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특허청구의 범위

청구항 1 

Prx I 활성에 대한 강력한 억제 활성을 나타내는, 하기 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물, 그 이성

체 및 이의 약리학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 함유하는 암질환의 치료 및 예방을 위한 약학 조성물:

상기 식에서, P는 페닐기 또는 질소함유 5원 내지 6원환이며,

X는 케톤기(C=O) 또는 설포닐기(SO2)이며, Q는 수소원자, 히드록시기, 할로겐 원자, 니트로기, C1 내지 C3 저급

알킬기, C1 내지 C3 저급 알콕시기, C1 내지 C3 저급 알킬 케토기 및 C1 내지 C3 저급알킬에스테르기로 구성된

군으로부터 선택된 하나 이상의 치환기로 치환된 페닐기, 페닐아민기 또는 스티렌기(styrene)이다.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 일반식 (Ⅰ)의 P는 페닐기 또는 피롤기인 화합물 군인 약학 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 일반식 (Ⅰ)의 X는 케톤기(C=O) 또는 설포닐기(SO2)인 화합물군인 약학 조성물.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 일반식 (Ⅰ)의 Q는 수소원자, 할로겐 원자, 메톡시기, 에톡시기, 및 메틸게톤기로 구성

된 군으로부터 선택된 하나 이상의 치환기로 치환된 페닐기, 페닐아민기 또는 스티렌기인 화합물군인 약학 조성

물.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 일반식 (Ⅰ) 화합물은 (1) (E)-1-(4-(비페닐-4-일메틸)피페리딘-1일)-3-(2-클로로페닐)

프로프-2-엔-1-온{(E)-1-(4-(biphenyl-4-ylmethyl)piperidin-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-one;  C52;

CGX-10716804),  (2)  [4-([1,1'-비페닐]-4-일메틸)-1-피페리딘일](3,5-디클로로페닐)-메타논{4-([1,1'-

biphenyl]-4-yl  methyl)-1-piperidinyl](3,5-dichlorophenyl)-methanone;  C53;Catalog  No.CGX-10716746  ),

(3)  [4-(비페닐]-4-일메틸)-1-(2-클로로페닐설포닐)-피페리딘{4-(biphenyl]-4-yl  methyl)-1-(2-

chlorophenylsulfonyl)-piperidine; C54; Catalog No.CGX-10716998), (4) N-(3-아세틸페닐)-4-(비페닐-4-일메

틸)피페리딘-1-카르복사미드{N-(3-acetyl)-4-(biphenyl-4-yl  methyl)piperidine-1-carboxamide;  C55;  Catalog

No.CGX-10717147),  (5)  4-(비페닐-4-일메틸)-N-(4-메톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-yl

methyl)-N-(4-methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide;  C56;  Catalog  No.CGX-10717144  ),  (6)  4-(비페닐-

4-일메틸)-N-(3-메톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-yl  methyl)-N-(3-

methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide; C57; Catalog No.CGX-10717141), (7) 4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-(4-

에톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(4-ethoxyphenyl)piperidine-1-
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carboxamide; C58; Catalog No.CGX-10717125), (8) 4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-(3-아세틸페닐)피페리딘-1-카르복

사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(3-acetylphenyl)piperidine-1-carboxamide;  C59;  Catalog  No.CGX-

10717124)  및  (9)  (E)-1-(4-1H-피롤-1-일)벤질)피페리딘-1일)-3-(2-클로로페닐)프로프-2-엔-1-온(E)-1-(4-1H-

pyrrol-1-yl)benzyl)piperidinle-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-one;  C80;  Catalog  No.CGX-10716786)

로부터 선택된 화합물인 조성물.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 암질환은 유방암, 구강/갑상선암(oral/thyroid cancer), 전립선암 , 결장암, 폐암, 대장

암, 소장암, 직장암, 항문암, 식도암, 췌장암, 위암, 신장암, 자궁암, 유방암, 폐암, 임파선암, 갑상선암, 전립

선암, 백혈병, 피부암, 결장암, 뇌종양, 방광암, 난소암 또는 담낭암인 조성물.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 암질환은 유방암, 구강/갑상선암(oral/thyroid cancer), 전립선암 , 결장암 또는 폐암인

조성물.

청구항 8 

제 1항의 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물을 유효성분으로 포함하는 Prx I 활성에 대한 저해제.

청구항 9 

Prx I 활성에 대한 강력한 억제 활성을 나타내는, 제 1항의 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물, 그

이성체 및 이의 약리학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 함유하는 항암 보조제.
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pp 1-9, 1998

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

암은 인류가 해결해야 할 난치병 중의 하나로, 전 세계적으로 이를 치유하기 위한 개발에 막대한 자본이 투자되[0024]

고 있는 실정이며, 우리나라의 경우, 1983년 이후로 한국인의 사망원인 중 제 1위의 질병으로서 연간 약 10만명

이상이 진단되고, 약 6만명 이상이 사망하고 있다. 이러한 암의 유발 인자인 발암물질로는 흡연, 자외선, 화학

물질, 음식물 및 기타 환경인자들이 있으나, 그 유발 원인이 다양하여 치료제의 개발이 어려울뿐만 아니라 발생

하는 부위에 따라 치료제의 효과 또한 각기 다르다. 

현재 사용되는 항암제로는 효소제제 또는 백신 등의 생물학적 제제, 순수합성 의약품 및 천연물 유래의[0025]

의약품 등이 있으며, 이 중 유전자, 효소, 백신 등을 이용한 항암제는 실용단계에 있는 상태가 아니며 화학요법

에 의해 개발된 항암제는 상당한 독성을 지니고 있고, 암 세포만을 선택적으로 제거하지 못해 암 세포뿐만 아니

라 정상세포도 파괴시키는 부작용이 있으며, 최근에는 이에 대한 암 세포의 내성이 발생되어 암 치료에 효과적

이지 못한 상태이다. 따라서 암의 발생 후 이의 치료뿐 아니라, 암의 발생을 예방하기 위한 독성이 적고, 암 세

포의 내성을 유발시키지 않는 효과적인 항암제의 개발이 절실히 필요하다.

임상에서 항암요법이 실패하는 이유들 중의 하나는 항암제와 방사선에 대한 암세포의 저항성 획득이다.[0026]

항암제 투여 또는 방사선 조사에 의해 암세포의 사멸이 일어날 때에 생성이 증가되는 활성산소종(ROS, reactive

oxygen  species)이  암세포의 사멸을 증가시키는 기전을 매개하고 있다(Schumacker  PT,  Cancer  Cell  10(3):

pp175-6, 2006; Cabello CM, Bair WB, 3rd and Wondrak GT,  Curr. Opin. Investig. Drugs 8(12): pp1022-37,
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2007). ROS를 소멸시키는 작용을 하는 항산화 효소들의 발현증가는 암세포가 사멸작용에 대한 저항성을 획득하

게 되는 주요 원인들 중의 하나로 인식되고 있다. 암세포는 악성 표현형(malignant phenotype)을 유지하기 위해

서 많은 에너지를 필요로 하기 때문에 정상세포에 비해 매우 증가된 대사율(metabolic rate)를 유지하며, 이 때

대사 부산물로 다량의 ROS가 발생하는데, 산화적 스트레스(oxidative stress)에 노출된 환경을 견디기 위해 항

산화 단백질 (antioxidant protein)의 발현을 증가시켜 의존하고 있는 상태를 유지하고 있다. 따라서, 항산화

시스템(antioxidant  system)을  저해시켜  ROS량을  급증시키게  되면,  정상세포는  새로이  항산화  단백질

(antioxidant  protein)의  발현을  증가시켜  방어  작용을  할  수  있으나,  암세포의  경우에는  형질전환

(transformation) 과정에서 이미 상당히 발현이 증가되어 있어서 발현을 증가시켜 방어하는 기전이 원활히 작동

할 수 없어 정상세포에 비해 훨씬 더 많은 산화적 손상(oxidative damage)을 받아 세포사멸(cell death)이 유발

된다. 이런 점을 이용해 암세포에 항산화 단백질 (antioxidant protein)의 기능 저해작용이 있는 물질들을 처리

하면 세포로부터 ROS 생성이 증가되고, 증가된 ROS에 의해 암세포의 사멸이 유도되는 과정을 응용하는 다양한

항암제로 개발하기 위한 연구가 수행되고 있다(Wu XJ and Hua X, Cancer Biol. Ther. 6(5): pp646-7, 2007;

Fotsis  T,  Zhang  Y,  Pepper  MS,  Adlercreutz  H,  Montesano  R,  Nawroth  PP  and  Schweigerer  L,  Nature

368(6468): pp237-9, 1994). 

예를 들어, 2-메톡시에스트라디올(2-methoxyestradiol, 2-ME)는 다양한 암환자에 대하여 임상 1상 또는[0027]

2상 시험들이 진행 중이고, β-페닐에틸 이소티오시아네이트(β-phenylethyl isothiocyanate)는 폐암환자에 대

한 임상 1상이 진행 중이며, 알세틱 트리옥시드(Arsenic trioxide, As2O3)의 경우에는 미국 FDA 승인을 받아 세

파론사(Cephalon)가 트리세녹스(Trisenox)라는 상품명으로 백혈병 환자에 이미 처방되고 있는 상황이며, 2-ME는

수퍼옥사이드 디스무테이스(Superoxide dismutase)를 억제하여 수퍼옥사이드 라디칼(superoxide anion)을 포함

한 ROS 증가를 통해 백혈구 세포(leukemia cells)의 세포괴사(apoptosis)를 유도해 암세포를 선별적으로 사멸시

킬 수 있다(Huang P, Feng L, Oldham EA, Keating MJ and Plunkett W, Nature 407(6802): pp390-5, 2000). 또

한  만성  림프구성  백혈구  세포  (chronic  lymphocytic  leukemia  cell)(Zhou  Y,  Hileman  EO,  Plunkett  W,

Keating MJ and Huang P,  Blood 101(10): pp4098-104, 2003), 유방암(breast cancer) 세포의 세포 사멸을 일

으키며(Cicek  M,  Iwaniec  UT,  Goblirsch  MJ,  Vrabel  A,  Ruan  M,  Clohisy  DR,  Turner  RR  and  Oursler  MJ,

Cancer  Res.  67(21):  pp10106-11,  2007)  전립선암(prostate  cancer)에서 방사선 민감성(radiosensitivity)을

증가시킨다고 보고되고 있다(Casarez EV, Dunlap-Brown ME, Conaway MR and Amorino GP,  Cancer Res. 67(17):

pp8316-24, 2007).

사람의 항산화 효소들 중에서 퍼옥시레독신(peroxiredoxin, Prx)은 ROS의 일종인 H2O2를 제거하는 작용[0028]

을 하는 퍼옥시데이즈(peroxidase)로서, 6종류의 이형 (isoform)이 존재하며 이들은 세포내 거의 모든 부분(세

포질, 미토콘드리아, 핵,  퍼옥시즘(peroxisome),  소포체(endoplasmic  reticulum))에 존재한다(Rhee  SG,  Kang

SW, Jeong W, Chang TS, Yang KS and Woo HA, Curr. Opin. Cell Biol. 17(2): pp183-9, 2005).

실제로 다양한 종류의 암 조직이나 세포에서 여러 Prx 이형(isoform)들의 발현량이 증가됨이 국내연구[0029]

진들을 포함한 많은 연구그룹들에 의해 보고되었다. 즉, Prx I의 발현이 유방암(Noh DY, Ahn SJ, Lee RA, Kim

SW, Park IA and Chae HZ,  Anticancer Res. 21(3B): pp2085-90, 2001), 구강/갑상선암(oral/thyroid cancer)

(Yanagawa  T,  Ishikawa  T,  Ishii  T,  Tabuchi  K,  Iwasa  S,  Bannai  S,  Omura  K,  Suzuki  H  and  Yoshida  H,

Cancer  Lett.  145(1-2):  pp127-32,  1999;  Yanagawa  T,  Iwasa  S,  Ishii  T,  Tabuchi  K,  Yusa  H, Onizawa K,

Omura K, Harada H, Suzuki H and Yoshida H, Cancer Lett. 156(1): pp27-35, 2000), 전립선암(Park SY, Yu

X, Ip C, Mohler JL, Bogner PN and Park YM, Cancer Res. 67(19): pp9294-303, 2007), 폐암(Chang JW, Jeon

HB, Lee JH, Yoo JS, Chun JS, Kim JH and Yoo YJ, Biochem. Biophys. Res. Commun. 289(2): pp507-12, 200

1)에서 증가된다.

뉴만 등(Neumann CA, Krause DS, Carman CV, Das S, Dubey DP, Abraham JL, Bronson RT, Fujiwara Y,[0030]

Orkin SH and Van Etten RA, Nature 424(6948): pp561-5, 2003)은 Prx I 유전자를 노크아웃(knockout) 시킨 마

우스의 배아 섬유아세포 (embryonic fibroblast)가 정상인 것에 비하여 증식속도가 저하된 결과를 보고, 처음에

는 Prx I이 종양 억제제(tumor suppressor)일 것이라고 생각하였으나, 뉴만 등의 리뷰(Neumann CA and Fang Q,

Current Opinion in Pharmacology 7(4): pp375-380, 2007)를 통하여, 대표적인 종양 억제제인 p53은 암세포에

발현을 증가시키면 세포사멸을 유도하지만 Prx I의 발현을 증가시키면 세포사멸을 일으키기는커녕 오히려 사멸

을 억제시키는 결과가 나타나는 것으로 보아 Prx I은 암세포의 사멸을 증강시키는 H2O2를 제거시키는 기능을 통

해 종양 억제제(tumor preventor)로 작용한다고 해석하였고, 아울러 Prx I의 활성저해는 항암제 개발을 위한 신
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규 목적물 (novel target)임을 제시하고 있다.

실제로 암세포에서 Prx I의 발현을 억제시키면 결장암(intestinal cancer)(Zhang B, Wang Y, Liu K,[0031]

Yang X, Song M and Bai Y, Biochem. Pharmacol. 75(3): pp660-7, 2008), 폐암(Chen MF, Keng PC, Shau H, Wu

CT, Hu YC, Liao SK and Chen WC,  Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 64(2): pp581-91, 2006)에서 세포의

증식속도가 느려지고 방사선에 대한 민감도가 증가함. Prx I과 비슷한 세포질에 존재하는 Prx인 Prx II의 발현

이 증가되면 방사선의 자극에 대한 세포사멸이 억제된다(Wang T, Tamae D, LeBon T, Shively JE, Yen Y and Li

JJ, Cancer Res. 65(22): pp10338-46, 2005).

본 발명자들은 종양 억제제(tumor preventor)로 작용하고 있는 Prx I의 활성 저해제를 발굴하고, 이를 항암제[0032]

또는 방사선 요법시 보조제로 개발하는 연구를 진행하여, 본 발명을 완성하게 되었다.

        과제 해결수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Prx I 활성에 대한 강력한 억제 활성을 나타내는, 하기 일반식 (Ⅰ)의[0033]

구조를 갖는 피페리딘계 화합물, 그 이성체 및 이의 약리학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 함유하는 암질

환의 치료 및 예방을 위한 약학 조성물을 제공한다:

화학식 1

[0034]

상기 식에서,[0035]

P는 페닐기 또는 질소함유 5원 내지 6원환이며;[0036]

X는 케톤기(C=O) 또는 설포닐기(SO2)이며;[0037]

Q는 수소원자, 히드록시기, 할로겐 원자, 니트로기, C1 내지 C3 저급알킬기, C1 내지 C3 저급 알콕시기, C1 내[0038]

지 C3 저급 알킬 케토기 및 C1 내지 C3 저급알킬에스테르기로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 치환기로

치환된 페닐기, 페닐아민기 또는 스티렌기(styrene)이다. 

상기 일반식 (Ⅰ)에 속하는 화합물군 중에 바람직하기로는 P는 페닐기 또는 피롤기인 화합물 군; X는 케톤기[0039]

(C=O) 또는 설포닐기(SO2)인 화합물군; Q는 수소원자, 할로겐 원자, 메톡시기, 에톡시기, 및 메틸게톤기로 구성

된 군으로부터 선택된 하나 이상의 치환기로 치환된 페닐기, 페닐아민기 또는 스티렌기인 화합물군이다.

상기 일반식 (Ⅰ)에 속하는 화합물군 중에 가장 바람직한 화합물로는 하기와 같은 화합물들,[0040]

(1)  (E)-1-(4-(비페닐-4-일메틸)피페리딘-1일)-3-(2-클로로페닐)프로프-2-엔-1-온{(E)-1-(4-(biphenyl-4-[0041]

ylmethyl)piperidin-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-one; C52; Catalog No. CGX-10716804), 

(2)  [4-([1,1'-비페닐]-4-일메틸)-1-피페리딘일](3,5-디클로로페닐)-메타논{4-([1,1'-biphenyl]-4-yl  methyl)-[0042]

1-piperidinyl](3,5-dichlorophenyl)-methanone; C53; Catalog No.CGX-10716746), 

(3)  [4-(비페닐]-4-일메틸)-1-(2-클로로페닐설포닐)-피페리딘{4-(biphenyl]-4-yl  methyl)-1-(2-[0043]
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chlorophenylsulfonyl)-piperidine; C54; Catalog No.CGX-10716998),

(4)  N-(3-아세틸페닐)-4-(비페닐-4-일메틸)피페리딘-1-카르복사미드{N-(3-acetyl)-4-(biphenyl-4-yl[0044]

methyl)piperidine-1-carboxamide; C55; Catalog No.CGX-10717147),

(5)  4-(비페닐-4-일메틸)-N-(4-메톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-yl  methyl)-N-(4-[0045]

methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide; C56; Catalog No.CGX-10717144),

(6)  4-(비페닐-4-일메틸)-N-(3-메톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-yl  methyl)-N-(3-[0046]

methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide; C57; Catalog No.CGX-10717141), 

(7)  4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-(4-에톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(4-[0047]

ethoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide; C58; Catalog No.CGX-10717125), 

(8)  4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-(3-아세틸페닐)피페리딘-1-카르복사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(3-[0048]

acetylphenyl)piperidine-1-carboxamide; C59; Catalog No.CGX-10717124) 및 

(9)  (E)-1-(4-1H-피롤-1-일)벤질)피페리딘-1일)-3-(2-클로로페닐)프로프-2-엔-1-온(E)-1-(4-1H-pyrrol-1-[0049]

yl)benzyl)piperidinle-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-one; C80; Catalog No.CGX-10716786)을 들 수 있

다.

      상기 구조식 (Ⅰ)로 표시되는 본 발명의 화합물들은 당해 기술분야에서 통상적인 방법에 따라 약학적으로[0050]

허용가능한 염 및 용매화물로 제조될 수 있다.

      염으로는 약학적으로 허용가능한 유리산(free acid)에 의해 형성된 산부가염이 유용하다. 산 부가염은 통[0051]

상의 방법, 예를 들면 화합물을 과량의 산 수용액에 용해시키고, 이 염을 수혼화성 유기 용매, 예를 들면 메탄

올, 에탄올, 아세톤 또는 아세토니트릴을 사용하여 침전시켜서 제조한다. 동 몰량의 화합물 및 물 중의 산 또는

알코올(예, 글리콜 모노메틸에테르)을 가열하고 이어서 상기 혼합물을 증발시켜서 건조시키거나, 또는 석출된

염을 흡인 여과시킬 수 있다.

       이 때, 유리산으로는 유기산과 무기산을 사용할 수 있으며, 무기산으로는 염산, 인산, 황산, 질산, 주석[0052]

산  등을  사용할  수  있고  유기산으로는  메탄술폰산,  p-톨루엔술폰산,  아세트산,  트리플루오로아세트산,

시트르산,  말레인산(maleic  acid),  숙신산,  옥살산,  벤조산,  타르타르산,  푸마르산,  만데르산,  프로피온산

(propionic acid), 구연산(citric acid), 젖산 (lactic acid), 글리콜산(glycollic acid), 글루콘산(gluconic

acid), 갈락투론산, 글루탐산, 글루타르산(glutaric acid), 글루쿠론산(glucuronic acid), 아스파르트산, 아스

코르브산, 카본산, 바닐릭산, 히드로 아이오딕산(hydro iodic acid) 등을 사용할 수 있다.

또한, 염기를 사용하여 약학적으로 허용가능한 금속염을 만들 수 있다. 알칼리 금속 또는 알칼리토 금속염은,[0053]

예를 들면 화합물을 과량의 알칼리 금속 수산화물 또는 알칼리토금속 수산화물 용액 중에 용해하고, 비용해 화

합물염을 여과한 후 여액을 증발, 건조시켜 얻는다. 이 때, 금속염으로서는 특히 나트륨, 칼륨 또는 칼슘염을

제조하는 것이 제약상 적합하며, 또한 이에 대응하는 은염은 알칼리 금속 또는 알칼리토 금속염을 적당한 은염

(예, 질산은)과 반응시켜 얻는다.

상기의 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물의 약학적으로 허용가능한 염은, 달리 지시되지 않는 한,[0054]

일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물에 존재할 수 있는 산성 또는 염기성기의 염을 포함한다. 예를 들

면, 약학적으로 허용가능한 염으로는 히드록시기의 나트륨, 칼슘 및 칼륨 염이 포함되며, 아미노기의 기타 약학

적으로 허용가능한 염으로는 히드로브로마이드, 황산염, 수소 황산염, 인산염, 수소 인산염, 이수소 인산염, 아

세테이트, 숙시네이트, 시트레이트, 타르트레이트, 락테이트, 만델레이트, 메탄설포네이트(메실레이트) 및 p-톨

루엔설포네이트(토실레이트) 염이 있으며, 당업계에서 알려진 염의 제조방법이나 제조과정을 통하여 제조될 수

있다.

또한, 상기의 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물은 비대칭 중심을 가지므로 상이한 거울상 이성질체[0055]

형태로 존재할 수 있으며, 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물의 모든 광학 이성질체 및 R 또는 S형

입체 이성질체 및 이들의 혼합물도 본 발명의 범주 내에 포함되는 것으로 한다. 본 발명은 라세미체, 하나 이상

의 거울상 이성질체 형태, 하나 이상의 부분 입체 이성질체 형태 또는 이들의 혼합물의 용도를 포함하며, 당업

계에서 알려진 이성질체의 분리 방법이나 제조과정을 포함한다.

 [0056]
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따라서, 본 발명은 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계 화합물을 유효성분으로 포함하는 Prx I 활성[0057]

에 대한 저해제를 제공한다.

      본 발명은 Prx I 활성에 대한 강력한 억제 활성을 나타내는, 상기 일반식 (Ⅰ)의 구조를 갖는 피페리딘계[0058]

화합물, 그 이성체 및 이의 약리학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 함유하는 항암 보조제를 제공한다.

본 발명자는 상기 피페리딘계 화합물들이 퍼옥시레독신(peroxiredoxin, Prx) 활성을 강력하게 억제함을 Prx I[0059]

활성 측정법을 수행하는 HTS 시험법, H2O2 정량 통한 Prx I 활성 측정법(FOX assay), 세포의 생존 능력(cell

viability) 측정시험법, 세포내 ROS 측정시험법, 세포사멸(Cell apoptosis)의 측정법 등을 통하여 본 발명의 피

페리딘계 화합물이 상기 Prx I의 활성뿐만 아니라 암세포의 증식도 강력하게 억제함을 확인하였다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 피페리딘계 화합물을 포함하는, 퍼옥시레독신 활성 증가로 기인한 암질환[0060]

을 예방, 치료하기 위한 약제학적 조성물과 피페리딘계 화합물을 사용하여 상기 질병을 치료하는 방법에 관한

것이다. 

본 발명에서 용어 "예방"이란 피페리딘계 화합물을 포함하는 조성물의 투여로 퍼옥시레독신 활성 증가[0061]

로 기인한 암질환을 억제시키거나 발병을 지연하는 모든 행위를 말하며, "치료"란 상기 약제학적 조성물의 투여

로 퍼옥시레독신 활성 증가로 기인한 암질환을 호전시키거나 이롭게 변경하는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 퍼옥시레독신(peroxiredoxin, Prx) 활성 증가로 기인한 암질환의 예로는, 유방암, 구강/갑[0062]

상선암(oral/thyroid cancer), 전립선암, 결장암, 폐암, 대장암, 소장암, 직장암, 항문암, 식도암, 췌장암, 위

암, 신장암, 자궁암, 유방암, 폐암, 임파선암, 갑상선암, 전립선암, 백혈병, 피부암, 결장암, 뇌종양, 방광암,

난소암, 담낭암 등을 포함하고, 바람직하게는, 유방암, 구강/갑상선암(oral/thyroid cancer), 전립선암 , 결장

암, 폐암, 보다 바람직하게는, 전립선암, 결장암, 또는 폐암을 들 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다. 

[0063]

본 발명의 화합물을 포함하는 조성물은 통상의 방법에 따른 적절한 담체, 부형제 또는 희석제를 더 포함할 수[0064]

있다. 

      본 발명의 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨,[0065]

만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실

리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 미정질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로

필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다.  

본  발명의  화합물을  포함하는  조성물은,  각각  통상의  방법에  따라  산제,  과립제,  정제,  캡슐제,  현탁액,[0066]

에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수

있다. 

      상세하게는, 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등[0067]

의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제될 수 있다.  경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제,

캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 칼슘카

보네이트(calcium carbonate), 수크로스(sucrose), 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또

한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구를 위한 액상 제

제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는 데, 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이

외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한

제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제 및 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로

는 프로필렌글리콜 (propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와

같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween)

61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 화합물의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기[0068]

간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 그러나, 바람직한 효과를 위해서, 본 발명의 화

합물은 0.0001~100 mg/kg으로, 바람직하게는 0.001~100 mg/kg의 양을 일일 1회 내지 수회로 나누어 투여할 수

있다. 조성물에서 본 발명의 화합물은 전체 조성물 총 중량에 대하여 0.0001~10 중량%, 바람직하게는 0.001~1
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중량%의 양으로 존재하여야 한다. 

또한, 본 발명의 화합물의 약학적 투여 형태는 이들의 약학적 허용가능한 염의 형태로도 사용될 수 있[0069]

고, 또한 단독으로 또는 타 약학적 활성 화합물과 결합뿐만 아니라 적당한 집합으로 사용될 수 있다. 

본 발명의 약학 조성물은 쥐, 마우스, 가축, 인간 등의 포유동물에 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든[0070]

방식은  예상될  수  있는데,  예를  들면,  경구,  직장  또는  정맥,  근육,  피하,  자궁내  경막  또는  뇌혈관내

(intracerebroventricular) 주사에 의해 투여될 수 있다.

        효 과

상기에 언급한 바와 같이, 본 발명은 퍼옥시레독신(peroxiredoxin, Prx) 활성 억제제인 피페리딘계 화합물을 제[0071]

공하고자 하는 것으로 본 발명의 피페리딘계 화합물을 유효성분으로 하는 약학 조성물은 퍼옥시레독신 활성 증

가로 기인한 암질환의 치료 및 예방을 위한 약제로 이용가능하다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 하기에 의거하여 좀더 상세하게 설명하고자 한다. 단, 하기 참고예, 실시예 및 실험예는 본 발[0072]

명을 예시하기 위한 것일 뿐, 본 발명의 범위가 이에 의해 제한되는 것은 아니다.

참고예 1. 시약 및 기기[0073]

황산 헥사하이드레이트 암모늄 철(Ammonium  iron(ll)  sulfate  hexahydrate),  퍼클로릭산(perchloric[0074]

acid),  자이레놀 오렌지(xylenol  orange)  등은 시그마-알드리치사(Sigma-Aldrich,  Brooklyn,  NY,  USA)로부터

구입하였다.  사람의  폐암상피세포인  A549  세포는  아메리칸  타입  컬쳐  콜렉션(American  Type  Culture

Collection, Manassas, VA, USA)으로부터 구입하였다. 5-(및 6-)크로로메틸-2‘,7’-디클로디하이드로플루레신

디아세테이트(5-(and 6-)chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate, CM-H2DCFDA), 프로피디

움아오디드  (propidiumiodide,  PI),  트립신/EDTA  (trypsin/EDTA)  혼합용액 등은 인비트로젠사 (Invitrogen,

Carlsbad,  CA,  USA)으로부터 구입하였다.  아넥신-V-플루오스 염색키트(Annexin-V-Fluos  staining  kit,  Cat.

No. 11-988-549-001)는 로쉬 어플라이드 사이언스사(Roche Applied Science, Penzberg, Germany)로부터 구입하

였다. 

실시예 1. 시료화합물[0075]

     본 실험에 사용한 화합물들 즉, (1) (E)-1-(4-(비페닐-4-일메틸)피페리딘-1일)-3-(2-클로로페닐)프로프-2-[0076]

엔-1-온{(E)-1-(4-(biphenyl-4-ylmethyl)piperidin-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-one;  C52;  Catalog

No.CGX-10716804),  (2)  [4-([1,1'-비페닐]-4-일메틸)-1-피페리딘일](3,5-디클로로페닐)-메타논{4-([1,1'-

biphenyl]-4-yl  methyl)-1-piperidinyl](3,5-dichlorophenyl)-methanone;  C53;  Catalog  No.CGX-10716746),

(3)  [4-(비페닐]-4-일메틸)-1-(2-클로로페닐설포닐)-피페리딘{4-(biphenyl]-4-yl  methyl)-1-(2-

chlorophenylsulfonyl)-piperidine;  C54;  Catalog  No.CGX-10716998),(4)

N-(3-아세틸페닐)-4-(비페닐-4-일메틸)피페리딘-1-카르복사미드{N-(3-acetyl)-4-(biphenyl-4-yl

methyl)piperidine-1-carboxamide;  C55;  Catalog  No.CGX-10717147),(5)  4-(비페닐-4-일메틸)-N-(4-메톡시페

닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-yl  methyl)-N-(4-methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide;  C56;

Catalog  No.CGX-10717144),(6)  4-(비페닐-4-일메틸)-N-(3-메톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{4-(biphenyl-4-

yl methyl)-N-(3-methoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide; C57; Catalog No.CGX-10717141), (7) 4-(1H-피롤-

1-일)벤질)-N-(4-에톡시페닐)피페리딘-1-카르복사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(4-

ethoxyphenyl)piperidine-1-carboxamide;  C58;  Catalog  No.CGX-10717125),  (8)  4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-

(3-아세틸페닐)피페리딘-1-카르복사미드{(4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(3-acetylphenyl)piperidine-1-

carboxamide; C59; Catalog No.CGX-10717124) 및 (9) (E)-1-(4-1H-피롤-1-일)벤질)피페리딘-1일)-3-(2-클로로

페닐)프로프-2-엔-1-온(E)-1-(4-1H-pyrrol-1-yl)benzyl)piperidinle-1yl)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-en-1-
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one; C80; Catalog No.CGX-10716786)은 AMRI Direct 사 (Albany, NY, USA)로부터 구입한 25,000여 개의 화합물

로 이루어진 라이브래리로부터 선택하여 하기 실험예의 시료로 사용하기 위하여 1 mg/ml 농도 또는 다량으로 재

구입한  4-(1H-피롤-1-일)벤질)-N-(3-아세틸페닐)피페리딘-1-카르복사미드  (4-(1H-pyrrol-1-yl)benzyl)-N-(3-

acetylphenyl)piperidine-1-carboxamide)을 10 mM 농도로 각각 디메틸설폭사이드 (dimethylsulfoxide; DMSO)에

녹인 스톡(stock) 용액으로 96-웰 플레이트에 -80℃의 온도를 유지하며 보관하였다.

실험예 1. 고처리능력비검색법(High through-put screening (HTS))[0077]

액체 핸들링 워크스테이션(Liquid handling workstation, Beckmann Coulter Co.)을 이용하여 AMRI 다[0078]

이렉스사로부터 구입한 25,000개의 화합물로 이루어진 라이브레리에 대하여 시험관 내 실험(in vitro)에서 Prx

I의 활성을 직접 억제하는 물질을 발굴하기 위한 Prx I 활성 측정법을 수행하는 HTS을 실시하였다. 

HTS를  위한  Prx  I의  활성  측정은  니코틴아미드  아데닌  디뉴클레오티드  포스페이트(nicotineamide[0079]

adenine dinucleotide phosphate, NADPH)에서 유래하는 환원력이 티오레독신(thioredoxin, Trx)과 티오레독신

환원효소(thioredoxin reductase, TrxR)에 의해 산화된 Prx에 연속적으로 전달되는 원리를 이용하여 김 등의 방

법(Kim JA, Park S, Kim K, Rhee SG and Kang SW, Anal. Biochem. 338(2): pp216-23, 2005)을 이용하여 확립

하였다. 

이전의 분석방법에서 이용되는 포유류의 TrxR은 활성부위에 셀레노시스테인(selenocysteine)을 함유하고 있는[0080]

단백질이어서 복잡한 정제과정을 거쳐 랫트의 간이나 사람의 태반으로부터 얻어야만 했기 때문에 HTS에 대한 시

간적경제적인 장애 요인으로 작용하는 단점을 지니고 있다. 반면에 효모(yeast)의 TrxR은 활성부위에 셀레노시

스테인이 아닌 시스테인(cysteine)을 지니고 있는데 그 활성은 유지되고 있기 때문에, 이를 대장균에 대량으로

발현시켜  단시간에  얻을  수  있는  장점이  있다.  따라서,  포유류의  Trx와  TrxR  대신  효모의  Trx(yTrx)와

TrxR(yTrxR)을  이용한 방법을 응용하여 HTS  시스템에 적합한 Prx  I의 활성 측정방법을 확립하였다.  Prx  I,

yTrx, yTrxR 등의 단백질을 김 등의 방법에 준하여 발현시키고 정제한 것을 사용하였다. 

85 uL의 반응액(50 mM HepesNaOH buffer(pH 7.0), 1 mM EDTA, 0.9 μM Prx I, 1.5 μM yTrx, 0.8 μM yTrxR[0081]

이 85 μl에 포함됨)을 96-웰 플레이트의 각 웰에 미리 넣어두고, 여기에 5 uL의 화합물(최종농도 50 ug/ml) 또

는 대조군으로 용매인 DMSO와 5 uL의 NADPH(최종농도 0.2 mM)를 가하고 2분동안 상온에서 반응시켰다. 여기에

H2O2 제거반응을 유발하기 위하여 5 uL의 H2O2(최종농도 0.1 mM)를 가하고, 340 nm에서의 NADPH의 흡광도 감소를

15분동안 모니터링 하였다. Prx I의 퍼옥시데이즈(peroxidase) 활성은 DMSO를 가한 대조군에서 반응 시작 후 3

분동안 나타나는 NADPH 흡광도의 변화 정도를 100% 활성도로 기준 삼고, 각각의 화합물을 가한 경우에 나타나는

활성도의 변화를 비교하였다. 데이터는 2개의 실험치를 평균값± 평균의 표준오차로 표시하였다(표 1 참조).

표 1

물질명[0082] Prx Ⅰ 활성 (%)

대조군 100.00±1.89

C52 8.02±1.40

C53 8.08±1.57

C54 9.99±1.46

C55 9.03±2.08

C56 11.56±2.58

C57 10.61±2.53

C58 12.07±0.84

C59 10.04±2.30

C80 9.42±1.07

실험결과, 상기 표 1에 나타난 바와 같이, 화합물들에 대하여 Prx I 활성 어세이법을 수행한 결과, 9개[0083]

의 화합물들이 Prx I의 활성을 약 80% 이상 저해시키는 효과가 있음을 확인할 수 있었으며, 이들 화합물들의 구

조를 분석한 결과, 공통적인 화학구조를 지니고 있음을 확인할 수 있었다. 
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실험예 2. H2O2 정량 통한 Prx I 활성 측정[0084]

반응액 중 H2O2량을 직접 정량하는 방법은 Gay 등(Gay CA and Gebicki JM, Analytical Biochemistry[0085]

304(1): pp42-46, 2002)의 실레놀 오렌지 내의 철 산화 어세이법(ferrous oxidation in xylenol orange(FOX)

assay)을 이용하였다.  

다양한 농도의 화합물들를 가한 것 이외에는 상기의 HTS에서 언급한 방법과 동일한 조건에서 30분동안[0086]

반응시킨 100  uL의 반응액에 100  ul의 FOX  시약(22  mM  과염소산 (perchloric  acid),  50  uM  실레놀 오렌지

(xylenol orange), 50 uM 황산 제1철 암모늄 용액(ferreous ammonium sulfate)을 섞고, 상온에서 1시간 반응시

킨 뒤 560 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Prx I의 퍼옥시데이즈 활성은 DMSO를 가한 대조군에서 반응 후 나타나는 H2O2농도의 변화를 100% 활성도[0087]

로 기준 삼고, 각각의 화합물들을 다양한 농도로 가한 경우에 나타나는 활성변화를 비교하였다. 시그마플롯 소

프트웨어(SigmaPlot software)를 이용하여 각각의 화합물들에 대하여 다양한 로그(log) 스케일 농도에 대한 퍼

옥시다아제 활성 곡선을 작성하고, 활성을 50% 억제하는 농도(IC50)를 구하였다(표 2 참조).

표 2

물질명[0088] IC50 (μM)

C52 20.70±3.30

C53 19.40±1.40

C54 9.99±11.10

C55 13.40±4.10

C56 10.80±5.60

C57 16.20±6.00

C58 14.80±6.00

C59 11.30±2.40

C80 13.70±3.00

또한 9개의 물질들의 Prx  I  활성에 대한 IC50(half-inhibitory  concentration)  값을 구하기 위하여[0089]

NADPH, yTrx, yTrxR로 이루어진 환원 시스템을 이용하고, 반응액 중에 남아 있는 H2O2 농도를 540 nm에서 측정하

는 FOX 어세이법을 이용하였다.

실험결과, 상기 표 2에 나타난 바와 같이, 화합물 C52, C53, C54의 IC50값은 약 20 uM 정도, 그 이외의[0090]

것은 10~15 uM 정도로 측정됨을 확인할 수 있었다.

실험예 3. 세포의 생존 능력 (cell viability) 측정[0091]

10% 우태혈청(fetal bovine serum; HyClone, Catalog No. SH30397.03)과 1% 페니실린-스트렙토마이신[0092]

(penicillin-streptomycin;  Hycolne,  Catalog  No.  SV30010)를 포함한 F-12  Nutrient  Mixture  Ham  액상배지

(JBI, Catalog No. LM010-03)를 이용하여 96-웰 플레이트에서 배양한 A549 세포에 화합물 10 uM을 가한 후 48

시간 동안 배양했다. 배양한 후, 각 100 uL의 배지를 포함한 각 웰에 10 ul의 세포분열용액(cell proliferation

reagent) WST-1(Roche Co., Catalog No. 11-644-807-001)를 첨가한 후 37℃, 5% CO2조건의 배양기에서 4시간

동안 반응시켰다. 650 nm에서 흡광도를 측정하고 대조군(background control)에 대한 흡광도는 450 nm에서 측정

하여 두 값의 차이를 구하였다. DMSO를 가한 대조군에서 나타나는 흡광도를 100% 생존도로 기준 삼고, 각각의

화합물들을 가한 경우에 생존도의 변화를 비교하였다. 데이터는 3개의 실험치를 평균값±평균의 표준오차로 표

시하였다(표 3 참조).
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표 3

물질명[0093] 생존 세포수(대조군에 대한 %)

대조군 100.00±4.66

C52 100.67±8.33

C53 110.93±7.49

C54 112.45±3.30

C55
71.54±8.53

a

C56
65.01±0.55

a

C57
78.77±0.37

a

C58
62.00±1.15

a

C59
39.73±3.19

a

C80 81.46±3.32
a
p<0.05로 대조군에 비하여 통계적으로 유의적인 차이가 있
음을 표시함

(통계처리는 student t-test를 적용하였음)

표 4

처리[0094] 경과시간(시) 상대적인 생존 세포수

(흡광도450 nm-흡광도650 nm)

대조군 0 0.51±0.04

24 0.83±0.02

48 1.51±0.04

72 2.56±0.03

C59(10μM) 0 0.52±0.06

24 0.64±0.08

48
0.78±0.02

a

72
1.24±0.13

a

a
p<0.05로 대조군에 비하여 통계적으로 유의적인 차이가 있음을 표시
함

(통계처리는 student t-test를 적용하였음)

실험결과, 상기 표 3에 나타난 바와 같이, 정상세포에 비하여 Prx I의 발현이 많이 증가되어 있는 것으[0095]

로 보고된 인간 폐의 선암(human lung adenocarcinoma)인 A549 세포의 증식에 대한 9개 물질의 영향을 확인하였

다. 각각의 물질을 10 uM 농도로 처리한 후, 48 시간이 경과한 후 WST-1 어세이법(Roche Co.)로 세포의 생존능

력을 측정하였다. 5개 물질(C55-C59)을 처리하면 세포의 증식이 유의적으로 억제되는 효과가 있고, C59에 의한

성장억제가 가장 효과임을 확인 할 수 있었다.

또한, 상기 표 4에 나타난 바와 같이, 세포 성장 저해가 가장 탁월한 C59 (10 uM 농도)를 처리한 후 시[0096]

간이 경과함에 따라 나타나는 A549 세포의 성장저해효과를 살펴보았다. 24시간 경과 시에는 유의적인 효과가 나

타나지 않았지만, 48시간 이후에는 성장이 억제되는 효과가 시간이 경과됨에 따라 유의적으로 증가됨을 확인할

수 있었다. 

이러한 결과는 C59가 Prx I의 활성을 억제시킴으로써 암세포 내에서 생성되는 H2O2를 제거할 수 있는 능[0097]

력이 점점 저하되어, 시간이 경과됨에 따라 세포 내 H2O2 축적량이 점점 증가되어 세포의 생존능력을 억제시키기
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때문이라고 사료되었다. 

실험예 4. 세포내 ROS 측정[0098]

상기 화합물들의 세포내 ROS 함량을 측정하기 위하여 문헌의 실험방법을 통해 CM-H2DCFDA 염료와 유세[0099]

포분류기(flow cytometry)를 이용하여 실험을 수행하였다 (Chang TS, Cho CS, Park S, Yu S, Kang SW and Rhee

SG, J. Biol. Chem. 279(40): pp41975-84,2004). 

세포를  트립신/EDTA(trypsin  0.25%/EDTA  1  mM)를  사용해  배양접시에서  떼어낸  뒤  인산완충용액[0100]

(phosphate buffered saline, PBS)로 현탁시킨후 270xg에서 3분 동안 원심분리하였다. 세포를 다시 1% FBS 포

함하나, 페놀레드는 포함하지 않는 Dulbecco's minimal essential 배양배지(JBI, Catalog No.LM001-10)에 현탁

시킨  후,  270xg으로  3분동안  원심분리했다가  현탁과정을  반복했다.  세포  현탁액에  5  uM의  CM-H2DCFDA  염료

(Invitrogen, Catalog No.C6827)를 가하고 차광하여, 37℃, 5% CO2조건의 배양기에서 30분 동안 반응시켰다. 염

색반응을 정지하기 위하여 30분 이후로는 4℃에 보관하였다. 발생되는 형광을 유세포 분석기(Becton Dickinson,

Catalog No.BDB013396-2)의 FL-1 채널을 통해 측정하였다. 25,000 개의 세포 내에서 ROS에 의해 산화된 CM-DCF

가 나타내는 형광도의 평균값(MFI, mean fluorescence intensity)을 WinMDI 소프트웨어를 이용하여 구하고 비

교하였다. 데이터는 3개의 실험치를 평균값±평균의 표준오차로 표시하였다(표 5 참조).

표 5

처리[0101] 경과시간(시) 세포 내 ROS의 수준

(CM-DCF의 평균 형광도)

DMSO 0 9.77±0.31

48 8.64±0.30

72 14.69±1.30

C59 (10μM) 0 9.74±0.06

48
30.90±3.29

a

72
124.61±21.75

a

a
p<0.05로 대조군에 비하여 통계적으로 유의적인 차이가 있음을 표시함

(통계처리는 student t-test를 적용하였음)

실험결과, 상기 표 5에 나타난 바와 같이, C59에 의한 세포의 생존능력 저하가 Prx I 저해에 따른 세포[0102]

내 ROS 의 증가에 기인하는 것인지 확인한 결과, C59 10 uM를 처리하고 48, 72 시간이 경과되었을 때 세포내

ROS 양이 현저히 증가됨을 확인할 수 있었다.

실험예 5. 세포사멸의 측정[0103]

Roche사에서 구입한 Annexin-V-Fluos kit(Roche co., 11 988 549 001)내에 있는 방법에 준하여 세포를[0104]

PI  염료와 동시에 염색하여 유세포 분석기를 이용하여 세포사멸을 분석하였다(van  Engeland  M,  Nieland  LJ,

Ramaekers FC, Schutte B, Reutelingsperger CP. Cytometry. 31(1): pp 1-9, 1998).

세포를 트립신 0.25%/EDTA 1 mM를 사용해 배양접시에서 떼어내어 PBS에 현탁시키고, 27xg에서 3분동안[0105]

원심분리했다. 10
6
개의 세포를 100 uL의 반응완충용액 (10 mM HEPES-NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl2를

포함)에 현탁시키고, 여기에 1 ug/ml  아넥신-V-플루오스(Annexin-V-Fluos;  Roche  co.,  11  988  549  001)와 1

ug/ml PI 염료(Roche co., 11 988 549 001)를 넣고 차광하여 상온에서 15분동안 반응시켰다. 추가적인 염색을

막기 위해서 15분 이후로는 4℃에 보관하였다. 아넥신-V-플루오스와 PI에 의해 발생되는 형광을 유세포 분석기

의 FL-1과 FL-3  채널을 통해 측정한 후 4사분면 분석법을 이용하여 세포사멸의 정도를 측정하고 비교하였다.
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즉, 세포 표면에 포스파티딜 세린(phosphatidyl serine)의 노출이 증가되어 여기에 아넥신 V의 결합이 현저히

증가되거나, 세포막의 손상으로 인하여 세포내로 PI가 유입된 세포들은 사멸이 일어난 것으로 분석하였다. 데이

터는 3개의 실험치를 평균값±평균의 표준오차로 표시하였다(표 6 참조).

표 6

처리[0106] 경과시간(시) 세포 사멸(%)

DMSO 0 3.86±0.12

48 3.99±0.31

72 3.58±0.03

C59 (10μM) 0 3.10±0.31

48
15.30±1.01

a

72
21.62±1.39

a

a
p<0.05로 대조군에 비하여 통계적으로 유의적인 차이가 있음
을 표시함

(통계처리는 student t-test를 적용하였음)

실험결과, 상기 표 6에 나타난 바와 같이, C59에 의한 세포의 생존능력 저하가 세포사멸에 의한 결과인지를 확[0107]

인하기 위하여 세포를 PI와 아넥신-V-플루오스로 표지하여 유세포 분석기로 분석한 결과, C59 10 uM를 처리하고

48, 72 시간이 경과되었을 때 세포사멸이 현저히 증가됨을 확인할 수 있었다.
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