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(54) 발명의 명칭 항진균 활성을 갖는 신규한 이미다졸 유도체의 염 및 이의 용도

(57) 요 약

본 발명은 신규한 염 화합물 및 이의 용도에 관한 것으로, 본 발명의 염 화합물을 처리하는 경우, 칸디다 곰팡이

균의 생장이 억제되고, 세포 용해가 일어나는 사실을 밝혀내어, 본 발명의 염 화합물이 항진균용으로 사용될 수

있으며, 이를 통해 칸디다 곰팡이균에 의해 발생한 칸디다증을 치료할 수 있음을 확인하였다.

본 발명의 신규한 염 화합물은 기존 항진균제 보다 칸디다 곰팡이균 생장 억제효과가 뛰어나고, 기존 항진균제에

내성이 있는 곰팡이에도 항진균 효과가 있는바, 칸디다증의 개선 또는 치료에 유용하게 활용될 수 있다.

대 표 도 - 도1

공개특허 10-2022-0030520

- 1 -

공개특허 10-2022-0030520



(52) CPC특허분류

     A61K 31/4174 (2013.01)

     A61K 31/4196 (2013.01)

     A61K 31/496 (2013.01)

     A61K 31/513 (2013.01)

     A61K 31/7048 (2013.01)

     A61K 45/06 (2013.01)

     A61P 31/10 (2018.01)

공개특허 10-2022-0030520

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,

X는 할로겐의 음이온이다.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 

상기 유도체의 염은 하기 염으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는, 유도체의 염:

1) 1-벤질-3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드;

2)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸-3-늄

브로마이드; 및

3)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-메톡시벤질)-1H-이미다졸-3-늄

브로마이드.

청구항 3 

하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을 유효성분으로 포함하는, 칸디다증의 예방 또는 치료용 약학

적 조성물:
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[화학식 1]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,

X는 할로겐의 음이온이다.

청구항 4 

제 3항에 있어서,

상기 조성물은 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)에 대한 항진균 활성을 갖는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 5 

제 3항에 있어서,

상기  조성물은  암포테리신(Amphotericin),  플루코나졸(Fluconazole),  플루시토신(Flucytosine),  나타마이신

(Natamycin), 미코나졸(Miconazole) 및 케토코나졸(Ketoconazole)로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 항

진균제를 더 포함하는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 6 

제 4항에 있어서,

상기  칸디다  곰팡이균(Candida  spp.)은  칸디다  알비칸스(Candida  albicans),  칸디다  트로피칼리스(Candida

tropicalis),  칸디다 트로피칼리스 변종(Candida  tropicalis  var.  tropicalis),  칸디다 파라프실로시스 변종

(Candida  parapsilosis  var.  parapsilosis),  칸디다  글라브라타(Candida  grabrata)  및  칸디다  아우리스

(Candida auris)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상인 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 7 

제 4항에 있어서,

상기 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 미코나졸(Miconazole)에 내성을 가지는 것을 특징으로 하는, 약학적 조

성물.

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 신규한 이미다졸 유도체의 염 화합물 및 이의 용도에 관한 것으로, 보다 구체적으로, 칸디다 곰팡이[0001]

균에 대하여 항진균 활성을 가지는 이미다졸 유도체의 약학적으로 허용가능한 염, 또는 이를 유효성분으로 포함

하는 칸디다증의 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

의학기술의 발달로 사람의 평균수명이 증가하였지만, 이에 따라서 다양한 종류의 질병이 발생하게 되었다. 암과[0002]

AIDS 등의 발병 증가와 X-선 조사, 당뇨병, 결핵 등 만성소모성 질환, 스테로이드제 치료, 광범위한 항생제의

사용으로 인한 항생제의 오용과 남용 등으로 신체의 방어기전이 저하되거나 결핍될 경우는 또 다른 합병증을 유

발하게 되었는데 대표적인 것이 바로 진균에 의한 감염, 진균증이다. 특히 장기이식환자와 면역 억제치료를 받

은 환자들의 증가가 문제이고 최근에는 정상적인 면역체계를 갖춘 사람에서도 스트레스의 증가와 과다한 당류의

섭취로 인하여 다양한 진균증이 일어난다.

진균(fungus)이란 곰팡이, 효모, 버섯을 포함한 미생물군을 말하는데, 일반적으로 진균은 인체에 상재 하거나[0003]

주위 자연환경에 널리 분포되어 있고 사람에 유익하거나 유해할 수 있다. 일부 진균들은 사람과 동물에 질병을

유발하는  인수  공통균으로  대표적으로는  칸디다(Candida),  아스퍼질루스(Aspergillus),  크립토코쿠스

(Cryptococcus), 및 뉴모시스티스(Pneumocystis) 등의 기회성 감염 진균이 있다.

이러한 기회성 감염 균주는 그 자체의 독성은 약하나 다양한 경로를 통해 항암 또는 AIDS 치료를 위해 면역계가[0004]

약화된 환자에게서 진균증을 일으키는 병원성 균주들로, 이 질환의 발병률과 치사율은 높기 때문에 조기진단과

치료가 매우 중요하다.

칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 병원 환자들에게 발병하는 감염 질환의 약 8%를 차지하는 중요한 진균으로 이[0005]

Candida에  속하는  주된  균종으로는  Candida  albicans,  C.  auris,  C.  parapsilosis,  C.  glabrata,  C.

tropcalis, C. krusei 등이 있다. 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 칸디다증(Curlie)을 일으키고, 이는 여러

부위가 감염되어 발생하는 감염 질환으로 감염 부위에 따라 다양한 증상 및 경과를 나타낸다. 칸디다는 흔히 피

부나 점막의 표층에 국한된 감염증으로 아구창을 포함하여 구인두나 식도의 염증, 외음부염, 질염, 손발톱 주위

염 등의 증상이 나타난다. 구인두나 식도에 칸디다가 증식하게 될 경우 입안이 불편하고 맛을 잘 느끼지 못하며

음식을 씹거나 넘길 때 통증이 나타날 수 있다. 칸디다성 외음질염은 가장 흔한 표재성 칸디다증으로, 외음부의

소양감, 따가움, 질 통증, 성교 시의 통증 및 흰 색의 덩어리진 질 분비물 등의 증상이 나타난다. 혈류를 통해

균이 신체 여러 부위로 퍼지는 침습성 칸디다증은 주로 호중구 감소증 환자에게서 발생한다. 이 경우 칸디다균

이 신장, 심장, 간, 뇌, 안구 등 다양한 장기에 침범하여 병적인 변화를 일으키며 발열, 오한 등 일반적인 감염

질환에서 나타날 수 있는 전반적인 신체 증상이 동반될 수 있다.

이러한 칸디다증은 주로 칸디다 알비칸스(Candida albicans), 칸디다 트로피칼리스(Candidan tropicalis), 칸[0006]

디다 글라브라타(Candida glabrata), 칸디다 아우리스(Candida auris) 등에 의해 발생하며, 표재성 칸디다증의

치료에는 니스타틴(nystatin)이나 아졸(azole)계 항진균제 연고를 감염 부위에 국소적으로 바른다. 점막, 식도

의 칸디다증과 침습성 칸디다증의 경우에는 균의 침범 부위 및 증상에 따라 플루코나졸(fluconazole)을 포함한

아졸계 화합물이나 암포테리신(amphotericin B), 플루사이토신(flucytosine) 등의 항진균제를 약으로 먹거나 정

맥으로 투여한다. 칸디다성 외음질염의 치료에는 감염 부위에만 바르는 국소 제제가 우선적으로 추천되지만, 증

상이 심하거나 자주 재발되는 사람 또는 면역력이 저하된 환자에게는 아졸계 항진균제 약을 처방해야 한다.

현재 칸디다증의 치료에 많은 항진균제가 사용되고 있으나, 진균에 해당하는 칸디다 곰팡이균은 사람을 포함한[0007]

고등동물의 세포와 많은 부분이 유사하여 이러한 진균에 영향을 주는 항진균제가 숙주에도 영향을 줄 수 있고,

이로 인해 강한 항진균제는 숙주에게 독성을 나타낼 가능성이 있기 때문에 항진균 약제들의 광범위한 사용에는

한계가 있다. 또한 최근 항진균제에 대한 내성을 획득하거나 내재성 내성을 지닌 진균(특히 칸디다 아우리스)의

증가로 항진균제의 내성이 진균 감염의 치료에 중요한 문제로 대두되고 있다(Protein J 2013, 32:15-26). 따라

서 진균 감염의 치료에 효과적이면서 부작용과 내성이 적어 장기간 사용이 가능한 항진균제의 개발을 위한 연구

가 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제
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본 발명자들은 기존에 상기와 같은 문제점을 해결하고, 칸디다증을 유발하는 원인균에 대한 항진균 활성을 가지[0008]

는 물질을 개발하기 위한 연구를 수행한 결과, 뛰어난 항진균 효과를 가지며, 내성균에도 효과가 있는 신규 이

미다졸 염을 합성하고, 이에 기초하여 본 발명을 완성하게 되었다.

이에 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을 제공하는 것을 목적으로 한다.[0009]

[화학식 1][0010]

[0011]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0012]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0013]

X는 할로겐의 음이온이다.[0014]

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을 유효성분으로 포함하는, 칸디다증의 예방[0015]

또는 치료용 약학적 조성물을 제공하는 것을 다른 목적으로 한다.

[화학식 1][0016]

[0017]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0018]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0019]

X는 할로겐의 음이온이다.[0020]

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0022]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을[0023]

제공한다.
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[화학식 1][0024]

[0025]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0026]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0027]

X는 할로겐의 음이온이다.[0028]

본 발명의 일구현예로, 상기 유도체의 염은 하기 염으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는, 유[0029]

도체의 염일 수 있다.

1) 1-벤질-3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드;[0030]

2)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸-3-늄[0031]

브로마이드; 및

3)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-메톡시벤질)-1H-이미다졸-3-늄[0032]

브로마이드.

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을 유효성분으로 포함하는, 칸디다증의 예방[0033]

또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

[화학식 1][0034]

[0035]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0036]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0037]

X는 할로겐의 음이온이다.[0038]

본 발명의 일구현예로,  상기 조성물은 칸디다 곰팡이균(Candida  spp.)에  대한 항진균 활성을 갖는 것일 수[0039]

있다.

본  발명의  다른  구현예로,  상기  조성물은  암포테리신(Amphotericin),  플루코나졸(Fluconazole),  플루시토신[0040]

(Flucytosine),  나타마이신(Natamycin), 미코나졸(Miconazole) 및 케토코나졸(Ketoconazole)로 구성된 군으로

부터 선택된 하나 이상의 항진균제를 더 포함하는 것일 수 있다.
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본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 칸디다 알비칸스(Candida albicans), 칸디[0041]

다 트로피칼리스(Candida tropicalis), 칸디다 트로피칼리스 변종(Candida tropicalis var. tropicalis), 칸디

다 파라프실로시스 변종(Candida parapsilosis var. parapsilosis), 칸디다 글라브라타(Candida grabrata) 및

칸디다 아우리스(Candida auris)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상인 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 미코나졸(Miconazole)에 내성을 가지는 것[0042]

일 수 있다.

발명의 효과

본 발명에서는 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)을 억제할 수 있는 염을 합성하였고, 합성된 염은 칸디다증을 유[0043]

발할 수 있는 상기 칸디다 곰팡이균에 대하여 뛰어난 생장 억제 효과를 가지고 있고, 세포 독성이 적으며, 기존

의 진균제에 내성을 가진 곰팡이에도 효과가 있는바, 다양한 진균에 의한 질환의 예방, 개선 또는 치료할 수 있

는 조성물의 유효성분으로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.

단, 본 발명의 효과는 상기 효과로 한정되는 것은 아니며, 본 발명의 상세한 설명 또는 청구범위에 기재된 발명[0044]

의 구성으로부터 추론 가능한 모든 효과를 포함하는 것으로 이해되어야 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 염인 KH-ljs 132를 칸디다 알비칸스(Candida albicans)에 처리했을 때, 그 처리한 농도에 따[0045]

른 곰팡이 균의 세포 용해 정도를 확인한 결과이다.

도 2는 아무것도 처리하지 않은 칸디다 알비칸스(Candida albicans)와 본 발명의 염인 KH-ljs 132를 처리한 칸

디다 알비칸스(Candida albicans)를 비교했을 때, 세포 사멸의 정도를 확인한 결과이다.

도 3은 본 발명의 염인 KH-ljs 132를 칸디다 알비칸스(Candida albicans)에 처리했을 때, 그 처리한 농도에 따

른 ROS가 생성되는 정도를 측정한 결과이다.

도 4는 본 발명의 염인 KH-ljs 132를 칸디다 알비칸스(Candida albicans)에 처리했을 때, 칸디다 곰팡이균의 세

포 사멸에 관련된 유전자의 발현 정도를 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 기존에 상기와 같은 문제점을 해결하고 칸디다 곰팡이균에 대한 항진균 효과를 가지는 물질을 개[0046]

발하기  위한  연구를  수행한  결과,  뛰어난  항진균  효과를  가지며,  내성균에도  효과가  있는  항진균  염을

합성하고, 이에 기초하여 본 발명을 완성하였다.

본 명세서에서 사용되는 용어는 본 발명에서의 기능을 고려하면서 가능한 현재 널리 사용되는 일반적인 용어들[0047]

을 선택하였으나, 이는 당 분야에 종사하는 기술자의 의도 또는 판례, 새로운 기술의 출현 등에 따라 달라질 수

있다. 또한, 특정한 경우는 출원인이 임의로 선정한 용어도 있으며, 이 경우 해당되는 발명의 설명 부분에서 상

세히 그 의미를 기재할 것이다. 따라서 본 발명에서 사용되는 용어는 단순한 용어의 명칭이 아닌, 그 용어가 가

지는 의미와 본 발명의 전반에 걸친 내용을 토대로 정의되어야 한다.

다르게 정의되지 않는 한, 기술적이거나 과학적인 용어를 포함해서 여기서 사용되는 모든 용어들은 본 발명이[0048]

속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가지고 있다. 일

반적으로 사용되는 사전에 정의되어 있는 것과 같은 용어들은 관련 기술의 문맥상 가지는 의미와 일치하는 의미

를 가지는 것으로 해석되어야 하며, 본 출원에서 명백하게 정의하지 않는 한, 이상적이거나 과도하게 형식적인

의미로 해석되지 않는다.

이하 본 발명을 자세히 설명한다.[0049]

본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염을 제공한다.[0050]
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[화학식 1][0051]

[0052]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0053]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0054]

X는 할로겐의 음이온이다.[0055]

본 발명에 따른 상기 화학식 1로 표시되는 이미다졸 유도체의 염의 바람직한 예는 하기와 같다:[0056]

1) 1-벤질-3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드;[0057]

2)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸-3-늄[0058]

브로마이드; 및

3)  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-메톡시벤질)-1H-이미다졸-3-늄[0059]

브로마이드.

본 발명에 있어서, "선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기"는 1개 내지 5개의 탄소원자를 가지는 포화된 선형 또는 분[0060]

지형 탄화수소기를 의미한다. 이에 제한되는 것은 아니지만, 예를 들어, 메틸, 에틸, 프로필, 부틸, 펜틸, iso-

프로필, sec-부틸, tert-부틸, neo-펜틸, sec-펜틸 또는 iso-펜틸이다. 

본 발명에 있어서, "C1-C3 알콕시"는 1 내지 3개의 탄소원자를 가지는 불포화된 탄화수소기의 어느 하나 이상의[0061]

수소가 하이드록시기(-OH)로 치환된 치환기를 의미한다.

본 발명에 있어서, “할로겐”은 플루오르, 염소, 브롬 또는 요오드 원자이다.[0062]

본 발명에 있어서,"염"은 산의 음이온과 염기의 양이온이 정전기적 인력으로 결합하고 있는 이온성 물질인 화합[0063]

물을 의미하는 것으로 주로 중성인 물질이 많으나, 산이나 염기를 띠는 물질일 수도 있다.

본 발명에 있어서, "양이온"이란 원자가 이온화 하면서 전자를 잃은 상태로 플러스 전하를 띠는 원자 또는 원자[0064]

단을 의미한다.

본 발명에 있어서, "음이온"이란 양이온의 반대 개념으로서, 원자가 이온화 하면서 전자를 얻은 상태로 마이너[0065]

스 전하를 띠는 원자 또는 원자단을 의미한다.

본 발명에서 하기 반응식 1, 반응식 7 및 반응식 11 내지 반응식 13 으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상[0066]

의 반응식에 따른 일련의 공정에 의해 본 발명의 화합물이 제조될 수 있다:
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 [반응식 1][0067]

[0068]

[반응식 7][0069]

[0070]

[반응식 11][0072]

[0073]

[반응식 12][0074]

[0075]
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[반응식 13][0076]

[0077]

본  발명의  다른  양태로서,  본  발명은  하기  화학식  1로  표시되는  이미다졸  유도체의  염을  유효성분으로[0078]

포함하는, 칸디다증의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

[화학식 1][0079]

[0080]

상기 화학식 1에서, R1 및 R2 는 수소; 또는 선형 또는 분지형 C1-C5 알킬기; 이고,[0081]

R3는 수소; C1-C3 알콕시기; 또는 니트로기; 이고,[0082]

X는 할로겐의 음이온이다.[0083]

본 발명의 "예방"이란 본 발명에 따른 조성물의 투여에 의해 질환의 발병을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를[0084]

의미한다.

본 발명에서, "치료"는 생물학적 대상체(예: 인간 또는 동물)를 목적으로 하는 질병이나 질환의 진행 억제 혹은[0085]

중지, 진행 속도 감소, 증상 개선 및 완화, 또는 질병예방 등의 치료 효과를 포함한다.

본 발명에 있어서, "칸디다증"은 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)에 의해 신체 부위가 감염되어 발생하는 증상[0086]

및 경과를 의미하는 것으로서, 아구창을 포함하여 구인두나 식도의 염증, 외음부염, 질염 또는 손발톱 주위 염

증 등일 수 있다.

본  발명에  있어서,  상기  조성물은  암포테리신(Amphotericin),  플루코나졸(Fluconazole),  플루시토신[0087]

(Flucytosine),  나타마이신(Natamycin), 미코나졸(Miconazole) 및 케토코나졸(Ketoconazole)로 구성된 군으로

부터 선택된 하나 이상의 항진균제를 더 포함하는 것일 수 있고, 이러한 경우, 기존의 항진균제는 KH-ljs 132와

복합적으로 사용됨으로써, 그 사용량이 현저히 저감될 수 있어, 독성 및 부작용의 문제에서 자유로워질 수 있으

며, 병용에 의해 항진균 효과가 상승될 수 있다.

본  발명에  있어서,  상기  조성물은  칸디다  곰팡이균(Candida  spp.)에  대한  항진균  활성을  가지는  것일  수[0088]

있으며,  상기  칸디다  곰팡이균(Candida  spp.)은  칸디다  알비칸스(Candida  albicans),  칸디다  트로피칼리스

(Candida tropicalis), 칸디다 트로피칼리스 변종(Candida tropicalis var. tropicalis), 칸디다 파라프실로시

스 변종(Candida parapsilosis var. parapsilosis), 칸디다 글라브라타(Candida grabrata) 및 칸디다 아우리스

(Candida  auris)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상인 것일 수 있고, 이미 기존의 항진균제인 미코나졸

(Miconazole)에 내성을 가지는 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)일 수 있다.

상기 미코나졸(Miconazole)에 내성을 가지는 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)은 현재 진균 치료에 가장 큰 문제[0089]

로 지목되고 있는 칸디다 아우리스(Candida auris)일 수 있다.
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본 발명에 있어서, 구체적인 실시예를 통해 본 발명에 따른 상기 이미다졸 유도체의 염의 칸디다증 치료효과와[0090]

칸디다 곰팡이균(Candida spp.)에 대한 항진균 활성을 확인하였다.

본 발명의 일 실시예에서는, 본 발명의 염 및 비교를 위한 염(비교 그룹)들과 대조군인 미코나졸(Miconazole)을[0091]

여러 종류의 칸디다 곰팡이균에 처리한 뒤, 각각의 물질의 곰팡이 생장억제 효과를 관찰한 결과, 본 발명의 염,

그 중에서도 KH-ljs 132의 생장억제 효과가 뛰어남을 확인할 수 있었고, 또한 미코나졸에 내성이 있는 칸디다

아우리스(Candida auris)의 생장도 억제할 수 있음을 확인했다(실험예 1 참조).

본 발명의 다른 실시예에서는, 본 발명의 염들과 미코나졸을 칸디다 곰팡이균에 처리한뒤, 시간의 흐름에 따른[0092]

항진균 활성을 비교하였다. 그 결과, 본 발명의 염이 비교대상 염보다 항진균 활성이 오래 유지됨을 확인할 수

있었으며, 그 중에서도, KH-ljs 132가 72시간 가량의 시간이 지난 후에도, 미코나졸에 비해 좋은 활성을 유지한

다는 사실을 확인하였다(실험예 2 참조).

본 발명의 또 다른 실시예에서는 상기 실시예를 통해 발굴해낸 가장 좋은 항진균 활성을 가진 염인 KH-ljs 132[0093]

의 항진균 효과를 확인하기 위해, 칸디다 곰팡이균 중, 대표적인 곰팡이인 칸디다 알비칸스(Candida albicans)

에 KH-ljs 132를 처리한 후, 곰팡이를 관찰하였는데, 세포 내부 물질인 nucleic acid, amino acid의 양이 증가

하는 것을 확인하여, KH-ljs 132를 처리하는 경우 곰팡이의 세포가 용해될 수 있다는 사실을 확인하였고(실험예

3 참조), KH-ljs 132를 처리하는 경우 ROS의 값이 증가하고 세포 사멸에 관련된 유전자 발현의 변화가 일어나,

칸디다 곰팡이균의 세포 사멸이 일어난다는 사실을 확인할 수 있었다(실험예 4 참조).

한편, 본 발명의 약학적 조성물은 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 또는 희석[0094]

제를 추가로 포함할 수 있다. 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 조성물은 경구 또는 비경구의 여러 가지

제형일 수 있다. 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의

희석제 또는 부형제를 사용하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제환제, 산제, 과립제, 캡슐

제 등이 포함될 수 있으며, 이러한 고형제제는 하나 이상의 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면,

전분, 탄산칼슘, 수크로오스(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다.

또한, 단순한 부형제 이외에 스테아린산 마그네슘, 탈크 등과 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구투여를 위[0095]

한 액상제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순희석제인 물, 리퀴드 파

라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구투여를

위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제, 좌제가 포함될 수 있다. 비수성용제,

현탁용제로는 프로필렌글리콜(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름 등이 사

용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤

라틴 등이 사용될 수 있다.

또한, 본 발명의 약학적 조성물은 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제, 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제, 멸균된[0096]

수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제 및 좌제로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 제형을

가질 수 있다.

상기 본 발명의 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다.[0097]

본 발명에서 용어, "투여"는 어떠한 적절한 방법으로 대상에게 본 발명의 약학적 조성물을 도입하는 것을 말하[0098]

며, 투여 경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 경구 또는 비경구의 다양한 경로를 통하여 투여될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 목적 또는 필요에 따라 당업계에서 사용되는 통상적인 방법, 투여 경로, 투여량에[0099]

따라 적절하게 개체에 투여될 수 있다. 투여 경로의 예로는 경구, 비경구, 피하, 복강 내, 폐 내, 및 비강 내로

투여 될 수 있으며, 비경구 주입에는 근육 내, 정맥 내, 동맥 내, 복강 내 또는 피하투여가 포함된다.

또한, 당업계에 공지된 방법에 따라 적절한 투여량 및 투여 횟수가 선택될 수 있으며, 실제로 투여되는 본 발명[0100]

의 약학적 조성물의 양 및 투여 횟수는 치료하고자 하는 증상의 종류, 투여 경로, 성별, 건강 상태, 식이, 개체

의 연령 및 체중, 및 질환의 중증도와 같은 다양한 인자에 의해 적절하게 결정될 수 있다.

본 발명에서의 용어 "약학적으로 유효한 양"은 의학적 용도에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 칸디다증[0101]

을 억제 또는 완화하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령, 성별, 약물의

활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소

및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 

또한, 본 발명의 또 다른 양태로서, 본 발명은 상기 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는 칸디다증의 예[0102]
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방 또는 치료 방법을 제공한다.

본 발명의 용어 "개체"란, 상기 칸디다증이 발병될 가능성이 있거나, 또는 발병된 인간을 포함한 모든 동물을[0103]

의미한다. 본 발명의 조성물을 개체에 투여함으로써, 칸디다증을 완화 또는 치료할 수 있다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0105]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

[실시예][0107]

실시예 1. 본 발명의 염 화합물을 제조하기 위한 반응물 제조[0108]

1.1 반응물 제조 [0109]

본 발명의 화합물을 제조하기 위한 반응물의 전체적인 반응 과정을 하기 반응식 1에 나타내었다. 반응식 1의 제[0110]

조 방법은 디온 화합물을 아연과 아세트산 무수물과 반응시키는 것으로 시작하고, 그 조건은 70 ℃ 내지 120 ℃

의 온도, 바람직하게는 80 ℃ 내지 100 ℃의 온도에서 수행되어 다이아세톡시 화합물을 합성할 수 있다. 이렇게

합성된 다이아세톡시 화합물은 루이스 산, 바람직하게는 보론트리플루오라이드 아세트산 복합체를 매개로 사용

하여 프라이스 타입의 반응을 통해 에타논 화합물을 제조할 수 있다. 페놀 타입의 알킬화 반응은 아세토니트릴,

아세톤, 디메틸포름아미드, 디메틸설폭사이드 등의 일반적인 비양성자 극성 용매(aprotic polar sovent), 바람

직하게는 디메틸포름아미드나 아세토니트릴에서 수행될 수 있으며, 알킬화 반응 후의 탈보호 반응은 일반적으로

수산화나트륨과 같은 무기염기의 수용액 또는 알코올 용액, 바람직하게는 무기염기의 알코올 용액에서 수행될

수 있다. 그 후, 알킬기로 모두 치환된 에탄온 화합물의 할로겐화 반응은 구리의 할로겐화물, 할로겐화 석신이

미드, 할로겐화 프탈이미드, 산조건의 브롬 또는 암모늄의 트리브로마이드, 바람직하게는 테트라부틸암모늄 트

리브로마이드를 사용하여 반응시킬 수 있다.

 [반응식 1][0111]

[0112]

1.2 1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)-2-브로모에탄온의 제조[0113]

(1) 5-메톡시나프탈렌-1,4-디일디아세테이트 제조[0114]

5-메톡시나프탈렌-1,4-디온(1g)을 무수 아세트산(7.5mL)에 녹이고 아연 (0.75g)과 아세트산 나트륨(0.15g)을 넣[0115]

어 90℃로 환류하에 4시간 교반하였다. 얇은막 크로마토그래피로 반응종결여부를 확인하고 반응이 완료되었으면

상온으로 식힌 후 차가운 증류수(15mL)와 다이클로로메테인(15mL)을 넣고 셀라이트 필터로 여과하였다. 다이클

로로 메테인으로 추출하고 증류수로 씻어준 후 무수황산 나트륨으로 건조시키고 컬럼 크로마토그래피로 분리하

여 목적 화합물을 수득하였다(수율 88%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되

었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 2에 나타내었다. 

1
H  NMR(300MHz,  CDCl3)δ 7.48-7.40(m,  2H),  7.23(d,  1H,  J=8.2  Hz),  7.05(d,  1H,  J=8.0  Hz),  6.89(d,  1H,[0116]

J=7.5 Hz), 3.93(s, 3H), 2.45(s, 3H), 2.38(s, 3H).
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[반응식 2][0117]

[0118]

(2)3-아세틸-4-하이드록시-8-메톡시나프탈렌-1-일 아세테이트 제조 [0120]

상기 실시예 1.2-(1)에서 제조된 5-메톡시나프탈렌-1,4-디일디아세테이트(1g)에 삼 불화 붕소 아세트산 착화물[0121]

(3.5mL)을 가하고 65℃로 환류하에 1시간 교반하였다. 얇은막 크로마토그래피로 반응종결여부를 확인하고 반응

이 완료되었으면 상온으로 식힌 후 증류수를 넣고 에틸 아세테이트로 추출 후, 증류수로 세척하였다. 이를 무수

황산 나트륨을 활용해 건조한 뒤, 컬럼 크로마토그래피로 분리하여 목적 화합물을 수득하였다(수율 99%).  그

후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부 확인하였고, 반응물과 생성물을

하기 반응식 3에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  CDCl3)  δ 14.33(br  s,  1H),  7.58(dd,  1H,  J=8.0  Hz,  8.2  Hz),  7.46(s,  1H),  7.34(d,  1H,[0122]

J=8.2 Hz), 6.95(d, 1H, J=8.0 Hz), 4.06(s, 3H), 2.68(s, 3H), 2.45(s, 3H).

[반응식 3][0123]

[0124]

(3) 3-아세틸-4-(아이소펜틸옥시)-5-메톡시나프탈렌-1-일 아세테이트 제조 [0126]

상기 실시예 1.2-(2)에서 제조된 3-아세틸-4-하이드록시-8-메톡시나프탈렌-1-일 아세테이트(0.3g)를 디메틸포름[0127]

아마이드(6mL)에 녹이고 1-브로모-3-메틸 부탄(0.21mL)과 탄산 세슘(0.54 g)을 넣어 70℃로 환류하에 1.5시간

교반하였다. 얇은막 크로마토그래피로 반응종결여부를 확인하고 반응이 완료되었으면 상온으로 식힌 후 증류수

를 넣어 에틸 아세테이트로 추출, 포화 소금물로 세척하였다. 이를 무수황산 나트륨으로 건조시키고 컬럼 크로

마토그래피로 분리하여 목적 화합물을 수득하였다(수율 83%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하

는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 4에 나타내었다. 

1
H NMR(300MHz, CDCl3)δ 7.51(dd, 1H, J=8.2 Hz, 7.6 Hz), 7.45(s, 1H), 7.41(d, 1H, J=8.4 Hz), 6.95(d, 1H,[0128]

J=7.6 Hz), 4.03(s, 3H), 3.90(t, 2H, J=7.2 Hz), 2.76(s, 3H), 2.44(s, 3H), 1.87~1.75(m, 3H), 0.97(d, 6H,

J=6.2 Hz).
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[반응식 4][0129]

[0130]

(4)1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)에타논 제조 [0131]

상기 실시예 1.2-(3)에서 제조된 3-아세틸-4-(아이소펜틸옥시)-5-메톡시나프탈렌-1-일 아세테이트(0.76g)를 메[0132]

탄올(13 mL)에 녹인 뒤 0℃로 냉각 후 메탄올에 녹인 1% 수산화칼륨 용액(11.5mL)을 넣은 후 서서히 상온으로

승온시키며  2시간  동안  교반하였다.  얇은막  크로마토그래피로  반응  여부를  확인하고,  반응이  완료되었으면

amberlite IR-120(H)를 넣고 30분간 교반하여 중화시켰다. 이를 필터 처리 후 감압 농축하고, 디메틸포름아마이

드(16mL)에 녹였다. 1-브로모-3-메틸 부탄(0.7 mL)과 탄산세슘(1.48 g)을 넣고 상온에서 3시간 교반하였다. 얇

은막 크로마토그래피로 반응 여부를 확인하고, 반응이 완료되었으면 증류수를 넣어 에틸 아세테이트로 추출, 포

화 소금물로 세척했다. 이를 무수황산 나트륨으로 건조시키고 컬럼 크로마토그래피로 분리하여 목적 화합물을

수득하였다(수율 72%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확

인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 5에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, CDCl3)δ 7.90(d, 1H, J=8.2 Hz). 7.46(dd, 1H, J=8.2 Hz, 7.8 Hz), 7.00(s, 1H), 6.95(d, 1H,[0133]

J=7.6 Hz), 4.15(t, 2H, J=6.4 Hz), 4.0(s, 3H), 3.85(t, 2H, J=7.1 Hz), 2.78(s, 3H), 1.98-1.75(m, 6H),

1.00(d, 6H, J=6.4 Hz), 0.96(d, 6H, J=6.2 Hz).

[반응식 5][0134]

[0135]

(5)1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)-2-브로모에탄온 제조 [0137]

상기 1.2-(4)에서 제조된 1-(1,4-비스(이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)에타논(0.67g)을 다이클로로메테인[0138]

(15mL)에 녹이고 0℃로 냉각 후 테트라부틸암모늄 트리브로마이드(0.87g)를 넣고 서서히 상온으로 승온시키며

22시간동안 교반하였다. 얇은막크로마토그래피로 반응종결여부를 확인하고 반응이 완료되었으면 증류수를 넣고

다이클로로메테인으로 추출, 포화 소금물로 세척하였다. 이를 무수황산 나트륨으로 건조시키고 컬럼 크로마토그

래피로 분리하여 목적 화합물을 수득하였다(수율 65%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화

합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 6에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, CDCl3)δ 7.91(d, 1H, J=8.4 Hz), 7.50(dd, 1H, J=7.8 Hz, 8.4 Hz), 6.97(d, 1H, J=7.8 Hz),[0139]

6.96(s, 1H), 4.81(s, 2H), 4.15(t, 2H, J=6.2 Hz), 4.02(s, 3H), 3.86(t, 2H, J=7.1 Hz), 1.98-1.72(m, 6H),

1.00(d, 6H, J=6.5 Hz), 0.96(d, 6H, J=6.2 Hz).
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[반응식 6][0140]

[0141]

1.3 1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논의 제조[0143]

5-메톡시나프탈렌-1,4-디온 대신 1,4-나프토퀴논을 사용하여 상기의 실시예 1.1 및 1.2에서와 같은 방법으로 제[0144]

조하였다(수율 74%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인

하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 7에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, CDCl3)δ 8.29-8.25(m, 1H), 8.11-8.07(m ,1H), 7.60-7.54(m, 2H), 6.98(s, 1H), 4.78(s, 2H),[0145]

4.15(t,  2H,  J=6.8Hz),  3.98(t,  2H,  J=  6.9Hz),  2.01-1.88(m,  2H),  1.83-1.77(m,  4H),  1.00(d,  6H,  J=

6.6Hz), 0.98(d, 6H, J=6.2Hz).

[반응식 7][0146]

[0147]

1.4 1-(2,5-비스(이소펜틸옥시)페닐)-2-브로모에타논의 제조[0149]

(1) 1-(2,5-비스(이소펜틸옥시)페닐)에타논의 제조[0150]

1-(2,5-다이하이드록시페닐)에타논(1.5g)과 탄산칼슘(3.45g)을 아세토니트릴(20mL)에 녹인 뒤 1-브로모-3-메틸[0151]

뷰테인(3mL)을 적가하여 12시간동안 90℃에서 환류하에 가열한다. 상온으로 식힌 후 필터로 여과하여 탄산칼슘

을 제거한다. 여액을 농축하여 컬럼 크로마토그래피로 분리하여 목적 화합물을 수득하였다(수율 42%). 그 후,

1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하

기 반응식 8에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  CDCl3)δ  7.28(d,  1H,  J=3.1Hz),  7.00(dd,  1H,  J=3.1Hz,  8.9Hz),  6.88(d,  1H,  J=8.9Hz),[0152]

4.03(t,  2H,  J=6.6Hz),  3.96(t,  2H,  J=  6.6Hz), 2.63(s, 3H), 1.88-1.77(m, 2H), 1.75-1.68(m, 2H), 1.65-

1.58(m, 2H), 0.97(d, 3H, J=6.5Hz), 0.95(d, 6H, J=6.9Hz).
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[반응식 8][0153]

[0154]

(2) 1-(2,5-비스(아이소펜틸옥시)페닐)-2-브로모에타논의 제조[0156]

상기 1.4-(1)에서 제조된 1-(2,5-비스(이소펜틸록시)페닐)에타논(0.2 g)을 다이클로로메테인(7mL)에 녹인 뒤 테[0157]

트라 부틸 암모늄 트리 브로마이드(0.39g)를 첨가하여 상온에서 12시간 교반하였다. 얇은막 크로마토그래피로

반응종결여부를 확인하고 반응이 완료되었으면 반응물을 감압 농축한 뒤 다이클로로메테인에 녹여 증류수, 1N

탄산수소나트륨, 포화 소금물로 씻어준 후 무수황산 나트륨으로 건조시키고 크로마토그래피로 분리하여 목적 화

합물을 수득하였다(수율 40%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여

부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 9에 나타내었다.

1
H  NMR  (300MHz,  CDCl3)δ  7.35(d,  1H,  J=3.1Hz),  7.06(dd,  1H,  J=3.1Hz,  9.1Hz),  6.91(d,  1H,  J=9.1Hz),[0158]

4.63(s, 2H), 4.07(t, 2H, J=6.6Hz), 3.96(t, 2H, J= 6.6Hz), 1.84-1.72(m, 4H), 1.68-1.62(m, 2H), 0.98(d,

6H, J=6.4Hz), 0.95(d, 6H, J=6.6Hz).

[반응식 9][0159]

[0160]

1.5 2-브로모-1-(1-메톡시나프탈렌-2-일)에타논의 제조  [0161]

브롬화제이구리(1.12g)를 에탄올(25mL)에 넣고 80℃로 가열하였다. 15분 후 1-(1-메톡시나프탈렌-2-일)에타논[0162]

(0.5g)을 넣어주고 환류하에 12시간동안 교반하였다. 상온으로 식혀준 다음 celite pad로 여과하였다. 이후 반

응물을 개괄감압 농축하고 에틸 아세테이트에 녹였다. 이를 증류수, 1N 탄산수소나트륨 및 포화 소금물로 씻어

준 후 무수황산 나트륨으로 건조시키고 컬럼 크로마토그래피로 분리하여 2-브로모-1-(1-메톡시나프탈렌-2-일)에

타논을 수득하였다(수율 70%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여

부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 10에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, CDCl3)δ 8.22-8.19(m, 1H), 7.90-7.89(m, 1H), 7.76-7.65(m, 2H), 7.63-7.60(m, 2H), 4.75(s,[0163]

2H), 4.05(s, 3H).
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[반응식 10][0164]

[0165]

실시예 2. 본 발명의 염 화합물 제조[0167]

2.1  1-벤질-3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄  브로마이드(KH-ljs[0168]

132)

상기 실시예 1.3에서 제조된 1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논(0.05g)을 아세토니트[0169]

릴(2mL)에 녹이고 1-벤질이미다졸(0.037g)을 가한다. 이를 환류하에 20시간동안 교반한 뒤 얇은막 크로마토그래

피로 반응종결여부를 확인하고 반응이 완료되었으면 용매를 제거한 뒤 다이에틸에터로 재결정 하여 목적 화합물

을 수득하였다(수율 99%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를

확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 11에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, (CD3)2SO)δ 9.23(s, 1H), 8.30-8.13(m, 2H), 7.89(s, 1H), 7.77-7.74(m, 3H), 7.46-7.44(m,[0170]

5H), 7.19(s, 1H), 5.94(s, 2H), 5.56(s, 2H), 4.19(t, 2H, J=6.7Hz), 4.14(t, 2H, J=6.6Hz), 1.91-1.87(m,

4H), 1.80-1.74(m, 2H), 0.99-0.96(m, 12H).

[반응식 11][0171]

[0172]

2.2  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이[0174]

드(KH-ljs 160)

1-벤질이미다졸 대신 1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸을 사용하여 상기 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다[0175]

(수율 70%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고,

반응물과 생성물을 하기 반응식 12에 나타내었다.

1
H NMR (300MHz, (CD3)2SO)δ 9.28(s, 1H), 8.34(d, 2H, J=6.7Hz), 8.23-8.07(m, 2H), 7.92(s, 1H), 7.81(s,[0176]

1H), 7.78-7.75(m, 2H), 7.70(d, 2H, J=7.1Hz), 7.20(s, 1H), 5.96(s, 2H), 5.74(s, 2H), 4.22-4.14(m, 4H),

1.99-1.91(m, 4H), 1.79-1.76(m, 2H), 0.99-0.96(m, 12H).

공개특허 10-2022-0030520

- 18 -



[반응식 12][0177]

[0178]

2.3  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-메톡시벤질)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이[0180]

드(KH-ljs 192)

1-벤질이미다졸 대신 1-(4-메톡시벤질)-1H-이미다졸을 사용하여 상기 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다[0181]

(수율 77%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고,

반응물과 생성물을 하기 반응식 13에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  (CD3)2SO)δ 9.17(s,  1H),  8.23(dd,  1H,  J=3.1Hz,  6.2Hz),  8.15(dd,  1H,  J=3.3Hz,  6.2Hz),[0182]

7.86(s, 1H), 7.77-7.74(m, 3H), 7.44(d, 2H, J=8.4Hz), 7.18(s, 1H), 7.02(d, 2H, J=8.6Hz), 5.92(s, 2H),

5.46(s, 2H), 4.21-4.12(m, 4H), 1.90-1.87(m, 4H), 1.80-1.74(m, 2H), 0.98(d, 6H, J=2.9Hz), 0.97(d, 6H,

J=3.6Hz).

[반응식 13][0183]

[0184]

실시예 3. 비교 염 화합물의 제조[0185]

3.1  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-메틸-1H-이미다졸-3-늄  브로마이드(KH-ljs[0186]

163)

1-벤질이미다졸 대신 1-메틸이미다졸을 사용하여 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다(수율 71%). 그 후, 
1
H[0187]

NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기

반응식 14에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  (CD3)2SO)δ9.12(s,  1H),  8.24(dd,  1H,  J=3.1Hz,  6.2Hz),  8.17(dd,  1H,  J=3.1Hz,  5.8Hz),[0188]

7.79-7.76(m,  4H),  7.21(s,  1H),  4.23-4.14(m,  4H),  3.97(s,  3H),  1.97-1.85(m,  4H),  1.81-1.74(m,  2H),

0.99-0.97(m, 12H).

[반응식 14][0189]

[0190]
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3.2 1-벤질-3-(2-(2,5-비스(아이소펜틸옥시)페닐)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드(KH-ljs 168)[0192]

1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논  대신  1-(2,5-비스(이소펜틸록시)페닐)-2-브로모에[0193]

타논과 1-벤질이미다졸을 사용하여 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다(수율 55%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된

화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 15에

나타내었다.

1
H  NMR  (300MHz,  (CD3)2SO)δ  9.22(s,  1H),  7.86(s,  1H),  7.71(s,  1H),  7.45-7.39(m,  5H),  7.31(s,  1H),[0194]

7.27(d,  2H,  J=2.3Hz),  5.76(s,  2H),  5.53(s,  2H),  4.16(t,  2H,  J=6.6Hz),  3.95(t,  2H,  J=6.6Hz),  1.83-

1.70(m, 4H), 1.60-1.53(m, 2H), 0.94(d, 6H, J=6.2Hz), 0.89(d, 6H, J=6.6Hz).

[반응식 15][0195]

[0196]

3.3 1-벤질-3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드[0198]

의(KH-lhn 050)

1-(1,4-비스(아이소펜틸록시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신 1-(1,4-비스(이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌[0199]

-2-일)-2-브로모에탄온과 1-벤질이미다졸을 사용하여 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다(수율 80%).  그

후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을

하기 반응식 16에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, (CD3)2SO)δ 9.23(s, 1H), 7.87(s, 1H), 7.80(d, 1H, J=8.4 Hz), 7.75(s, 1H), 7.65(dd, 1H,[0200]

J=7.6 Hz, 8.0 Hz), 7.46(s, 5H), 7.20(d, 1H, J=7.7 Hz), 7.17(s, 1H), 5.88(s, 2H), 5.55(s, 2H), 4.15(t,

2H,  J=6.3  Hz),  3.99(s,  3H),  3.94(t,  2H, J=7.2 Hz), 1.91-1.85(m, 3H), 1.76-1.74(m, 3H), 0.96-0.93(m,

12H).

[반응식 16][0201]

[0202]
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3.4  3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸-3-늄[0204]

브로마이드(KH-lhn 051)

1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신 1-(1,4-비스(이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌[0205]

-2-일)-2-브로모에탄온, 그리고 1-벤질이미다졸 대신 1-(4-니트로벤질)-1H-이미다졸을 사용하여 실시예 2.1과

같은 방법으로 제조하였다(수율 88%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었

는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 17에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  (CD3)2SO))δ 9.28(s,  1H),  8.34(d,  2H,  J=8.0  Hz),  7.91(s,  1H),  7.80(d,  1H,  J=8.4  Hz),[0206]

7.79(s,  1H),  7.69(d,  2H,  J=8.6  Hz),  7.65(dd,  1H,  J=8.2  Hz,  8.4  Hz),  7.21(d,  1H,  J=8.0 Hz), 7.19(s,

1H),   5.90(s,  2H),  5.73(s,  2H),  4.15(t,  2H,  J=6.0  Hz),  3.99(s,  3H),  3.94(t,  2H,  J=7.3  Hz),  1.87-

1.83(m, 3H), 1.74-1.74(m, 3H), 0.98-0.94(m, 12H).

[반응식 17][0207]

[0208]

3.5 3-(2-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-메틸-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드[0210]

의(KH-ljs 181)

1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신 1-(1,4-비스(이소펜틸옥시)-8-메톡시나프탈렌[0211]

-2-일)-2-브로모에탄온, 그리고 1-벤질이미다졸 대신 1-메틸이미다졸 을 사용하여 실시예 1과 같은 방법으로 제

조하였다(수율 88%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인

하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 18에 나타내었다.

1
H  NMR(300MHz,  (CD3)2SO)δ 9.06(s,  1H),  7.81(d,  1H,  J=8.4Hz),  7.75(s,  1H),  7.72(s,  1H),  7.68-7.62(m,[0212]

1H), 7.21(d, 1H, J=8.0Hz), 7.17(s, 1H), 5.87(s, 2H), 4.18-4.13(m, 2H), 3.99(s, 3H), 3.95(s, 3H), 3.95-

3.92(m, 2H), 1.89-1.87(m, 2H), 1.84-1.72(m, 4H), 0.96(d, 6H, J=5.5Hz), 0.95(d, 6H, J=5.6Hz).

[반응식 18][0213]

[0214]

3.6 3-(2-(1,4-다이메톡시나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1-메틸-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드(KH-ljs 187)[0216]
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1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신 1-(1,4-다이메톡시나프탈렌-2-일)-2-브로모에[0217]

탄온, 그리고 1-벤질이미다졸 대신 1-메틸이미다졸 을 사용하여 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다(수율

98%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물

과 생성물을 하기 반응식 19에 나타내었다.

1
H NMR(300MHz, (CD3)2SO)δ 9.10(s, 1H), 8.26-8.22(m, 2H), 7.78-7.76(m, 4H), 7.19(s, 1H), 5.98(s, 2H),[0218]

4.09(s, 3H), 3.99(s, 3H), 3.97(s, 3H).

[반응식 19][0219]

[0220]

3.7 1-벤질-3-(2-(나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드(KH-ljs 154)[0222]

1-(1,4-비스(아이소펜틸옥시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신  2-브로모-1-(나프탈렌-2-일)에타논과 1-벤질[0223]

이미다졸을 사용하여 실시예 1과 같은 방법으로 제조하였다(수율 56%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물을 확인

하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 20에 나타내었다.

1H NMR(300MHz, (CD3)2SO)δ 9.24(s, 1H), 8.79(s, 1H), 8.20-8.01(m, 4H), 7.91(s, 1H), 7.76-7.69(m, 3H),[0224]

7.46-7.45(m, 5H).

[반응식 20][0225]

[0226]

3.8 1-벤질-3-(2-(1-메톡시나프탈렌-2-일)-2-옥소에틸)-1H-이미다졸-3-늄 브로마이드(KH-ljs 155)[0228]

1-(1,4-비스(아이소펜틸록시)나프탈렌-2-일)-2-브로모에타논 대신 2-브로모-1-(1-메톡시나프탈렌-2-일)에타논과[0229]

1-벤질이미다졸을 사용하여 실시예 2.1과 같은 방법으로 제조하였다(수율 79%). 그 후, 
1
H NMR로 생성된 화합물

을 확인하여, 원하는 화합물이 수득 되었는지 여부를 확인하였고, 반응물과 생성물을 하기 반응식 21에 나타내

었다.

1
H NMR(300MHz, (CD3)2SO)δ 9.37(s, 1H), 8.29(d, 1H, J=7.5Hz), 8.07(d, 1H, J=8.4Hz), 7.95(s, 1H), 7.91-[0230]

7.88(m, 2H), 7.84(s, 1H), 7.78-7.70(m, 2H), 7.49-7.40(m, 5H), 6.04(s, 2H), 5.61(s, 2H), 4.16(s, 3H).

[반응식 21][0231]

[0232]

[실험예][0234]
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실험예 1. 본 발명의 염 화합물의 다양한 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)에 대한 항진균 활성 확인[0235]

1.1 본 발명의 염 화합물의 항진균 효과[0236]

상기 실시예 2의 방법으로 제조된 본 발명의 염 화합물과 실시예 3으로 제조된 비교그룹의 칸디다 곰팡이균[0237]

(Candida spp.)에 대한 항진균 활성을 관찰하였다.

보다 구체적으로, 본 발명의 염 화합물들에 대하여 칸디다 곰팡이균(Candida spp.)에 대한 항진균 효과를 확인[0238]

하고자  The  European  Committee  on  Antimicrobial  Susceptibility  Testing  (EUCAST)에서  제시한  broth

microdilution assay를 사용하였다. 각 염 화합물은 10mg/ml의 농도로 디메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide,

DMSO)에 녹인 후 사용하였다. 각 염은 연속적으로 1/2배 희석된 후 96-well microtitre plate에 100μl첨가되

었으며,  100μl의  칸디다  곰팡이균(Candida  spp.)  균주(칸디다  알비칸스(Candida  albicans)(수탁번호

KCTC7965), 칸디다 트로피칼리스(Candida tropicalis)(수탁번호 KCTC7212), 칸디다 트로피칼리스 변종(Candida

tropicalis  var.  tropicalis)(수탁번호 KCTC17762),  칸디다 파라프실로시스 변종(Candida  parapsilosis  var.

parapsilosis)(수탁번호  KACC45480),  칸디다  글라브라타(Candida  grabrata)(KCTC7219)  및  칸디다  아우리스

(Candida auris)(KCTC17810) 각각에 현탁액(3Х10
5
CFU/mL)을 투입하고, 각 well에서 30℃에서 24시간 배양하였

다. 각 염의 농도는 최대 100μg/mL에서 최소 3.125μg/mL가 되게 하였다. 각 물질에 대한 MIC값은 각각의 상기

균주의 성장이 억제되는 물질의 최소 농도로 하여 확인하였다.

그 결과, 하기 표 1에 나타난 바와 같이, 본 발명의 염(KH-ljs 132, KH-ljs 160, KH-ljs 192)의 항진균 효과는[0239]

종래의 항진균 치료제인 미코나졸보다 뛰어나면서, 미코나졸에 자체 내성을 가지는 C. auris의 성장도 억제할

수 있음을 확인 하였다. 특히, KH-ljs 132는 대조군과 비교할때 1/4 정도의 MIC 값을 가짐이 확인되어, 가장 뛰

어난 항진균 효능을 보임을 확인하였다. 

표 1

(μg/ml)[0240]

　 C. albicans C. tropocalis
var.
tropicalis

C.parapsilosis
var. parapsilosis 

C. glabrata C.
tropicalis

C. auris

수탁번호 KCTC7965 KCTC17762 KACC45480 KCTC7219 KCTC7212 KCTC17810

대조군

(Miconazole)

12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 > 100

KH-ljs132 3.125 6.25 3.125 6.25 3.125 3.125

KH-ljs160 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 3.125

KH-ljs192 3.125 6.25 3.125 6.25 3.125 6.25

1.2 치환기에 따른 항진균 활성 비교[0241]

① 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132에서 i) 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 163), ii) 나프탈렌 구조가 없는[0242]

화합물(KH-ljs 168), iii) 나프탈렌 구조에 메톡시가 추가 치환된 화합물(KH-lhn 050) 및 iv) 나프탈렌 구조에

메톡시기가 추가 치환되고, 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 181)과 KH-ljs 132의 MIC 값을 비교하여 항진균 활

성을 비교한 결과, 하기 표 2에 나타난 바와 같이 KH-ljs 132에서 벤질기, 메톡시기 등의 치환이 있거나 나프탈

렌 구조의 변화가 있는 염 화합물은 KH-ljs 132에 비해 더 낮은 항진균 활성을 갖는 것으로 확인할 수 있었다.

표 2

 (μg/ml)[0243]

　 C. albicans C. tropocalis
var.
tropicalis

C.parapsilosis
var. parapsilosis 

C. glabrata C.
tropicalis

C. auris

수탁번호 KCTC7965 KCTC17762 KACC45480 KCTC7219 KCTC7212 KCTC17810

대조군

(Miconazole)

12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 > 100

KH-ljs132 3.125 6.25 3.125 6.25 3.125 3.125

KH-ljs163 6.25 12.5 3.125 12.5 3.125 6.25
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KH-ljs168 6.25 12.5 6.25 12.5 6.25 6.25

KH-lhn050 12.5 25 6.25 25 6.25 6.25

KH-ljs181 12.5 12.5 6.25 12.5 6.25 12.5

② 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132의 이소펜틸옥시기 부분에 변화가 있는 유도체 중, 2개의 이소펜틸옥시기[0244]

가 모두 메톡시기로 치환되고, 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 187), ii) 2개의 이소펜틸옥시기 모두가 수소로

치환된 화합물(KH-ljs 154)  및 iii)  2개의 이소펜틸옥시기가 수소 및 메톡시기로 각각 치환된 화합물(KH-ljs

155)과 KH-ljs 132의 MIC 값을 비교하여 항진균 활성을 비교한 결과, 하기 표 3에 나타난 바와 같이 이소펜틸옥

시기에 변화가 있는 화합물들은 현저하게 낮은 항진균 활성을 갖는 것으로 확인할 수 있었다.

표 3

 (μg/ml)[0245]

　 C. albicans C. tropocalis
var.
tropicalis

C.parapsilosis
var. parapsilosis 

C. glabrata C.
tropicalis

C. auris

수탁번호 KCTC7965 KCTC17762 KACC45480 KCTC7219 KCTC7212 KCTC17810

대조군

(Miconazole)

12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 > 100

KH-ljs132 3.125 6.25 3.125 6.25 3.125 3.125

KH-ljs187 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 >100

KH-ljs154 > 100 > 100 > 100 > 100 25 >100

KH-ljs155 > 100 > 100 > 100 > 100 25 >100

③ 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 160에서 나프탈렌 부분에 메톡시기가 추가 치환된 화합물인 KH-lhn 051을 KH-[0246]

ljs 160과 MIC 값을 비교하여 항진균 활성을 비교한 결과, 하기 표 4에 나타난 바와 같이 나프탈렌 부분에 추가

적인 메톡시기가 치환된 화합물은 KH-ljs 160과 비교할 때, 항진균 활성이 유의하게 감소되어 있는 것으로 확인

할 수 있었다.

표 4

 (μg/ml)[0247]

　 C. albicans C. tropocalis
var.
tropicalis

C.parapsilosis
var. parapsilosis 

C. glabrata C.
tropicalis

C. auris

수탁번호 KCTC7965 KCTC17762 KACC45480 KCTC7219 KCTC7212 KCTC17810

대조군

(Miconazole)

12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 > 100

KH-ljs160 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 3.125

KH-lhn051 50 25 25 25 50 25

실험예 2. 본 발명 염 화합물의 처리 시간에 따른 항진균 활성 확인[0249]

2.1 본 발명 염 화합물의 항진균 효과[0250]

실시예 2에서  제조한 염의 칸디다 곰팡이균(Candida  spp.)에  대한 항진균 효과를 확인하고자 The  European[0251]

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)에서 제시한 broth microdilution assay를 사용

하였다. 각 염은 10mg/mL의 농도로 디메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide, DMSO)에 녹인 후 사용하였다. 각 염

은 연속적으로 1/2배 희석 후 96-well microtitre plate에 100μl 만큼 첨가되었으며, 100 μl의 칸디다 곰팡

이균(Candida spp.) 균주 현탁액(3Х10
5
 CFU/mL)을 각각의 well에 투입한 후 30℃에서 48시간, 72시간 배양하였

다. 각 염의 처리 농도는 최대 100μg/mL에서 최소 3.125μg/mL가 되게하였다. 각 물질에 대한 MIC값은 각각의

시간에 따라 well에서 균주가 자라지 않기 시작하는 최소 농도로 하여 확인되었다.
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그 결과 하기 표 5  에 나타난 바와 같이, 본 발명의 염인 KH-ljs  132,  KH-ljs  160,  KH-ljs  192의 MIC값을[0252]

보면, 시간의 경과에도 우수한 항진균 효과를 유지하고 있음을 확인할 수 있으며, 미코나졸(Miconazole)과 비교

하여 72시간이 지난 후에도 많은 종류의 칸디다 곰팡이균에 대해 더 우수한 항진균 효과를 보이며, 그 중에서도

KH-ljs 132가 가장 뛰어난 효과를 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 

표 5

(μg/ml)[0253]

　 　Time 대조군

(Miconazole)

KH-ljs 132 KH-ljs 160 KH-ljs 192

C.  albicans 48h 12.5 3.125 12.5 3.125

72h 12.5 6.25 25 6.25

C. tropocalis
var.
tropicalis

48h 12.5 6.25 12.5 6.25

72h 12.5 12.5 12.5 12.5

C.
parapsilosis
var.
parapsilosis 

48h 12.5 6.25 6.25 6.25

72h 12.5 6.25 12.5 6.25

C. glabrata 48h 12.5 6.25 12.5 12.5

72h 12.5 6.25 12.5 12.5

C. tropicalis 48h 12.5 3.125 12.5 6.25

72h 12.5 6.25 25 6.25

C. auris 48h > 100 6.25 6.25 6.25

72h > 100 6.25 6.25 12.5

2.2 치환기에 따른 항진균 활성 비교[0254]

① 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132에서 i) 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 163), ii) 나프탈렌 구조가 없는[0255]

화합물(KH-ljs 168), iii) 나프탈렌 구조에 메톡시가 추가 치환된 화합물(KH-lhn 050) 및 iv) 나프탈렌 구조에

메톡시기가 추가 치환되고, 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 181)과 KH-ljs 132의 MIC 값을 시간의 흐름에 따라

관찰한 결과, 하기 표 6에 나타난 바와 같이 KH-ljs 132와 비교할 때, 벤질기, 메톡시기 등의 치환이 있거나 나

프탈렌 구조의 변화가 있는 화합물들은 KH-ljs 132에 비해 낮은 항진균 활성 및 유지력을 보임을 확인할 수 있

었다.

표 6

(μg/ml)[0256]

　 　Time 대조군

(Miconazole)

KH-ljs 132 KH-ljs 163 KH-ljs 168 KH-lhn 050 KH-ljs 181

C.
albicans

48h 12.5 3.125 12.5 6.25 25 12.5

72h 12.5 6.25 12.5 12.5 25 12.5

C.
tropocalis
var.
tropicalis

48h 12.5 6.25 12.5 12.5 25 12.5

72h 12.5 12.5 12.5 12.5 25 25

C.
parapsilosi
s var.
parapsilosi
s 

48h 12.5 6.25 3.125 6.25 6.25 6.25

72h 12.5 6.25 6.25 6.25 6.25 12.5

C. glabrata 48h 12.5 6.25 12.5 12.5 25 12.5

72h 12.5 6.25 12.5 12.5 25 25

C.
tropicalis

48h 12.5 3.125 3.125 12.5 6.25 6.25

72h 12.5 6.25 3.125 12.5 6.25 6.25

C. auris 48h > 100 6.25 6.25 12.5 6.25 6.25

72h > 100 6.25 6.25 12.5 6.25 12.5
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② 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132의 이소펜틸옥시기 부분에 변화가 있는 유도체 중, 2개의 이소펜틸옥시기[0257]

가 모두 메톡시기로 치환되고, 벤질기를 제거한 화합물(KH-ljs 187), ii) 2개의 이소펜틸옥시기 모두가 수소로

치환된 화합물(KH-ljs 154)  및 iii)  2개의 이소펜틸옥시기가 수소 및 메톡시기로 각각 치환된 화합물(KH-ljs

155)을 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132와 MIC 값을 시간의 경과에 따라 비교 확인한 결과, 하기 표 7에 나타

난 바와 같이 KH-ljs 132의 이소펜틸옥시기가 메톡시기나 수소 등 다른 치환기로 치환된 화합물은  KH-ljs 132

에 비해 낮은 항진균 활성 및 유지력을 보임을 확인할 수 있었다. 

표 7

 (μg/ml)[0258]

　 　Time 대조군

(Miconazole)

KH-ljs 132 KH-ljs 187 KH-ljs 154 KH-ljs 155

C.  albicans 48h 12.5 3.125 > 100 > 100 > 100

72h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

C.
tropocalis
var.
tropicalis

48h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

72h 12.5 12.5 > 100 > 100 > 100

C.
parapsilosis
var.
parapsilosis 

48h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

72h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

C. glabrata 48h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

72h 12.5 6.25 > 100 > 100 > 100

C.
tropicalis

48h 12.5 3.125 > 100 25 50

72h 12.5 6.25 > 100 50 50

C. auris 48h > 100 6.25 > 100 > 100 > 100

72h > 100 6.25 > 100 > 100 > 100

③ 본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 160에서 나프탈렌 부분에 메톡시기가 추가 치환된 화합물인 KH-lhn 051을 KH-[0259]

ljs 160과 시간 경과에 따른 항진균 효과를 비교할 때, 하기 표 8에 나타난 바와 메톡시가 추가 치환된 화합물

은 KH-ljs 160에 비해 낮은 항진균 활성 및 유지력을 보임을 확인할 수 있었다.

표 8

(μg/ml)[0260]

　 　Time 대조군

(Miconazole)

KH-ljs 160 KH-lhn 051

C.  albicans 48h 12.5 12.5 100

72h 12.5 25 100

C. tropocalis var.
tropicalis

48h 12.5 12.5 50

72h 12.5 12.5 100

C. parapsilosis
var. parapsilosis 

48h 12.5 6.25 50

72h 12.5 12.5 100

C. glabrata 48h 12.5 12.5 50

72h 12.5 12.5 50

C. tropicalis 48h 12.5 12.5 50

72h 12.5 25 100

C. auris 48h > 100 6.25 25

72h > 100 6.25 25

실험예 3. KH-ljs 132 처리된 칸디다 곰팡이균의 세포 용해 확인[0262]
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 상기 실험을 통해 본 발명의 화합물 중 가장 뛰어난 항진균 활성을 가진 것으로 확인된 KH-ljs 132를 도출하였[0263]

고,  항진균  작용  기전의  연구를  위하여  칸디다  곰팡이균(Candida  spp.)  중  대표적인  칸디다  알비칸스(C.

albicans)에 대하여 세포 용해 실험을 진행하였다.

상기 KH-ljs 132를 C. albicans에 처리한 다음, 세포가 파쇄 되면 세포내 물질(nucleic acid, amino acid)의[0264]

용출이 나타나기에, 이러한 변화를 260nm, 280nm에서의 Optical density 값으로 얻은 후 그래프로 표현하였다.

염 화합물은 10mg/ml의 농도로 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹인 후 사용하였다. 각 염 화합물은 연속적으로[0265]

1/2배 희석 후 96-well  microtitre  plate에 100μl첨가 하였으며, 100μl의 Candida  spp.  균주 현탁액(3Х

10
5
CFU/mL)을 각각의 well에 투입한 후 30℃에서 1시간 배양하였다. 배양후 Epoch사의 Multiwell plate reader

를 이용하여 260nm, 280nm에서의 Optical density 값을 얻었다.

그 결과, 도 1에 나타난 바와 같이, KH-ljs 132를 처리하는 농도가 증가함에 따라 260nm, 280nm에서 대표적으로[0266]

측정되는 세포 용해에 의해 방출된 nucleic acid, amino acid의 양이 증가하는 것을 확인 하였다.

상기 결과를 통해 KH-ljs 132는 C. albicans의 세포를 용해 시키는 방법으로, 항진균 효과를 나타냄을 확인 하[0267]

였다.

실험예 4. KH-ljs 132 처리된 칸디다 곰팡이균의 세포 사멸 확인[0269]

4.1 칸디다 곰팡이균의 세포 사멸(Apoptosis) 확인[0270]

본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132에 의한 미토콘드리아 막 전위 붕괴 및 이에 의한 세포 사멸을 확인 하기 위[0271]

하여 0.5mL JC-1(최종 농도 2uM) 시약을 각 1.56ug/ml의 KH-ljs 132를 처리한 C. albicans와 처리하지 않은 C.

albicans에 넣은 후, 30분 동안 37 ℃배양기에서 반응시킨 뒤, 형광현미경으로 관찰 하였다. 그 결과, 도 2에서

나타난 바와 같이 본 발명의 염 화합물 화합물인 KH-ljs 132를 처리한 세포에서는 살아있는 세포에서 관측되어

야 하는 JC-1의 빨간색 염색이 관찰되지 않아, 세포 사멸이 일어났다는 사실을 확인할 수 있었다.

4.2 칸디다 곰팡이균에서 ROS 농도 변화 확인[0273]

본 발명의 염 화합물 KH-ljs 132에 의한 세포 사멸 기전 확인을 위하여 C. albicans에 대해 Cell death에 관여[0274]

하는 ROS(Reactive Oxygen Species)의 농도 변화를 확인 하였다.

상기 KH-ljs 132를 C. albicans 균주에 농도별로 처리하여 cell death가 발생할 때 생성되는 ROS의 생성량을[0275]

Cayman Chemical사의 ROS Detection Cell-Based Assay Kit(DHE)를 통해 확인하였다. 

배양한 균주의 배지를 바꿔준 다음 균주 현탁액(3Х10
5
CFU/mL)을 Eppendorf tube로 옮겨주고 centrifugation을[0276]

통해 Cell pellet을 얻는다. Cell pellet에 Cell-based buffer를 150μl로 씻어주고 다시 centrifugation을 통

해 Cell pellet을 만든다. 20-30μl의 buffer를 남기고 상층액을 제거하고 ROS staining dye, 130μl를 tube에

넣어주고 N-acetyl Cysteine(Negative control, NC), Antimycin A(Positive control, PC)와 KH-ljs 132를 농

도별로 처리해주고 37℃에서 1시간 30분 동안 반응시켜 주었다. 반응 후 centrifugation을 통해 cell pellet을

얻고 상층액은 모두 제거한다. Cell-based  buffer  100μl를 tube에 넣어 cell  pellet을 풀어주고 black  96

well plate에 옮긴 후 fluorescence plate reader를 이용하여 480-520nm의 excitation wavelength, 570-600nm

의 emission wavelength에서 fluorescence를 측정한다.

그 결과 도 3에서 나타난 바와 같이 KH-ljs 132의 처리 농도를 높임에 따라 DHE fluorescence양이 positive[0277]

control 보다 높은 것을 확인할 수 있었으며 MIC value인 3.125μg/ml에서 fluorescence 값이 최대인 것을 확

인하였다. 이 결과를 통해, KH-ljs 132는 C. albicans에 대해 MIC value에서 높은 ROS 생성이 이루어지는 것을

확인할 수 있었다. 따라서, 상기 KH-ljs 132를 균주에 처리하는 경우, ROS의 발생이 증가하고, 세포의 활성이

감소되는 것을 확인할 수 있었다.

4.3 세포 사멸 관련 유전자의 발현 변화 확인[0279]

본 발명의 염 화합물인 KH-ljs 132에 의한 세포 사멸을 분자 생물학적으로 확인하기 위하여 세포 사멸에 관여[0280]
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하는 것으로 알려져 있는 4개의 유전자로서, yeast에서 결손이 될 경우 Apoptosis가 잘 일어나지 않는다고 알려

져 있는 YPK1, Basic leucine zipper(bZIP) transcription factor(ATF/CREB1 homolog)의 단백질로 동물에서는

apoptosis와  연관이  있다고  알려져  있는  HAC1,  Ca2+-dependent  cysteine  protease에  속하는  단백질로

Apoptosis 조절에 중요한 역할을 하는 조절 단백질인 MCA1, Tetradecameric mitochondrial chaperonin으로 동

물에서 세포 사멸에 대한 연관성이 있다고 알려진 HSP60의 발현을 하기 표 9의 oligomer를 이용한 qRT-PCR을 수

행하여 확인 하였다. 

표 9

유전자[0281] Oligomer

YPK1 F: CAACACAACACAGTAGCACC

R: GTTGTGGATAAAGGTGGTTCG

HAC1 F: TACAACCAACACATCAACCAG

R: ATTAGTTGGACCGGAAGATG

MCA1 F: TATAATAGACCTTCTGGAC

R: TTGGTGGACGAGAATAATG

HSP60 F: CTGGTGACGGTACTACTTCTG

R: CAGAAATGGTGGCAACTTGA

그 결과 도 4에 나타난 바와 같이, 상기 세포 사멸관련 유전자들이 작게는 수십 배에서 많게는 수천 배 가량 발[0282]

현이 증가함을 확인할 수 있었고, 이를 통해 KH-ljs 132를 처리하는 경우, ROS 및 세포 사멸 관련 유전자 발현

이 증가하여 칸디다 곰팡이균의 세포 사멸이 일어난다는 사실을 확인할 수 있었다.

상기 진술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본[0284]

발명의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을

이해할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것

으로 이해해야만 한다.

도면

도면1

공개특허 10-2022-0030520

- 28 -



도면2

도면3

도면4
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