는다. 편  시 는 식에 라 시계 향  시 는 경우 (+) 또는 d(dextrorotatory)  하

고, 시계 향  시 는 경우  (-) 또는 l(levorotatory)  한다. 또는 - 골드-프 그 우

(Cahn-Ingold-Prelog priority rule)에 라  순  하고 그 향에 라 (S) 또는 (R)  
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하여 할 수도 다. 람직하게 본  질체는 상  학식 1  시 는 합  학 질체

, 상  질체는 (R)-N-(2-( 틸아미 )-1- 닐에틸)-6,6- 틸-3-(2- 틸티에 [3,2-d]피리미 -4-

아미 )피 [3,4-c]피라 -5(1H,4H,6H)- 복사미드 다.

또한, 본  학식 1  시 는 합  또는  질체는 약학  허 는 염  태  사[0017]

수 다. 염 는 약학  허 가능한 리산(free acid)에 해  산 가염  하다. 본 

어 "약학  허 가능한 염" 란 에게 비  비독 고 해한  갖는 도   염에

한  학식 1  시 는 합  운 능  하시 지 않는 상  합   든 

 또는  가염  미한다. 또한 본  합  단독  또는 다  약학   합 과 결합하거

나 집합  사  수 다.

상  본  학식 1  시 는 합  또는  질체  약학  허 가능한 염  당해 술 야[0018]

에  통상  에 라  염  미하 , 러한  당업 에게 공지 어 다. 체 ,

상  약학  허  가능한 염  약리학  또는 생리학  허 는 하  산과 산  염

도  염  포함하지만 에 한 지 않는다.

산 가염  통상  ,  들어 합  과량  산 수 액에 해시 고,  염  수   매, [0019]

 들어 탄 , 에탄 , 아  또는 아 니트릴  사 하여 시  한다. 동 몰량  합   

 산 또는 알 ( , 리  틸에 )  가열하고, 어  상  합  시  건 시 거나,

또는  염   여과시킬 수 다. , 리산 는 산과 산  사 할 수 , 산

는 염산, 산, 산, 질산, 주 산 등  사 할 수 고 산 는 탄술폰산, p- 루엔술폰산, 아 트

산,  트리플루 아 트산,  말 산(maleic  acid),  숙신산,  살산,  산,  타 타 산,  마 산(fumaric

acid), 만 산, 프 피 산(propionic acid), 연산(citric acid), 산(lactic acid), 리 산(glycollic

acid), 루 산(gluconic  acid), 갈락 산, 루탐산, 루타 산(glutaric acid), 루쿠 산(glucuronic

acid), 아스 트산, 아스 브산, 본산, 닐릭산, 드 수 산(hydroiodic acid) 등  사 할 수 

, 들에 한 지 않는다.

또한, 염  사 하여 약학  허 가능한 염  만들 수 다. 알 리 염 또는 알 리 염 ,[0020]

 들어 합  과량  알 리  수산  또는 알 리  수산  액 에 해시 고, 비 해

합  염  여과한 후 여액  , 건 시  얻는다. , 염 는 특  나트 , , 또는 슘염

하는 것  약상 합하나 들에 한 는 것  아니다. 또한 에 하는 염  알 리  또는 알

리  염  당한 염( , 질산 )과 시  얻  수 다.

상  학식 1  합  또는  질체  약학  허 가능한 염 , 달리 지시 지 않는 한, 학식 1[0021]

 합 에 재할 수 는 산  또는 염   염  포함한다.  들어, 약학  허 가능한 염

는 드 시  나트 , 슘   염 등  포함  수 고, 아미  타 약학  허 가능한 염

는 드 브 , 산염, 수  산염, 산염, 수  산염, 수  산염, 아 트, 숙시 트, 시

트 트, 타 트 트, 락 트, 만 트, 탄술포 트( 실 트)  p- 루엔술포 트( 실

트) 염 등  , 당업계에 알 진 염   통하여  수 다.

본  학식 1  시 는 합  또는  질체  염 는 약학  허 가능한 염 , 상[0022]

합  또는  질체  동등한 골 포 생  또는 동 억 과  나타내는 상  합  또는  

질체  염  한없   사  가능하다.

본   필  상  골 포  재  해 생하는 골질 에 한없  사  수 다.[0023]

본 에  사  어, "골질 "  골 포  과다한 생  /또는 동  해 나타나는 상태 또는 질병[0024]

 미하는 것 , 골량 하 질  포함한다. 상  골량 하 질 란 골 도  하, 골 직  열  등

상  수 하는 골량  하가 나타나는 상태 또는 질  미하는 것 ,  비 한  는 골다공

(osteoporosis), 트병(Paget's disease), 주질 , 골 애  마티스 염 등  다. 또한 암 포

에 해 는 골 포에 한 골 실도 본  주에 포함 다.

람직하게 본   골다공  또는 골감   또는 료  사  수 다. 체[0025]

본 에  사  어, "골다공 "  골량  감 하고 질  변  해 골  어날 가능  는 상

태  미하 , "골감 " 란 골다공    미한다.  골 도 수 (T 수 )  
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-1.0 내지 -2.5  경우 골감 , -2.5 상  경우 골다공  한다.

본 에  사  어, "골질   또는 료"는 본 에   개체에 여하여 달 는 상[0026]

 골질    한 또는  료  포함한다. 는 또한 골질  상  감 , 개 , 그 상

고통 경감, 골질  생  감  또는 료결과  가시 는  어 한 다  변  포함한다.

본 에  사  어, "개체"는 골질  병하 거나 병할 수 는 간  포함한 든 동  미한[0027]

다. 본   개체에게 여하여 상  골질  과   또는 료할 수 다. 본  

  골질  료  병행하여 여  수 다.

본 에  사  어, " 여"란, 한  에게  질  도 하는 것  미하 , 본 [0028]

  여 경 는  직에 도달할 수 는 한 어 한  경  통하여 여  수 다. 복

강내 여, 맥내 여, 근 내 여, 피하 여, 피내 여, 경  여,  여, 비내 여, 폐내 여,

직 내 여  수 나, 에 한 지는 않는다.

본  약학   약학  한 양  여한다. 상  어 "약학  한 양" 란 학[0029]

료에  가능한 합리  수 / 험 비  질  료하 에 하   지 않  도  양

 미하 ,  량 수   별, 연 , 체 , 건강상태, 질병  , 도, 약  , 약

에 한 민감도, 여 , 여 시간, 여 경 ,   비 , 료 간, 합 또는 동시에 사 는 약

 포함한   타 학 야에  알 진 에 라 당업 에 해 하게 결  수 다. 

, 질  약 0.01 mg/kg/  내지 1000 mg/kg/  량  여할 수 다. 경  여하는 경우, 50 내

지 500 mg/kg  가 합할 수 , 1  1  상 여할 수 다.

람직하게, 본   골 포  생  또는 동  억 하는 것  특징  한다. 본 에  사[0030]

 어, " 골 포(osteoclast)"는 뼈가 라도  하  하여 한 연골과 뼈 직  는 포  골 재

수에 여하는 다핵거 포(large multinuclear cell) 다. 2 내지 100개  하게 들어찬 타원  핵

가지고  지  20 내지 100 μm 고  골 포는  신에 해  뼈  얕고 

에 재한다. 뼈 수 에 한 골 포는  띠  도 양  가 리가 찰  상  골 포에 

해 비  가수 해 에 한 질  수, 산에 한 질 해  수에 하여 뼈 수가 어나

는 것  알  다. 뼈  하는 골 포  뼈  재 수하는 골 포    균  루

어 골 직  양  한다.

골 포는 학주 (chemotaxis)에 해 뼈에  미 골  동한다. 단핵 포- 식 포주  포 합에[0031]

해  TRAP(Tartrate Resistant Acid Phosphatase)과 신 K(cathepsin K)   수  하

는 특징  갖는다. 또한 고 도  포(vesicles)  공포(vacuoles)  한 균 한 말  (homogeneous,

foamy appearance)  갖는 포질  특징  한다. 상  공포는 산  포스 타 (acid phosphatase)  채워진

라 다. 골 포  내 질  망상 직(endoplasmic reticulum)  (sparse), 골지 복합체는 

하다. 뼈  같  질  거에 한 주  경계  하게 골  재 수하는 골 포  태  특징

다. 수산 (hydroxyapatite) 라 리는 질  질 (mineral portion)  슘과 산 

포함하  상  들  포내 취(endocytosis)에 해  포 내  수 어 포  가 질러 동하여

결과  포 액(extracellular fluid)  어 액   도  가시 다.

상  골 포는 갑상  비 는 갑상  몬(parathyroid hormone; PTH), 갑상  비[0032]

는 시 닌(calcitonin)   루  6(interleukin 6; IL-6)에 해 다. 상  IL-6는 골재

수  골  간  균 에 한 골다공 과 같  질    하나 다. 또한 골 포   골

포에 해 생 는  가지 , 스 프 그린(osteoprotegerin)  RANK 리간드  상 에 해 매

개 , 라  골 포  는 상   가지 에 해 다. 러한 골 포  과다한 생  /또

는 동  다양한 골질  원  본  상  학식 1  시 는 합 ,  질체 또는 

약학  가능한 염에 해 골 포  생  또는 동  억 하여 료  수 다.

한편, 골 포에 한 골 (bone destruction)가 골 포  생    진하는 암 포에 해 생[0033]

는 또는 도 는 들에 해 매개 는 것  알  다. 또한 상  골 포  생    

진시 는 것  알 진 는 루 -1, 루 -6, 갑상  몬(PTHrP), MIP-1α  RANKL 등  

다. 본 들  PF-3758309 합  RANKL에 해 도 는 골 포   억 할 수  하
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다. 라 , 본 에  PF-3758309 합  암 포에 한 RANKL 도 골 포  생  /또는 동

억 할 수 고 결과   한 골 식  억 할 수 다.  같  암 포에 해 도  골 실  억

하는   암 포  료 또는  과 하지 않는다. ,  항암 는 상 한 

에 해 암 포에 해 는 골 포  생  또는 동  억 하지 못한다.

본  체  실시 에 는 PF-3758309 합 ( 학식 1)  RANKL에 해 도 는 골 포  (도 1[0034]

 2)  TRAP (도 3)  도  억 하 , 골 포  시  는 골 포  합(도

4)  동(도 5)  억 하는 한편, 골다공  동 에  LPS에 해 도 는 골 식  억 함(도 6)  

하여 골 포  생  한 골 실에 해 도 는 질   또는 료에 하게 사  수 

하 다.

람직하게, 본  약학   상  학식 1  시 는 합  또는  약학  허 가능한 염[0035]

 0.001 내지 1 량% 함 할 수 다.

또한, 상  본 에  골질   또는 료  약학   상  재한  에 약학[0036]

 허 가능한 담체,  또는  가  포함할 수 다. 본 에  사  어, "약학  허

가능한"  상  에 는 포나 간 등  개체에게 독  없는 특  나타내는 것  미한다.

상  담체는 , 보 , 통 , 가 , 등 , 안 , , ,  등 당업계에 공지

 것 라  한없  사 할 수 다. 본  약학  에 포함  수 는 담체,   는

락 , 스트 , 수 스, 비 , 만니 , 리 , 에리스리 , 말티 , , 아 시아 고 , 알지

트,  라틴,  슘  포스 트,  슘  실리 트,  룰 ,  틸 룰 ,  미 질 룰 스,

폴리비닐피 리돈,  ,  틸 드 시 에 트,  프 필 드 시 에 트,  탈 ,  마그 슘 스 아 트 

 들 수 다.

또한, 본    할 경우에는 보통 사 하는 진 , 량 , 결합 , 습 , 해 , 계[0037]

 등   또는  사 하여 할 수 다.

경  여  하여 , , 산 , 과립 , 슐  등  고   할 수 다. 러한 고 는[0038]

상   에 어도 하나 상  ,  들 , , 슘 보 트, 수 스, 또는 락 ,

라틴 등  어 한다. 또한 단순한  에 마그 슘 스 아 트, 탈  같  도 사 다.

경  여  한 액상 는 탁 , 내 액 , , 시럽  등  해당 는 ,  사 는 단순 

 , 리 드 라핀 에 여러 가지 ,  들 , 습  감미 , 향 , 보  등  포함  수 

다. 그러나 경  여시, 타 드는 가  쉽  에 경    약  하거나 에

 해  보 도   하는 것  람직하다. 비경  여  한 에는 균  수 액, 비수

, 탁 , , 동결건  , 가 포함 다. 비수 , 탁 는 프 필 리 , 폴리에틸

리 , 리브 과 같  식  , 에틸 트  같  주사 가능한 에스  등  사  수 다. 

 는 , 마 골, 트 61. 지, 라우린지, 리 라틴 등  사  수 다. 타 드

안 나 수  가시  하여 루 스, 수 스, 스트란 등  보하 드 트, 아스 빅산,

루타  등  항산 , 킬  질,  단 질 또는 다  안 들  사 할 수 다.

또한, 본    질   포  동할 수 는  에 해 여  수도 다. [0039]

람직한 여 식  는 맥 주사 , 피하 주사 , 피내 주사 , 근  주사 ,  주사  등 다. 주사

는 생리식염액, 링겔액 등  수  , 식 , 고  지 산 에스 ( , 산에  등), 알  ( ,

에탄 , 질알 , 프 필 리 , 리 린 등) 등  비수   등  하여 할 수 고, 변질 

지  한  안 ( ,  아스 빈산,  아 산수 나트 ,  피 아 산나트 ,  BHA,  ,  EDTA  등),

, pH  한 , 미생   지하  한 보 ( , 질산 닐수 , 살, 염

늄, , , 질알  등) 등  약학  담체  포함할 수 다.

라 , 본  상  학식 1  시 는 합 ,  질체 또는  약학  허 가능한 염  [0040]

 포함하는 약학   개체에 여하는 단계  포함하는 골질  료  공한다.
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다  하나  양태 , 본  상  학식 1  시 는 합 ,  질체 또는  약학  허[0041]

가능한 염  포함하는 골질   또는 개  건강 능식  공한다.

, 본   골 질   또는 개  하여 골 질  병단계  또는 병 후, 질  [0042]

료  한 약  동시에 또는 별개  사  수 다.

본 에  사 는 어, "개 "  료 는 상태   라미 ,  들  상  도  어도 감[0043]

시 는 든 행  미한다.

또한 본  건강 능식   식  첨가  사 할 경우, 상   그  첨가하거나 다  식[0044]

 또는 식  과 함께 사  수 고, 통상  에 라 하게 사  수 다. , 식

또는 료  시에 본   원료에 하여 15 량% 하, 람직하게는 10 량% 하  양

첨가 다. 그러나 건강  생   하거나 또는 건강   하는 간  취  경우에는

상   하  수 다.

본 에  사 는 어, "건강 능식 "  건강보   특  원료 하거나 식  원료에 들어[0045]

는 특  , , , 합 등   , 가공한 식  말하 , 상  에 해 생체

어, 생체리듬  , 질병  지  복 등 생체 능  생체에 하여  할 수 도  계 고

가공  식  말하는 것 , 상  건강식   질병    질병  복 등과  능  수

행할 수 다.

또한, 본   사  수 는 건강식  에는 한  없다. 아울러 본  합  [0046]

 포함하는  당업  택에 라 건강 능식 에 함  수 는 한 타 보  과 공

지  첨가  합하여 할 수 다. 첨가할 수 는 식  는 , 지, 빵, , , 스

낵 , 과 , 피 , 라 , 타 , 껌 , 아 스 림  포함한 낙 , 각  스프, 료수, 차, 드링

, 알  료  비타민 복합  등  , 통상  미에  건강식   포함한다.

본  건강 료  통상  료  같  여러 가지 향미  또는 천연 탄수  등  가 [0047]

함 할 수 다. 상술한 천연 탄수  포도당, 과당과 같  사 라 드, 말 스, 슈 스  같  사

라 드,  스트린, 사 스트린과 같  천연 감미 나, 사 린, 아스 탐과 같  합 감미  등

사 할 수 다. 상  천연 탄수  비  당업  택에 해 하게 결  수 다.

상  에 본   여러 가지 양 , 비타민, 해질, 미 , 착색 , 트산  그  염, 알 산[0048]

 그  염, 산, 보  드 , pH , 안 , , 리 린, 알 , 탄산 료에 사

는 탄산  등  함 할 수 다. 그 에 본   천연 과 스, 과 스 료  야채 

료   한 과  함 할 수 다. 러한  독립  또는 합하여 사 할 수 다. 러한 첨

가  비  또한 당업 에 해  택  수 다.

 과

본 에  학식 1  시 는 합  PF-3758309,  질체 또는  약학  허 가능한 염[0049]

 포함하는 약학   골 포     억 시킴 , 골다공  등  한 골 실  억

할 수 므 , 다양한 골질   또는 료에 하게  수 다.

도  간단한 

도 1  PF-3758309 합 에 한 RANKL- 도 골 포  억 과  나타낸 도 다. BMM(골수- 래 마[0050]

지) 포  RANKL(10 ng/ml)  M-CSF(30 ng/ml) 재 또는 재( ) 하에 DMSO( ) 또는 다양

한 도  PF-3758309  처리한 후 TRAP 액  염색하여 다핵  골 포  가시 하 다.

도 2는 PF-3758309 처리 도에  TRAP-양 포  수  나타낸 도 다. TRAP-양  다핵  골 포(핵≥1

0)  계수하 , PF-3758309 처리 도에  들 다핵  골 포  한 감 가 찰 었다. **, p <
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0.01, ***, p < 0.001(  양 ).  3  복실험하여   도시하 다.

도 3  PF-3758309 처리 도에  TRAP  억 과  나타낸 도 다. 

도 4는 PF-3758309 처리 시 에  골 포(preosteoclast; pOC)  합 억 과  나타낸 도 다. BMM

 DMSO 또는 5 nM PF-3758309  처리하고 M-CSF  RANKL  극하 다. 포  고 하고 TRAP 액  염색

한 후 학 미경  찰하고 다핵 포  계수하여 그래프  나타내었다.

도 5는 PF-3758309 처리에  골 포  동 억 과  나타낸 도 다. 각  다  도  PF-3758309

처리한 후 라틴  한 폴리 보 트 필  통해 동한 포  염색하여 찰하고 계수하 다. 

는 3  실험  평균하여 평균±SD  나타내었다. *,  P <  0.05  **,  P < 0.01 DMSO 처리 과 비

(Vehicle  ).

도 6  마우스 에  PF-3758309 처리 도에  골 실 억 과  나타낸 도 다. LPS  처리하여 골

식  하고 DMSO(양 ; Vehicle) 또는 PF-3758309(0.5  1 μg/g 체 )  처리한 후 마 CT 스

 통해  골 실  하 다.  또한  골 피비(골 피/ 직 피;  BV/TV)  ,  골  미 랄  도(bone  mineral

density; BMD), 주 리(trabecular separate; Tb. S)  주 수(trabecular number; Tb. N)  하

여 퇴골  주 골 미  하 다. 직  거하고 질  거한 뼈  라핀에 포매시 고 

편  하여 각각 H&E 염색과 TRAP 염색  수행하여 골 에  골 포  동 하 다.

 실시하  한 체  내

하 본  실시  통하여 보다 상 하게 한다. 그러나, 들 실시 는 본  시  하[0051]

 한 것  본  가 들 실시 에 한 는 것  아니다.

실시  1: PF-3758309  RANKL- 도 골 포 (RANKL-induced osteoclastogenesis) 억 과[0052]

본 에  학식 1  시 는 합  PF-3758309  RANKL- 도 골 포 에 한 과  하[0053]

하 다. 5주  수컷 ICR 마우스  하여 퇴골(fermur)  경골(tibia)  취하고 항생 (100 units/ml 

니실린  100 μg/ml 스트 마 신)  포함하는 α-MEM  척하여 골수 포(bone marrow cell)  득하

다. 상  골수 포  10%  태아 청(fetal  bovine  serum;  FBS)   M-CSF(macrophage  colony-stimulating

factor; 10 ng/ml)  포함하는 α-MEM에 1 간 양하 다. 비 착(non-adherent) 골수 포  트리 시에 

주하고 M-CSF(30 ng/ml) 재 하에 3 간 양하 다. 비 착 포  척한 후 착 포(adherent cell)  골수

- 래 마 지(bone  marrow-derived  macrophage;  BMM)  사 하 다. BMM  포  RANKL(10  ng/ml)   M-

CSF(30 ng/ml) 재 하에 DMSO 또는 PF-3758309  다양한 도(0, 0.625, 1.25, 2.5, 5  10 nM)  처리하여

4 간 양하 다. 다핵  골 포(multinucleated  osteoclast)  3.7%  포 말린  10 간 고 하고 0.1%

트리  X-100  10 간 처리하여 과  갖도  하 다. 포  TRAP 액(Sigma-Aldrich)  염색하 다.

다핵  골 포  TRAP(tartrate resistant acid phosphatase) 염색  가시 하 다.  3  복실험하

여   도시하 다. 그 결과  도 1에 나타내었다.

한편, 도 2에는 상  TRAP 염색 실험  TRAP 양   나타내는 다핵 포 수  계수하여 처리한 PF-[0054]

3758309 도  함수  나타내었다. TRAP-염색에 해 가시 하여 도 1에 나타난  같 , RANKL 처리에 해

골 포  도하  , 다핵  골 포가 다량 생 었 , 는 PF-3758309 처리  해 억 었

다. 특 , PF-3758309  처리량  가시   에 비 하여 골 포  생  감 하는 것  하 다.

 객  비 하  하여 염색  다핵  골 포  계수하여 처리한 PF-3758309  도에 한 함수[0055]

도시하여 도 2에 나타내었다. 상  안검사    하여 TRAP-양  다핵  골 포  수는

PF-3758309 처리 도에 비 하여 감 하 다. 특 , 10개 상  핵  갖는 골 포  수가 PF-3758309  도

가 가함에 라 하게 감 하는 것  하 다.

실시  2: PF-3758309  TRAP  억 과[0056]
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상  실시  1  PF-3758309가 도  TRAP  억 함  하 다. 에 본 들  PF-[0057]

3758309가 TRAP  에도 향  미 는지 하고  하 다.  하여, 다핵  골 포  다핵  골

포  3.7% 포 말린  5 간 고 하고 0.1% 트리  X-100  10 간 처리하여 과  갖도  하 다. 

골 포  3  mM  p-니트 닐 포스 트(p-nitrophenyl  phosphate,  Sigma-Aldrich)  포함하는 TRAP  액

(100  mM  시트 산 나트  pH  5.0, 50  mM 주 산 나트 (sodium  tartrate))  37℃에  5 간 처리하 다.

TRAP  하  해 는 RANKL  10 ng/ml  처리하 다. 합  동 한 피  0.1 N NaOH  포

함하는 새 시에 고, 405 nm에  학 도(optical density; OD) 값  결 하 다. ###, p<0.001(  

). **, p<0.01; ***, p<0.001(  양 ). RANKL  처리하  PF-3758309  처리하지 않  포  양

, RANKL과 PF-3758309   처리하지 않  포   사 하 다. 실험 는 상

 실시  1에  동 한 도  PF-3758309  처리한 포  사 하 다.  PF-3758309 처리 도에  TRAP

 도 3에 나타내었다.

그  결과,  도  3에  나타난   같 ,  PF-3758309가  도  TRAP   억 하는  것  할  수[0058]

었다.

실시  3: PF-3758309  골 포(preosteoclast) 합 억 과[0059]

골 포 체  골 포에 한 PF-3758309  단계별 향  하 다. 체  DMSO 또는 5 nM[0060]

PF-3758309   0-1 차,  1-2 차,  2-3 차,  3-4 차에만  처리  수  도  M-CSF(30ng/ml)  /또는

RANKL(10ng/ml)  포함하는  지  하여 에 양함  BMM  극하 다.  4 차에, 포

고 하고 TRAP 액  염색하 다. 학 미경  TRAP 양  다핵 포  찰하고 TRAP-양  MNC  계수하

다. 도 4에 그 결과  나타내었다. 도 4  상단에는 PF-3758309에 시  간  시하 고, 간에는 TRAP

염색한 포  미경 미지 , 하단에는 PF-3758309 처리 간에  TRAP-양  다핵 포 수  변  나타

내었다. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001  .  3  복실험하여   도시하 다.

도 4에 나타난  같 , 골 포  합시   3-4 차에 PF-3758309  처리하  , 골 포[0061]

가  감 하는 것  하 다. 는 PF-3758309  포함하는 본   골 포  합

 억 함  골 포  억 할 수  시사하는 다.

실시  4: PF-3758309  골 포 동 억 과[0062]

pOC  동  합  필  하는 것  알 다. 라 , PF-3758309  pOC  동에 한 과  하[0063]

다.  체  boyden  chamber  하여  9시간  동안  RANKL  도- 골 포(pOC)  습  하 다.

, 폴리 보 트 필 (polycarbonate filter; 공 =8 μm)는 라틴  하 다. 포(1×10
6

cells/ml)  다양한 도(0, 0.1, 0.3, 1, 3 and 6 nM)  PF-3758309  9시간 동안 처리하 다. pOC 포  

습  동 능  다공  폴리 보 트막 아래  습한 포  계수하여 계산하 , 3  실험  평균하

여 평균±SD  나타내었다. *, p<0.05  **, p<0.01 DMSO 처리 (비 ; vehicle)과 비 하 , 결

과  도 5에 나타내었다. 포  염색하여 미경  찰하고(도 5 상 ) 동한 포  계수하여 처리한 PF-

3758309  도에 한 함수  도시하 다(도 5 하 ).

도 5에 나타난  같 , PF-3758309는 도  RANKL에 해 도 는 골 포  동  억 하[0064]

다. 는 PF-3758309  포함하는 본   골 포  동  억 함  골 포  억

할 수  시사하는 다.

실시  5: 골다공  동 에  PF-3758309  골 식(bone erosion) 억 과[0065]

마지막  PF-3758309  마우스에 주 하여 동 에  골 식에 미 는 향  하 다. 우  ICR 마우[0066]
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스(5주 )  각 3마리씩 4개  나누었다. 마우스에 PF-3758309(0.5 ug/g 체 , 1 ug/g 체 ) 또는 

 PBS  LPS(10 ug/g 체 ) 주사 1 에 복강 내 주사하 다. PF-3758309 또는 PBS  8 간 매  복강 내

주사하 다. 골 식  도하  하여 LPS는 1 과 4 에 복강 내 주사하 다.  LPS 주사 후 8 에 든

마우스  사시 고  퇴골  고해상도 마 CT(high-resolution  microCT;  SkyScan 1173; SKYSCAN,

Kartuizersweg 3B 2550 Kontich, Belgium)  스 하 다. CTAn 프트웨어  공 는 프트웨어(skyscan

anlaysis  tool,  Belgium)  하여  마 CT   골  직 태학  (Bone  histomorphometric

analyses)  수행하 다. 골 피/ 직 피(BV/TV)  나타나는 골 피비(bone  volume  ratio),  골 미 랄 도

(bone  mineral  density;  BMD),  주 리(trabecular  separate;  Tb.S)   주 수(trabecular  number;

Tb.N)  하여 퇴골  주 골 미  하 다. 직  거하고 4% 라포 알 하 드  4℃에

 1 간 고 한 후 12% EDTA  질  거하 다. 질  거  뼈  라핀에 포매시  단하 다. 

직학   하여, 편  헤마 실린과 에 신(hematoxylin and eosin; H&E)  염색하 다. 다  편

골 에  골 포  동 하  하여 TRAP  염색하 다. 상  실험 결과  도 6에 나타내었다.

도 6에 나타난  같 , 염  골 실  하는 LPS(lipopolysaccharide)  처리한 마우스 골다공  [0067]

에 PF-3758309  처리한 경우 골 실 도가 감 하는 것  하 다. 마 CT 결과는 안  가능

할만  한 골 실 억 과  나타내었다. 뿐만 아니라 골상태  수 하여 그래프  나타낸 결과  살펴

보 ,  LPS  처리에 해 감 하  골 피비,  골 도(골 미 랄 도)   주 수는 1  μg/g  체  PF-

3758309 여시 거  상수  복 었 , LPS 처리에 해 가 었  주 리는 가 폭  

감 하  하 다. 는 본 에  PF-3758309  포함하는  생체 내에 도 우수한 골

포 생  억  나타내  과  골 실  억 할 수  나타내는 다.

상  같  결과들  본  PF-3758309 합  골 포 생  또는 동에 해 생하는 골 실에 [0068]

다양한 골질  료 또는  과가  뒷 한다.

도

도 1
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도 2

도 3
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도 4

도 5
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도 6
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