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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로 이

루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서,

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 화학식 1에서, R
1
은 염소 또는 요오드이고, R

2
는 수소 또는 메틸인 것을 특징으로 하는 약

학 조성물. 

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 화합물은 (E)-3-(4-((3-아미노벤질)옥시)-3-이오도-5-메톡시페닐)-1-(3-하이드록시페닐)

프로프-2-엔-1-원[(E)-3-(4-((3-aminobenzyl)oxy)-3-iodo-5-methoxyphenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-

one]  또는  (E)-3-(3-클로로-5-메톡시-4-((3-(메틸아미노)벤질)옥시)페닐)-1-(3-하이드록시페닐)프로프-2-엔-

1-원[(E)-3-(3-chloro-5-methoxy-4-((3-(methylamino)benzyl)oxy)phenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-

one]인 것을 특징으로 하는 약학 조성물. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 심혈관계 질환은 동맥경화증, 고혈압, 이상지질혈증, 죽상동맥경화증, 급성 심근경색, 정

맥 폐색증, 말초 동맥폐색증 및 심부전으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는 약학 조성

물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 심혈관계 질환은 혈관내피세포 노화에 의해 발생하는 것을 특징으로 하는 약학 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 약학 조성물은 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 활성을 억제하는 것을 특징으로 하

는 약학 조성물. 

청구항 7 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 식품학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로

이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 개선용 건강기능식품 조

성물:
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[화학식 1]

상기 화학식 1에서,

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.

청구항 8 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로 이

루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 발현 억제용 시

약 조성물:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서,

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 억제 활성을 나타내는 화합물을 유효성분으로 포함하는 심혈관[0001]

계 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

동맥경화는 오랜 기간에 걸쳐 혈관의 내막(벽)에 콜레스테롤, 인지질, 칼슘 등을 함유하는 지방성 물질이 축적[0002]

되어 혈관 내막이 두꺼워지는 질환으로, 지방성 물질이 축적됨에 따라 동맥이 단단해져 탄력성을 잃고 좁아져

혈액공급이 저해되거나 동맥 압력이 높아지고 심한 경우 동맥 파열, 박리 등이 발생하게 된다. 구체적으로 지방

성 물질, 높은 압력 등으로 인해 혈관 내면을 구성하는 혈관내피세포가 먼저 손상되고, 점차 혈관 내막 내 지방

성 물질 축적에 의해 세포 침윤 및 염증 반응이 발생하며 그 결과 혈관 내막이 두꺼워져 혈액 흐름이 원활하지

못하게 된다.

현대사회로 발전하면서 식생활 양식 변화, 운동부족, 내외부적 스트레스 등으로 인해 발생이 증가하고 있는 성[0003]

인병 중 하나이고, 주요 원인으로 고지혈증, 고콜레스테롤혈증, 고혈압, 흡연 등이 있다. 또한, 심근경색, 뇌졸

중 등 다양한 합병증을 유발할 수 있기 때문에 치료 및 관리가 매우 중요하다. 

현재 동맥경화 치료제로 HMG-CoA reductase 저해제인 다양한 스타틴(statin)류 등이 개발되고 있고, 보다 효과[0004]

적인 치료제 개발이 활발히 진행 중인 상황이다.
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선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 1. 중국 공개특허 CN 113979851(2022.01.28. 공개) [0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 억제 활성을 나타내는 화합물을 유효성분으로 포함하는[0006]

심혈관계 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 화합물을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 개선용 건강기능식품 조[0007]

성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 화합물을 유효성분으로 포함하는 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 발현 억[0008]

제용 시약 조성물을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염,[0009]

이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계

질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

[화학식 1][0010]

[0011]

상기 화학식 1에서,[0012]

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.[0013]

또한, 본 발명은 상기 화합물, 이의 식품학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로 이루[0014]

어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물

을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이성질체로 이루어[0015]

진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 발현 억제용 시약

조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, MMP11(Matrix  metalloproteinase  11)  억제 활성을 나타내고, 혈관내피세포의 세포 노화를[0016]

억제하는 화합물을 확인함으로써, 심혈관계 질환 예방, 치료 또는 개선용 조성물로써 유용하게 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도  1은  (E)-3-(4-((3-아미노벤질)옥시)-3-이오도-5-메톡시페닐)-1-(3-하이드록시페닐)프로프-2-엔-1-원[(E)-3-[0017]

(4-((3-aminobenzyl)oxy)-3-iodo-5-methoxyphenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one](이하  P300:103이라

함)  및  (E)-3-(3-클로로-5-메톡시-4-((3-(메틸아미노)벤질)옥시)페닐)-1-(3-하이드록시페닐)프로프-2-엔-1-원
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[(E)-3-(3-chloro-5-methoxy-4-((3-(methylamino)benzyl)oxy)phenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-

one](이하 P300:104라 함)의 MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 억제 활성을 분석한 결과이다.

도 2는 P300:103 및 P300:104의 혈관내피세포에 대한 세포 독성을 분석한 결과이다. #; not significant, *;

p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001.

도  3은  P300:103  및  P300:104의  혈관내피세포  노화  억제  활성을  확인하기  위해,  베타-갈락토시다아제(β-

galactosidase) 활성(A) 및 혈관 형성능(B)을 분석한 결과이다. #; not significant, *; p<0.05, **; p<0.01,

***; p<0.001.

도 4는 P300:103 및 P300:104의 혈관내피세포 노화 억제 활성을 확인하기 위해, BrdU incorporation(A) 및 노

화 마커(p53 및 p21) 발현을 분석한 결과이다. #; not significant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0018]

본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의 입체이[0020]

성질체로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 치료용 약학 조

성물을 제공한다.

[화학식 1][0021]

[0022]

상기 화학식 1에서,[0023]

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.[0024]

상기 화학식 1에서, R
1
은 염소 또는 요오드이고, R

2
는 수소 또는 메틸일 수 있다.[0025]

상기  화합물은  (E)-3-(4-((3-아미노벤질)옥시)-3-이오도-5-메톡시페닐)-1-(3-하이드록시페닐)프로프-2-엔-1-원[0026]

[(E)-3-(4-((3-aminobenzyl)oxy)-3-iodo-5-methoxyphenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one]  또는 (E)-3-

(3-클로로-5-메톡시-4-((3-(메틸아미노)벤질)옥시)페닐)-1-(3-하이드록시페닐)프로프-2-엔-1-원[(E)-3-(3-

chloro-5-methoxy-4-((3-(methylamino)benzyl)oxy)phenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one]일 수 있다.

상기 심혈관계 질환은 동맥경화증, 고혈압, 이상지질혈증, 죽상동맥경화증, 급성 심근경색, 정맥 폐색증, 말초[0027]

동맥폐색증 및 심부전으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

또한, 상기 심혈관계 질환은 혈관내피세포 노화에 의해 발생하는 것일 수 있다.[0028]

상기 약학 조성물은 MMP11(Matrix metalloproteinase 11)을 억제할 수 있다.[0029]

본 발명의 약학 조성물은 당해 발명이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있는[0030]

방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체를 이용하여 제제화함으로써 단위 용량 형태로 제조되거나 또는 다용

량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다.

상기 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로스,[0031]

솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리

비닐피롤리돈,  셀룰로스,  물,  시럽,  메틸  셀룰로스,  메틸  히드록시벤조에이트,  프로필히드록시벤조에이트,

활석, 스테아르산 마그네슘, 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 약학 조성물은

상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.
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본 발명에 있어서, 상기 약학 조성물에 포함되는 첨가제의 함량은 특별히 한정되는 것은 아니며 통상의 제제화[0032]

에 사용되는 함량 범위 내에서 적절하게 조절될 수 있다.

상기 약학 조성물은 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립, 정제, 크림, 젤, 패취,[0033]

분무제, 연고제, 경고제, 로션제, 리니멘트제, 파스타제 및 카타플라스마제로 이루어진 군에서 선택된 하나 이

상의 피부 외용제 형태로 제형화될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 약학 조성물은 제형화를 위해 추가로 있는 약학적으로 허용 가능한 담체 및 희석제를 포함할 수[0034]

있다. 상기 약학적으로 허용 가능한 담체 및 희석제는 전분, 당 및 만니톨과 같은 부형제, 칼슘 포스페이트 등

과 같은 충전제 및 증량제, 카르복시메틸셀룰로오스, 히드록시프로필셀룰로오스 등과 같은 셀룰로오스 유도체,

젤라틴, 알긴산염, 폴리비닐 피롤리돈 등과 같은 결합제, 활석, 스테아린산 칼슘, 수소화 피마자유 및 폴리에틸

렌글리콜과 같은 윤활제, 포비돈 및 크로스포비돈과 같은 붕해제, 폴리소르베이트, 세틸알코올, 글리세롤 등과

같은 계면활성제를 포함하나, 이에 한정되지 않는다. 상기 약학적으로 허용 가능한 담체 및 희석제는 대상체에

게 생물학적 및 생리학적으로 친화적인 것일 수 있다. 희석제의 예로는 염수, 수용성 완충액, 용매 및/또는 분

산제(dispersion media)를 들 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 약학 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여하거나 비경구 투여(예를 들어, 정맥 내, 피하, 복강[0035]

내 또는 국소에 적용)할 수 있다. 경구 투여일 경우, 정제, 트로키제(troches), 로젠지(lozenge), 수용성 현탁

액, 유성 현탁액, 조제 분말, 과립, 에멀젼, 하드 캡슐, 소프트 캡슐, 시럽, 엘릭시르제 등으로 제형화될 수 있

다. 비경구 투여일 경우, 주사액, 좌제, 호흡기 흡입용 분말, 스프레이용 에어로졸제, 연고, 도포용 파우더, 오

일, 크림 등으로 제형화 될 수 있다.

본 발명의 약학 조성물의 투여량은 환자의 상태, 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이 체질 특이성, 제제의 성질,[0036]

질병의 정도, 조성물의 투여시간, 투여방법, 투여기간 또는 간격, 배설율 및 약물 형태에 따라 그 범위가 다양

할 수 있으며, 이 분야 통상의 기술자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 예컨대, 약 0.1 내지 10,000mg/kg의 범

위일 수 있으나 이제 제한되지 않으며, 하루 일회 내지 수회에 나누어 투여될 수 있다.

상기 약학 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여되거나 비경구 투여(예를 들면, 정맥 내, 피하 내, 복강 내[0037]

또는 국소에 적용)될 수 있다. 본 발명의 약학 조성물의 약학적 유효량 및 유효 투여량은 약학 조성물의 제제화

방법, 투여 방식, 투여 시간, 투여 경로 등에 의해 다양해질 수 있으며, 당해 기술 분야에서 통상의 지식을 가

진 자는 목적하는 치료에 효과적인 투여량을 용이하게 결정하고 처방할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물의 투여

는 하루에 1회 투여될 수 있고, 수회에 나누어 투여될 수도 있다.

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 식품학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의[0039]

입체이성질체로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 심혈관계 질환 예방 또는 개선용

건강기능식품 조성물을 제공한다.

[화학식 1][0040]

[0041]

상기 화학식 1에서,[0042]

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.[0043]

본 발명은 통상적으로 이용되는 식품으로써 일반적으로 사용될 수 있다.[0044]

본 발명의 식품 조성물은 건강기능식품으로서 사용될 수 있다. 상기 “건강기능식품”이라 함은 건강기능 식품[0045]

에 관한 법률에 따른 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 의미하며,

“기능성”이라 함은 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건용도에
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유용한 효과를 얻을 목적으로 섭취하는 것을 의미한다.

상기 건강기능식품 조성물은 통상의 식품 첨가물을 포함할 수 있으며, 상기 “식품 첨가물”로서의 적합 여부는[0046]

다른 규정이 없는 한, 식품의약품안전처에 승인된 식품 첨가물 공전의 총칙 및 일반시험법 등에 따라 해당 품목

에 관한 규격 및 기준에 의하여 판정한다.

상기 “식품 첨가물 공전”에 수재된 품목으로는 예를 들어, 케톤류, 글리신, 구연산칼륨, 니코틴산, 계피산 등[0047]

의 화학적 합성물, 감색소, 감초추출물, 결정셀룰로오스, 고량색소, 구아검 등의 천연첨가물, L-글루타민산나트

륨 제제, 면류첨가알칼리제, 보존료제제, 타르색소제제 등의 혼합제제류들을 들 수 있다.

본 발명의 식품 조성물은 정제, 캡슐, 분말, 과립, 액상, 환 등의 형태로 제조 및 가공할 수 있다. 예를 들어,[0048]

캡슐 형태의 건강기능 식품 중 경질 캡슐제는 통상의 경질 캡슐에 본 발명에 따른 조성물을 부형제 등의 첨가제

와 혼합 및 충진 하여 제조할 수 있으며, 연질 캡슐제는 본 발명에 따른 조성물을 부형제 등의 첨가제와 혼합하

고 젤라틴 등 캡슐기제에 충진하여 제조할 수 있다. 상기 연질 캡슐제 는 필요에 따라 글리세린 또는 소르비톨

등의 가소제, 착색제, 보존제 등을 함유할 수 있다.

상기 부형제, 결합제, 붕해제, 활택제, 교미제, 착향제 등에 대한 용어 정의는 당업계에 공지된 문헌에 기재된[0049]

것으로 그 기능 등이 동일 내지 유사한 것들을 포함한다. 상기 식품의 종류에는 특별한 제한이 없으며, 통상적

인 의미에서의 건강 기능식품을 모두 포함한다.

본 발명에서 용어 “예방”은 본 발명에 따른 조성물의 투여로 심혈관계 질환을 억제 또는 지연시키는 모든 행[0050]

위를 말한다. 

본 발명에서 용어 “치료”는 본 발명에 따른 조성물의 투여로 심혈관계 질환의 증세가 호전되거나 이롭게 변경[0051]

하는 모든 행위를 말한다. 

본 발명에서 용어 “개선”은 본 발명의 조성물을 개체에 투여하거나 섭취시켜 심혈관계 질환의 나쁜 상태를 좋[0052]

게 하는 모든 행위를 의미한다.

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물, 이의 약학적으로 허용 가능한 염, 이의 용매화물 및 이의[0054]

입체이성질체로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 MMP11(Matrix metalloproteinase

11) 발현 억제용 시약 조성물을 제공한다.

[화학식 1][0055]

[0056]

상기 화학식 1에서,[0057]

R
1
은 할로겐이고, R

2
는 수소 또는 (C1-C5)알킬임.[0058]

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예 등을 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예 등은 본[0060]

발명의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예 등에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예

등은 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

[실험예 1] 실험 준비[0062]

1-1. 세포[0063]
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혈관내피세포는 LONZA(Walkersville, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다. 혈관내피세포는 LONZA 제품의 EBM-2[0064]

배지에  FBS(fetal  bovine  serum),  hFGF-B(human  basic  fibroblast  growth  factor),  VEGF(vascular

endothelial  growth  factor),  R3  IGF-1(R3  insulin  like  growth  factor-1),  hEGF(human  epidermal  growth

factor),  하이드로코르티손(hydrocortisone),  아스코르브산(ascorbic  acid),  헤파린(heparin),  겐타마이신

(gentamicin) 및 암포테리신 B(amphotericin B)를 추가하여 배양하였다.

1-2. P300:103 화합물[0066]

P300:103((E)-3-(4-((3-aminobenzyl)oxy)-3-iodo-5-methoxyphenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one)  화[0067]

합물은 차의과대학교 약학과 나영화 교수님 연구실에서 제공받아 사용하였다. 제조방법은 하기와 같다. 

100mL  둥근바닥  플라스크에  3-이오도-5-메톡시-4-((3-니트로벤질)옥시)벤즈알데하이드[3-iodo-5-methoxy-4-[0068]

((3-nitrobenzyl)oxy)benzaldehyde, 250.0mg, 0.61mmol] 및 1-(3-((테트라하이드로-2H-피란-2-일)옥시)페닐)에

탄-1-온[1-(3-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)phenyl)ethan-1-one,  173.0mg,  0.79mmol]을  디클로로메테인

(dichloromethane,  2mL),  메탄올(4mL)  및  에탄올(10mL)의 혼합용액에 녹인 후,  수산화나트륨(NaOH,  40.0mg,

1.82mmol)을 넣고, 40℃에서 14시간 교반하였다. 반응 종료 후 반응용액이 pH 1~2가 되도록 4M-HCl을 적가하고,

1시간 교반 후, 반응혼합액을 실온(root temperature; RT)에서 식히고, 물과 에틸아세테이트(ethyl acetate)로

추출하였다. 유기층을 모아 포화 염화나트륨(NaCl)으로 세척한 후,  무수 황산마그네슘(MgSO4)을 넣고 여과한

후, 용매는 감압 하에서 증류하고 진공 하에서 건조시켰다. 남은 노란색 액체가 들어 있는 100mL 둥근바닥플라

스크를 질소치환하고, 무수 에탄올(EtOH, 11mL)를 넣어 반응물을 녹인 후, 염화주석(SnCl2, 289mg, 1.52mmol)을

가하고 반응 혼합액을 70℃에서 16시간 환류 및 교반하였다. 반응이 끝나고 0℃에서 교반하면서 물을 넣은 다음

포화 탄산수소나트륨(NaHCO3)으로 반응 혼합액이 pH 7~8이 되도록 하고 에틸아세테이트(ethyl acetate)로 추출

하였다. 유기층을 모아 포화 염화나트륨(NaCl)으로 세척하고 무수 황산마그네슘(MgSO4)으로 유기층의 수분을 제

거한 후 감압 하에서 용매를 제거하였다. 남은 잔사를 실리카겔 컬럼크로마토그래피(ethyl acetate : n-hexane

= 1:1 -> 3:1)로 분리 및 정제하여 노란색 고체 형태의 P300-103 화합물(60.0mg, 19.8%)을 얻었다. 

m.p.  77.8  -  80.3℃;  Rf  0.40  (Ethyl  acetate  :  n-hexane  =  1:1);  
1
H-NMR(DMSO,400MHz)δ[0069]

3.94(s,3H),4.84(s,2H),5.09(brs,2H),6.53(ddd,J = 8.0, 2.0, 1.2 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.74

(dd, J = 2.0, 1.6 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.0, 7.6 Hz, 1H), 7.07 (ddd, J = 8.0, 2.4, 0.8 Hz, 1H), 7.38

(dd, J = 8.0, 7.6 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 2.0, 2.0 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 15.2

Hz, 1H), 7.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 9.79 (s, 1H);
13
C-

NMR(DMSO,100MHz)56.3,74.3,93.6,113.3,113.6,113.8,114.7,115.8,119.7,120.3,122.4,128.6,129.8,131.0,133.

0,137.3,139.0,142.3,148.6,148.9,152.5,157.7,188.9ppm. 

1-3. P300:104 화합물[0071]

P300:104((E)-3-(3-chloro-5-methoxy-4-((3-(methylamino)benzyl)oxy)phenyl)-1-(3-hydroxyphenyl)prop-2-en-[0072]

1-one)  화합물은  차의과대학교  약학과  나영화  교수님  연구실에서  제공받아  사용하였다.  제조방법은  하기와

같다.

50mL  둥근바닥  플라스크에  (E)-1-(3-(벤질옥시)페닐)-3-(3-클로로-5-메톡시-4-((3-(메틸아미노)벤질)옥시)페[0073]

닐)프롭-2-엔-1-온[(E)-1-(3-(benzyloxy)phenyl)-3-(3-chloro-5-methoxy-4-((3-

(methylamino)benzyl)oxy)phenyl)prop-2-en-1-one,  60.0mg,  0.12mmol]을  무수  디클로로메테인

(dichloromethane, 12mL)에 녹이고, 0℃에서 삼염화붕소(BCl3)(1.0M in 디클로로메테인, 0.35mL, 0.35mmol)를

가하고 1시간 동안 교반한 후 물을 넣어 반응을 종료하였다. 이 혼합물을 디클로로메테인 및 포화 탄산수소나트

륨(NaHCO3)으로 추출하고 유기층을 모아 무수 황산마그네슘(MgSO4)으로 유기층의 수분을 제거하고 감압 하에서

용매를 제거하였다. 남은 잔사를 실리카겔 컬럼크로마토그래피(Ethyl acetate : n-hexane = 1:2)로 분리 및 정

제하여 노란색 액체 형태의 P300-104 화합물(12.0mg, 23.6%)을 얻었다. 
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Rf  0.50  (Ethyl  acetate  :  n-hexane  =  1:1);  HPLC:  
1
H-NMR(DMSO,400MHz)δ[0074]

2.68(s,3H),3.95(s,3H),4.96(s,2H),5.75(brs,1H),6.50(dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 7.6 Hz, 1H),

6.90 (dd, J = 2.0, 2.0 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 8.0, 7.6 Hz, 1H), 7.38

(dd, J = 8.0, 7.6 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 2.4, 2.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.0

Hz,  1H),  7.65  (d,  J  =  15.6  Hz,  1H),  7.88  (d,  J  =  15.6  Hz,  1H),  9.80  (s,  1H);  
13
C-

NMR(DMSO,100MHz)29.8,56.5,74.8,111.5,111.6,112.0,114.7,115.6,119.7,120.3,122.4,122.6,127.6,128.7,129.

8,131.4,137.3,138.9,142.4,145.2,149.7,153.8,157.7,189.0ppm.

[실험예 2] MMP11(Matrix metalloproteinase 11) 억제 활성 분석[0076]

2-1. 쿠마시 브릴리언트 블루 염색[0077]

P300:103 및 P300:104의 MMP1 억제 활성을 확인하기 위해, 쿠마시 브릴리언트 블루(Coomassie Brilliant Blue;[0078]

이하 CBB라 함) 염색법을 수행하였다. 전기영동이 끝난 후 겔(gel)을 고정 용액(50% 메틸알코올, 10% 아세트산

및 H2O 함유)으로 1시간 고정시키고, staining solution(0.1% CBB, 50% 메틸알코올, 10% 아세트산 및 H2O 함

유)으로 1시간 염색시킨 후, 밴드(band)가 잘 보일 때까지 destaining solution(40% 메틸알코올, 10% 아세트산

및 H2O 함유)으로 세척하였다.

2-2. 웨스턴 블롯[0080]

P300:103 및 P300:104의 MMP1 억제 활성을 확인하기 위해, 웨스턴 블롯(western blot)을 수행하였다. 배양된[0081]

혈관내피세포를 PBS(phosphate-buffered  saline)로 세척하고, 스크래퍼로 세포를 수확하였다. 수확된 세포에

RIPA  buffer[5M  NaCl,  10%  NP-40,  디옥시콜산(deoxycholic  acid),  10%  SDS(sodium  dodecyl  sulfate),  1.5M

Tris-HCl(pH 8.0), 0.5M EDTA(ethylene-diamine-tetraacetic acid) 및 H2O 함유]를 넣고 세포를 깨어 단백질을

추출하였다. 추출된 단백질은 BCA Protein Assay Kit(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)로 정량한 후 SDS-

PAGE 겔(gel)로 분리하였다. 분리된 단백질을 니트로셀룰로오스 막(nitrocellulose membrane)에 이동시키고, 각

단백질에  특이적인  1차  항체와  2차  항체를  순서대로  붙였다.  TBST로  세척  후,  ECL  reagents(Thermo

Scientific)로 단백질의 발현을 확인하였다.

[실험예 3] 세포 독성 분석[0083]

혈관내피세포에서 P300:103 및 P300:104의 세포 독성을 확인하기 위해, 배양된 혈관내피세포를 PBS로 세척하였[0084]

다. PBS를 제거한 후, 1x Trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 떼어내었다. 세포 부유액을 1.5ml 튜브에 옮겨 원심

분리기로 세포를 모으고, 모은 세포를 100μl PBS에 넣고 재부유시킨 후 세포부유액(10μl)과 Trypan-blue(10μ

l)를 섞어주었다. 그 중에서 10μl의 혼합액을 혈구계(hemocytometer)를 이용하여 현미경으로 세포 수를 측정하

였다.

[실험예 4] 혈관내피세포 노화 억제 활성 분석[0086]

4-1. 노화 연관 베타-갈락토시다아제 염색법(SA-β-Gal assay)[0087]

P300:103  및  P300:104의  혈관내피세포  노화  억제  활성을  확인하기  위해,  노화  연관  베타-갈락토시다아제[0088]

(Senescence-associated beta-galactosidase; 이하 SA-β-Gal이라 함) 염색법을 수행하였다. 인간 혈관내피세

포에서 세포 노화 정도를 Enzolifescience 제품의 Cellular Senescence Live Cell Analysis Assay Kit를 사용

하여 측정하였다. 60mm 배양접시에 세포를 배양하였고, 배양액을 제거한 후, 1X 세포 전처리 용액을 2ml 넣고

37℃에서 2시간 배양하였다. 그 후, 200X SA-ß-Gal 기질 용액 10μl를 추가로 넣고, 37℃에서 4시간 배양하였

다.  그리고  PBS  3ml로  3번  세척  후  형광현미경을  이용하여  초록색으로  염색된  노화된  세포를  이미지

촬영하였다.
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4-2. 혈관 형성능 분석[0090]

P300:103 및 P300:104의 혈관내피세포 노화 억제 활성을 확인하기 위해, 혈관 형성능을 측정하였다. 마트리겔[0091]

(Matrigel)(BD  Bioscience)을 48-웰 플레이트에 200μL씩 넣고 37℃ 배양기에 30분 동안 중합(polymerizatio

n)시켰다. 트립신(trypsin)으로 떼어낸 혈관내피세포(4×10
4
개)를 배양액 200μl에 넣고, 경화된 마트리겔에 분

주(seeding)하였다. 그 후, 37℃ 배양기에 16시간 배양한 후, 형성된 튜브를 광학현미경으로 촬영하며, 튜브 면

적은 Fuji Multi Gauge V2.3 software(Fuji)로 측정하였다.

4-3. BrdU incorporation assay[0093]

P300:103 및 P300:104의 혈관내피세포 노화 억제 활성을 확인하기 위해, BrdU incorporation assay를 수행하였[0094]

다.  96-웰  플레이트에  분주한  혈관내피세포의  세포  분열은  Roche  제품의  BrdU(5-bromo-20  -deoxy-uridine)

Cell Proliferation Assay Kit(Cat# 11 647 229 001)를 사용하였고, 제품 프로토콜에 따라 실험을 수행하였다.

BrdU incorporation은 450nm에서 흡광도를 측정하였다.

4-4. 노화 마커 발현 분석[0096]

P300:103 및 P300:104의 혈관내피세포 노화 억제 활성을 확인하기 위해, 상기 실험예 2-2에 기재된 방식으로 웨[0097]

스턴 블롯을 수행하여 노화 마커(p53 및 p21) 발현을 측정하였다.

[실시예 1] MMP11 억제 활성 분석 [0099]

상기 실험예 2에 따라, P300:103 및 P300:104(100μM)의 MMP11 활성 억제 활성을 분석한 결과, 도 1과 같이,[0100]

MMP11의 대표적 기질(substrate)로 알려진 α1-antitrypsin 재조합 단백질과 MMP11 재조합 단백질을 혼합하였을

때  MMP11에  의해  α1-antitrypsin이  절단(cleavage)되는  것을  확인하였고,  P300:103  및  P300:104가  α1-

antitrypsin 절단(cleavage)을 감소시키는 것을 확인하였다. 상기 결과로부터, P300:103 및 P300:104는 MMP11

억제 활성을 나타내는 것을 확인하였다.

[실시예 2] 세포 독성 분석[0102]

상기  실험예  3에  따라,  혈관내피세포에  P300:103  및  P300:104를  농도별로(5  및  10μM)  처리하고,  1일  후[0103]

trypan-blue 염색을 통해 죽은 세포 개수/총 세포 개수×100(%)를 측정한 결과, 도 2와 같이, 10μM 농도까지

세포 독성이 나타나지 않는 것을 확인하였다.

[실시예 3] 혈관내피세포 노화 억제 활성 분석[0105]

상기 실험예 4에 따라, 혈관내피세포에 방사선 6Gy를 조사하여 세포 노화를 유도하고, 1일 후에 P300:103 및[0106]

P300:104(10μM)를 각각 처리한 후, 2일 후에 SA-β-Gal 활성, 혈관 형성능, BrdU incorporation 및 노화 마커

(p53 및 p21) 발현을 측정하였다. 그 결과, 도 3과 같이, 방사선 조사군에서 대조군(방사선 미조사군) 대비 세

포 노화가 유도되어 SA-β-Gal 활성이 증가하고, 혈관 형성능이 감소하였다. 반면, P300:103 및 P300:104 처리

군에서 방사선 조사군 대비 SA-β-Gal 활성이 감소하고, 혈관 형성능이 증가하는 것을 확인하였다. 또한, 도 4

와 같이, 방사선 조사군에서 대조군(방사선 미조사군) 대비 세포 노화가 유도되어 BrdU incorporation이 감소하

고, 노화 마커인 p53 및 p21 발현이 증가하였다. 반면, P300:103 및 P300:104 처리군에서 방사선 조사군 대비

BrdU incorporation이 증가하고, p53 및 p21 발현이 감소하였다. 상기 결과로부터, P300:103 및 P300:104가 혈

관내피세포 노화 억제 활성을 나타내는 것을 확인하였다. 

 [0107]

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이[0108]
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러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백하다. 즉, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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