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(54) B형 간염 치료에 1,3-옥사티올란 뉴클레오시드 유사체를 사용하는 방법

요약

본 발명은 B형 간염 치료용 약제를 제조하는데 하기 식(I)의 화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 
유도체를 사용하는 방법에 관한 것이다.

명세서

[발명의 명칭]

B형 간염 치료에 1, 3-옥사티올란 뉴클레오시드 유사체를 사용하는 방법

[발명의 상세한 설명]

본 발멍은 바이러스 감염 치료에 뉴클레오시드 유사체를 사용하는 방법에 관한 것이다. 더욱 구체적으로
는 간염, 특히 B헝 간염의 치료에 1,3-옥사티올란 뉴클레오시드 유사체를 사용하는 방법에 관한 것이다.

B헝 간염은 혈액 및 혈액 산물, 오염된 주사기와 같은 오염된 물질에 의해 경구적으로 또는 
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비경구적으로,  성적으로  및  감염된  또는  보균자  모체로부터  자손에게  수직  전염되는  바이러스성 
질환이다. 이 질환이 보편적으로 만연되어 있는 세계의 일부 지역에서, 수직적 전염은 어린시기에 B형 간
염의  만성적인  보균자가  되는  감염  개체의  비율을  높인다.  전세계적으로  B형  간염  보균자의  수는 
280,000,000명이 되는 것으로 추정된다. 현재 B형 간염 감염의 치료에 효과적인 화학치료제는 없다.

다수의 뉴클레오시드 유도체가 B형 간염 바이러스에 대항하는 활성을 가지고 있는 것으로 공지되어 있다.

EPA 0206497은 B형 간염 바이러스에 대항하는 활성을 비롯하여 항바이러스 활성을 가진 다수의 2', 3'-디
데옥시 푸린 및 피리미딘 뉴클레오시드에 대해 기재하고 있다.

EPA 0302760은 B형 간염 감염 치료에 2', 3'-디데옥시 푸린 뉴클레오시드를 사용하는 방법을 기술하고 있
다.

WO 90/14079에는 2', 3'-디데옥시시티딘을 투여하여 B형 간염을 치료하는 방법이 기재되어 있다.

WO 90/14091은 2', 3'-디데옥시구아노신, 2', 3'-디데옥시아데노신 또는 2', 3'-디데옥시이노신을 투여하
여 B형 간염을 치료하는 방법을 기술하고 있다.

유럽 특허 출원 공개 번호 0 382 526에는 항바이러스 활성, 특히 AIDS의 원인균인 HIV에 대항하는 활성을 
가진 일련의 1,3-옥사티올란 뉴클레오시드 유사체에 대해 기재되어 있다.

PCT 특허 출원 공개 번호 W091/17159에는 화합물(2R,시스)-4-아미노-1-(2-히드록시메틸 -1, 3-옥사티올란
-일 )-(1H) -피리미딘-2-온(3TC로도 공지됨) 및 HIV 감염 치료에 이 화합물을 사용하는 방법이 기슬되어 
있다. 3TC는 EPA 0382526에 기재된 화합물중 하나(BCH-189)의 (-)-에난티오머이다. 본 발명자들은 BCH-
189 및 3TC를 비롯한 BCH-189의 각 에난티오머가 생체외 및 생체내 둘다에서 B형 간염 바이러스에 대해 
활성을 가진다는 것을 밝혀냈다.

따라서 본 발명은 첫번째 양태에 있어, 하기 식(I)의 화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체
를 유효량 투여하는 것을 포함하여 B형 간염 바이러스로 감염되거나 감염되기 쉬운 인체를 비롯한 동물의 
치료 방법을 제공한다:

화학식 1

추가의 또는 또다른 양태에 있어서는, B형 간염 치료용 약제를 제조하는데 사용하기 위한 상기 식(I)의 
화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체가 제공된다.

당업자라면 알 수 있듯이, 본 명세서에서 치료의 개념은 만성적인 감염 또는 증상의 치료뿐만아니라 예방
까지도 포함한다.

또한 당업자라면 알 수 있는 바와 같이, 식(I)의 화합물은 시스 화합물로 두개의 키랄 중심(상기 식(I)에
서 *로 표시)을 포함한다. 따라서 이 화합물은 두개의 에난티오머, 각각 하기 식(Ia) 및 하기 식(Ib)의 
화합물로 존재한다.
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화학식 2

화학식 3

식(I)의  화합물은  라세미  혼합물이나  그것의  (-)-에난티오머의  형태인  것이  바람직하지만,  식(Ia)  및 
(Ib)화합물의 혼합물은 어떠한 비율로라도 본 발명에 사용될 수 있다.

식 (I)의 화합물은 시스-4-아미노-1-(2-히드록시메틸-1,3-옥사티올란-5-일)-(1H)-피리미딘-2-온의 화학명
을  가진다.  이것은  또한  BCH-189로도  공지되어  있다.  (-)-에난티오머는  화학명 (-)-시스-4-아미노-1-
(2-히드록시메틸-1,3-옥사티올란-5-일 )-(1H)-피리미딘-2-온을 가지며, 화학명(2R, 시스)-4-아미노-1-(2-
히드록시메틸-1,3-옥사티올란-5-일 )-(1H)-피리미딘-2-온인 식(Ib) 화합물의 절대 입체화학을 가진다. 이
것은 또한 3TC로도 공지되어 있다.

(-)-에난티오머 사용시, 대응 (+)-에난티오머가 거의 없는 것이, 다시말하면, 약 5% w/w이하, 바람직하게
는 약 2% w/w이하, 특히 약 1% w/w이하의 (+)-에난티오머가 존재하는 것이 바람직하다.

용어 약제학적으로 허용되는 유도체는 수혜자에게 투여시 식(I)와 화합물 또는 그것의 항바이러스 활성 
대사물질 또는 잔류물을(직접 또는 간접) 제공할 수 있는 식(I) 화합물 또는 기타 다른 화합물의 약제학
적으로 허용되는 염, 에스테르 또는 에스테르의 염을 의미한다.

당업자라면 알 수 있듯이, 식(I)의 화합물은 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체가 제공되도록 두 염기 
부위의 작용기와 옥사티올란 고리의 히드록시메틸기에서 변형될 수 있다. 이러한 모든 작용기의 변형도 
본 발명의 범주내의 포함된다. 그러나 특히 관심끄는 것은 옥사티올란 고리의 2-히드록시메틸기의 변형에 
의해 수득된 약제학적으로 허용되는 유도체(예, 에스테르)이다.

식(I) 화합물의 바람직한 에스테르에는 OH가 카르복실 작용기 [이때 에스테르 그룹의 비-카르보닐 
부위 R은 수소, 직쇄 또는 측쇄 알킬(예, 메틸, 에틸, n-프로필, t-부틸, n-부틸), 알콕시알킬(예, 메톡
시메틸), 아랄킬(예,벤질), 아릴옥시알킬(예, 페녹시메틸), 아릴(예, 할로겐, C1-4알킬 또는 C1-4알콕시로 

임의 치환된 페닐); 치환된 디히드로 피리디닐(예, N-메틸디히드로  피리디닐); 알킬 - 또는 아랄킬설포
닐(예, 메탄설포닐)과 같은 설포네이트 에스테르; 설페이트 에스테르, 아미노산 에스테르(예, L-발릴 또
는 L-이소로이실) 및 모노-, 디- 또는 트리-포스페이트 에스테르중에서 선택됨]로 치환된 화합물을 포함
한다.

하나이상의 카르복실기를 포함하는 카르복실산, 예를들면 디카르복실산HO2C(CH2)nCO2 H(이때,  n은 1  내지 

10의 정수)(예, 숙신산) 또는 인산과 같은 다중작용산으로부터 유도된 에스테르도 또한 상기 에스테르의 
범주내에 포함된다. 이러한 에스테르를 제조하는 방법은 잘 알러져 있다(참조예, Hahn etal., Nucleotide 
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Dimers  as  Anti  Human  Immunodeficiency  Virus  Agents,  Nucleotide  Analogues,  pp.  156-159(1989)  및 
Busso  et  at.  ,  Nucleotide  Dimers  Suppress  HIV-  Expression  in  Vitro,  AIDS  Research  and  Human 
Retrovituses, 4(6) , pp 449-455(1988).

전술한 에스테르에 있어, 특별히 명시하지 않는 한, 존재하는 알킬 부위는 1 내지 16개의 탄소 원자, 특
히 1 내지 4개의 탄소 원자를 포함하는 것이 유리하며, 하나이상의 이중 결합을 포함할 수 있다. 이러한 
에스테르에 존재하는 아릴 부위는 페닐기를 포함하는 것이 유리하다.

륵히 에스테르로는 C1-16알킬 에스테르, 비치환된 벤조일 에스테르 또는 적어도 하나의 할로겐(브롬, 염소, 

불소 또는 요오드), C1-6알킬, 포화 또는 불포화된 C1-6알콕시, 니트로 또는 트리플루오로메틸기로 치환된 

벤조일 에스테르가 가능하다.

식(I) 화합물의 약제학적으로 허용되는 염은 약제학적으로 허용되는 무기 및 유기산과 염기로부터 유도된 
것을 포함한다. 적합한 산의 예로는 염산, 브롬산, 황산, 질산, 과염소산, 푸마르산, 말레산, 인산, 글리
콜산, 락트산, 살리실산, 숙신산, 톨루엔-p-설폰산, 타르타르산, 아세트산, 시트르산, 메탄설폰산, 포름
산, 벤조산, 말론산, 나프탈렌-2-설폰산 및 벤젠설폰산이 포함된다.

옥살산과 같은 다른 산들은 그 자체로는 약제학적으로 허용되지 않지만, 본 발명의 화합물 및 그것의 약
제학적으로 허용되는 산부가염을 얻기 위한 중간체로서 유용한 염을 제조하는데 유용할 수도 있다.

적합한 염기로부터 유도된 염에는 알칼리 금속(예, 나트륨)염, 알칼리 토금속(예, 마그네슘)염, 암모늄염 
및 NR4+(이때, R은 C1-4알킬)염이 포함된다.

이후, 본 발명에 따른 화합물이란 식(I)의 화합물 및 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체 둘다를 포함
하는 것으로 언급된다.

식(I)의  화합물  및  그것의  각  에난티오머는  유사  구조의  화합물  제조에  관한  당해기술분야에  공지된 
방법, 예를들면 EPA 0 382 526 또는 WO91/17159(둘다 본 명세서에 참고로 인용되어 있음)에 기재된 방법
에 의해 제조할 수 있다.

라세미 혼합물 및 각 에난티오머 둘다로서 식(I)의 화합물은 생체외 및 생체내 둘다에서 B헝 간염 바이러
스를 억제하는 것으로 밝혀졌다.

치료용으로 필요한 본 발명 화합물의 양은 선택한 화합물 종류뿐 아니라, 투여 경로, 치료받을 증세의 특
성 및 환자의 연령 및 상태에 따라 달라지며 최종적으로 수행 처치의 또는 수의사의 판단에 따른다. 그러
나 일반적으로 적합한 투여용랑는 1일에 약 0.1 내지 약 750mg/체중 ㎏의 범위, 바람직하게는 0.5 내지 
60mg/kg/일의 범위, 가장 바람직하게는 1 내지 20mg/kg/일의 범위이다.

바람직한 투여용량은 1회분으로 또는 적절한 간격, 예를들면 1일에 2,3,4 또는 그이상의 소-용량으로 투
여하는 분할 용량으로 제시하는 것이 편리할 수 있다.

본 화합물은 예를들면 단일 투여량 형태당 10 내지 1500mg, 편리하게는 20 내지 1000mg, 가장 편리하게는 
50 내지 700mg의 활성 성분을 포함하는 단위 투여량 형태로 투여하는 것이 편리하다.

활성 성분은 약 1 내지 약 75μM, 바람직하게는 약 2 내지 50μM, 가장 바람직하게는 약 3 내지 약 30μM
의 활성 화합물의 최고 혈장 농도를 얻도록 투여하는 것이 이상적이다. 이것은 예로들면 임의로 식염수중
의 활성 성분의 0.1 내지 5% 용액을 정맥내 주사하거나 약 1 내지 약 l00mg의 활성 성분을 포함하는 환괴
를 경구 투여함으로써 달성할 수 있다. 바람직한 혈중 레벨은 약 0.01 내지 약 5.0mg/kg/시간을 제공하도
록 연속 침출시키거나 약 0.4 내지 약 15mg/kg의 활성 성분을 포함하는 간헐적 침출에 의해 유지시킬 수 
있다.

치료용으로, 본 발명의 화합물을 미정제 화학물질로서 투여하는 것도 가능하지만, 약제로서 활성 성분을 
제공하는 것이 바람직하다.

약제는 식(I)의 화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체를 1종이상의 약제학적으로 허용되는 
담체 및 임의로 다른 치료 및/또는 예방용 성분과 함께 함유하게 된다. 이때 담체는 제제의 다른 성분과 
상용가능하고 그 수혜자에게 유해하지 않다는 의미에서 '허용가능'해야 한다.

약제는 경구 투여, 직장투여, 비강투여, 질내 투여 또는 비경구(근육내, 피하내 및 정맥내 포함)투여에 
적합한 제제 또는 흡입 또는 취입에 의한 투여에 적합한 형태를 포함한다. 제제는 적합하다면 별도의 투
여량 단위로 제공하는 것이 편리할 수 있으며 약학 분야에 잘알려진 방법에 의해 제조할 수 있다.

모든 방법은 활성 화합물을 액상 담체나 미분된 고체 담체 또는 둘다와 혼합한 후, 필요에 따라, 생성물
을 목적 제제로 성형시키는 단계를 포함한다.

경구 투여에 적합한 약제는 각기 소정량의 활성 성분을 포함하는 캅셀제, 카세제, 또는 정제와 같은 별도
의 단위로서; 분말 또는 과립제로서; 용액, 현탁액 또는 유화액으로서 제공하는 것이 편리할 수 있다. 활
성 성분은 또한 환괴, 지제 또는 페이스트로서도 제공될 수 있다. 경구 투여용 정제 및 캅셀제는 결합제, 
충전제, 윤활제, 붕해제 또는 습윤제와 같은 통상의 부형제를 함유할 수도 있다. 정제는 당해 기술분야에 
잘 알려진 방법에 따라 피복할 수 있다. 경구용 액상 제제는 예를들면 수성 또는 유성 현탁액, 용액, 유
화액, 시럽 또는 엘릭시르의 형태로 존재할 수 있거나, 사용전 물 또는 기타 적합한 비히클로 구성하기 
위한 건조 생성물로서 제시될 수 있다. 이러한 액상 제제는 현탁화제, 유화제, 비-수성 비히클(식용유를 
포함할 수도 있음) 또는 방부제와 같은 통상적인 첨가제를 포함할 수도 있다.

본 발명에 따른 화합물은 비경구 투여(예, 주사, 예컨대 환괴 주입 또는 연속 침출에 의해)를 위해 제형
화할 수도 있고, 앰풀, 사전 충전된 주사기, 소량 침출 또는 다수회분 용기중에 방부제를 첨가하여 단위 
투여량 헝태로 제시될 수도 있다. 조성물은 유성 또는 수성 비히클중의 현탁액, 용액 또는 유화액과 같은 
형태틀 취할 수 있고 현탁화제, 안정화제, 및/또는 분산제와 같은 제형화용 제제를 포함할 수도 있다. 대
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안방법으로, 활성 성분은 사용전 적합한 비히클(예, 멸균수, 피로겐-부재수)로 구성하기 위한, 무균 고체
의 멸균 분리 또는 동결건조에 의해 용액으로부터 수득된 분말 형태로 존재할 수도 있다.

담체가 고체인 직장 투여에 적합한 약제는 단위 투여량 좌제로서 제시하는 것이 가장 바람직하다. 적합한 
담체에는 코코아 버터 및 당해 기술 분야에 통상적으로 사용되는 다른 물질이 포함되며, 좌제는 활성 화
합물을 연화 또는 용융된 담체(들)와 부가혼합한 후, 냉각시키고 주형내에서 성형시킴으로서 형성시키는 
것이 편리할 수 있다.

질내 투여에 적합한 제제는 활성 성분외에, 적합한 것으로 해당분야에 공지된 감체를 포함하는 페사리, 
탬폰, 크림, 젤, 페이스트, 포움 또는 분무제로서 제시할 수도 있다.

비강내 투여용으로, 본 발명의 화합물은 액상 분무제 또는 분산성 분말 또는 적제의 형태로 사용될 수 있
다.

적제는 1종이상의 분산제, 용해화제 또는 현탁제를 포함한 수성 또는 비-수성 염기를 사용해서 제형화시
킬 수도 있다. 액상 분무제는 압력팩으로부터 사출되는 것이 편리하다.

흡입에 의한 투여용으로, 본 발명에 따른 화합물은 취입기, 연무기 또는 압력 팩 또는 에어로졸 분무제를 
사출하는 기타 편리한 수단으로부터 사출하는 것이 편리하다. 압력 팩은 디클로로디플루오로메탄, 트리클
로로플루오로메탄, 디클로로테트라플루오로에탄, 이산화 탄소 또는 다른 적합한 기체와 같은 적합한 추진
제를 포함할 수 있다. 압력 에어로졸의 겅우, 투여량 단위는 계측된 양을 사출하는 밸브를 제공함으로써 
결정할 수 있다.

대안 방법으로, 흡입 또는 취입에 의한 투여용으로, 본 발명에 따른 화합물은 건조 분말 조성물의 형태, 
예를들면 화합물과 락토오즈 또는 전분같은 적합한 분말 기제의 분말 혼합물을 취할 수 있다. 분말 조성
물은 단위 투여량 형태, 예를들면 캅셀제 또는 카트리지 또는 젤라틴 또는 흡입기나 취입기에 의해 투여
할 수 있는 분말이 들어 있는 밭포 팩으로 제공될 수 있다.

필요에 따라, 활성 성분의 지속적인 방출을 유지하도록 한 전술한 제제가 사용될 수 있다.

본 발명에 사용하기 위한 약제 조성물은 또한 항미생물제 또는 방부제와 같은 다른 활성 성분을 포함할 
수도 있다.

본 발명에서 사용하기에 적합한 제제는 예컨대 EPA 0382526 및 WO 91/17159에 기재되어 있다.

본 발명의 화합물은 다른 치료제, 예를들면 다른 항감염제와 함께 사용될 수도 있다. 특히, 본 발명의 화
합물은 공지의 항바이러스제와 함께 사용될 수 있다.

전술한 배합물은 사용을 위해 약제의 형태로 제시하는 것이 편리할 수도 있으며 따라서 약제학적으로 허
용되는 담체와 함께 전술한 배합물을 포함하는 약제도 본 발명의 또다른 양태를 이룬다.

이러한 배합물의 각 성분은 별도의 약제 또는 배합 약제로서 연속적으로 또는 동시에 투여할 수 있다.

식(I)의 화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체를 동일한 바이러스에 대해 활성을 가진 제 2
의 치료제와 함께 사용할때, 각 화합물의 투여량은 이 화합물을 단독 사용할때의 양과 동일하거나 상이할 
수 있다.

적절한 투여용량은 당업자라면 쉽게 결정할 수 있다.

본 발명은 하기 실시예에 의해 예시되며, 이는 본 발명을 제한하는 것으로 해석되어서는 안된다.

[실시예 1]

생물학적 활성

(A) 신생의 집오리를 DHBV로 감염시켰다. 감염시킨지 5 내지 7일후, 집오리로부터 혈액 샘플을 취하고 특
이적 DNA  프로브와의 도트 하이브리드화를 이용하여 DHBV  DNA에 대해 검사하였다(Mason  et  al,,  Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 79,3997-4001(1982)). 도트-블롯이 포지티브인 집오리로부터 간을 분리해 내어 이
를 사용함으로써 전술한 바와 같이 DHBV로 감염된 1차 간세포 배양액을 생성하였다(Tuttleman et al. , 
J. of Virology, 58, 17-25). 배양 2일후, 배양 배지에 항바이러스제를 첨가하였다. 이틀마다 특정 시간
에 배지를 교체해 주고, 세포를 분리하여 전체 DNA를 추출하였다.

하기 과정에 따라, DNA를 니트로셀룰로오스상에 스포팅하고 
32
P-표지된 DHBV  DNA  프로브로 탐침하였다. 

DHBV-감염된 간세포로부터 DNA를 추출해내고 니트로셀룰로오스 필터상에 스포팅하였다. 전술한 
32
P-닉크

(nick)  해독된 -DHBV  DNA(pDH-010=DHBV)프로브를 사용하였다. 도말후 여러번 6-cm  세포 배양액으로부터 
DNA를 추출하였다. VC 그룹에서, 2,6,8,10,14,18 및 20일째에 세포를 수확하였다. 2중 샘플을 14, 18 및 
20일째에 스포팅하였다.

약물-치료한 그룹에서, 8, 14 및 20일째에 세포를 수확하였다. 도말후 2일째에 배양액에 약물을 첨가하고 
이틀마다 배지를 전체적으로 교체하였다. 표준 페놀추출법을 이용하여 세포들로부터 전체 세포내성 DNA를 

추출하였다. 6-cm 직경의 페트리 접시내의 세포(대략 5 × 10
6
 세포)를 0.2% SDS, 150mM 트리스-HCl(pH 

8.0), 10mM EDTA, 5mM EGTA 및 150mM NaCl을 포함하는 용균용 완충액중에서 용균시켰다. 세포 용균물을 
37℃에서 2시간동안 0.5mg/ml의 프로나제 E(Sigma  로부터 입수)로 분해하고 20mM  트리스 HCl(pH  7.5), 
0.5mM EDTA 및 0.1% 8-히드록시퀴놀린으로 포화된 동량의 페놀로 추출함으로써 단백질 분해시켰다.

농축된  암모늄  아세테이트(pH  7.0(2.5M))을  수성상에  첨가하여  0,25M  암모늄  아세테이트  용액을 
수득하고, 2 용적의 100% 에탄올로 핵산을 침전시켰다.

핵산의 펠릿을 에탄올로 세척하고 건조시켰다. 12.5mM 트리스 HCl(pH 7.5), 10mM EDTA, 30% 글리세롤 및 
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0.01% 브로모페놀 블루를 함유하는 용액중에 DNA를 용해시켰다. DNA 샘플의 1/12을 도트-블롯 분석을 위
해 니트로셀룰로오스상에 스포팅 하였다.

시험 약물의 활성을 0(활성무) 내지 ++++(높은 활성)로 등급을 매겼다.

시험  화합물은  시스-2-아미노-1-(2-히드록시-메틸-1,3-옥사티올란-5-일  )-(1H)-피리미딘-2-온(라세미체 
및 (-)-에탄티오머 둘다로서 식(I)의 화합물) 및 2종의 공지된 B형 간염 억제제, 2',3'-디데옥시-구아노
신(ddG) 및 2,6-디아미노푸린-9-β-D-2',3'-디데옥시리보푸라노시드(ddDAPR) (유럽특허출원공개 제 0 302 
760호)였다.

상기 시험 결과는 표 1에 제시되어 있다.

(B) 인체 B형 간염에 대한 시험결과

(i) 380㎍/㎖ 제네티신(Geneticin, GIBCO no. 860-18111J, G418 설페이트)및 10% 소 태자 혈청이 보강된 
MEN중에서 6개의 웰 평판에 인체의 B형 간염 바이러스로 감염된 Hep G2 세포의 단일층을 준비하고 세포가 
75%이상 전면 생장했을때 이 단일층을 사용하였다.

약뭍의 원료 용액을 PBS중에서 1mg/ml로 제조하였다. 약물이 이 정도까지 용해되지 않는다면, 현탁액을 
42℃로 가온하고 에탄올을 첨가하거나 낮은 최종 농도로 약물을 용해시켰다.

약물의 원료 용액을 MEM(상기와 같이 보강된)중에 10㎍/ml의 최종 농도로 희석시켰다.

세포 단일층으로부터 배지를 제거하고 약물을 함유한 새로이 제조된 배지로 교체하였다. 각 분석에 2㎖/
웰과 삼중 웰을 사용하였다.

배지를 제거하고 14일동안 이틀마다 약물을 함유한 새로운 배지로 교체하였다(즉, 약물 용액 7회 교체).

각 웰로부터 배지를 제거하고 1ml PBS로 세포를 세척하였다. 2ml/웰의 RIPA 완충액(0.15M NaCl, 1% 나트
륨 데옥시콜레이트, 1% 트리톤 X-100, 0.1% SDS, 0.01M 트리스 HCl, pH 7.4)을 첨가하고 고무 폴리스맨으
로 긁어내어 웰로부터 세포를 제거하였다. 그 후, 세포를 시험관으로 이전시켰다.

1ml 클로로포름을 각 시험관에 첨가하고 볼텍스(vortex) 혼합기로 혼합하였다. 그후 1ml 페놀(20mM 트리
스, 1mM EDTA, 및 0.1% 히드록시퀴놀린)을 각 시험관에 첨가하고 시험관을 원심분리시킨 후, 1ml의 수성
층을 제거하였다.

암모늄 아세테이트를 0.2M로 첨가하고 2.5 용적의 빙냉 에탄올과 혼합한다.

혼합물을 -20℃에서 밤새 방치하여 DNA를 침전시켰다. 원심분리에 의해 DNA를 펠릿화시키고 냉각 에탄올
중에서 1회 세척한 후, 건조시켰다.

펠릿을 4℃에서 밤새 방치하고 단시간(20초) 초음파처리하여 트리스(10mM) EDTA(1mM)완충액 200μl 중에 
용해시켰다. 각 샘플 20μl를 나일론 막에 점재시키고 HBV DNA 프로브와 도트 하이브리드화시켰다.

그 결과는 표 2a에 제시되어 있다.

(ii) 이 시험에 사용된 방법은 문헌 Korba et al., Antiviral Research 15, 217-228, 1992에 상세히 기술
되어 있으며, 이하에서는 그 방법을 요약한다.

인체 B형 간염 바이러스 게놈형 DNA로 형질감염된 Hep G2 세포(2.2.15세포)를 5% 소 태자 혈청, 2mM 글루
타민 및 50μg/ml 젠타마이신 설페이트를 함유한 RPMI1640 배양 배지중에서 성장시키고 유지시킨후, G418 
내성에 대해 정상적으로 검색하였다. 2.2.15 세포 배양액을 24개 웰 조직 배양 평판에서 전면 생장시키고 
약물 처리이전에 그 조건에서 2 내지 3일간 유지시켰다.

약물을 최고 시험 농도보다 100배 높은 농도에서 멸균수 또는 수중의 50% 멸균 DNSO중에 용해시켰다. 이
들 용액을 필요에 따라 배양 배지중에서 희석하였다.

전면 생장 세포상의 배양 배지를 시험 화합물 노출 24시간전에 교체하였다.

처리 10일간 배양 배지를 매일 교체하였다. 처리 10일후, HBV DNA 분석을 위해 배양 배지를 수거하고 -70
℃에서 동결시켰다.

세포외성 HBV DNA 분석을 위해, 배양 배지의 샘플 0.2ml를 1M NaOH/10X SSC(1X SSC는 0.15M NaCl/0.015M 
나트륨 시트레이트, pH 7.2)중에서 25℃로 20분간 배양한후, 블로팅 장치를 이용하여 20X SSC중에 예비침
지시킨 니트로셀룰로오스 막에 적용시켰다. 0.5ml의 1M  트리스(pH  7.2)/2M  HaCl로 2회 및 0.5m1의 20X 
SSC로 1회 세척하여 샘플을 중화시켰다. 그 후 2X SSC중에 필터를 헹구고 진공하에 80℃에서 1시간동안 
베이킹하였다.

정제된 3.2kb EcoRl HBV DNA 단편을 닉 해독에 의해[
32
P]dCTP로 표지시키고 이를 프로브로 사용하여 DNA 

하이브리드화에 의해 도트-블롯상에서 HBV DNA를 검출하였다, 세척후, 하이브리드화된 블롯을 건조시키고 

앰비스 베타 스캐너를 사용하여 
32
P를 정량하였다.

그 결과는 표 2b에 제시되어 있다.
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[표 1]

[표 2a]
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[표 2b]

ddC = 2',3'-디데옥시시티딘

cdG = 카르보시클릭 데옥시구아노신

araAMP = 아데노실아라비노사이드-5'-모노포스페이트

(57) 청구의 범위

청구항 1 

하기 식(I)의 화합물 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체를 함유하는, B형 간염 감염을 앓고 있는 
인체를 포함하여 포유 동물을 치료하기 위한 약제:

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 B형 간염 감염이 인체 B형 간염인 것을 특징으로 하는 약제.

청구항 3 

제1항에  있어서,  상기  식(I)의  화합물이 (±)-시스-4-아미노-1-(2-히드록시메틸-1,3-옥사티올란-5-일)-
(1H)-피리미딘-2-온 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체를 포함하는 것을 특징으로 하는 약제.

청구항 4 

제1항에  있어서,  상기  식(I)의  화합물이 (-)-시스-4-아미노-1-(2-히드록시메틸-1,3-옥사티올란-5-일)-
(1H)-피리미딘-2-온 또는 그것의 약제학적으로 허용되는 유도체를 포함하는 것을 특징으로 하는 약제.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 식(I)의 화합물이 에난티오머 형태상 거의 순수한 (-)-시스-4-아미노-1-(2-히드록
시메틸-1,3-옥사티올란-5-일)-(1H)-피리미딘-2-온으로 주로 구성되어 있는 것을 특징으로 하는 약제.

청구항 6 

제1항 내지 제5항중 어느 한 항에 있어서, 상기 식(I)의 화합물이 경구 투여에 적합하도록 된 것임을 특
징으로 하는 약제.

청구항 7 
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제1항 내지 제5항중 어느 한 항에 있어서, 상기 식(I)의 화합물이 비경구 투여에 적합하도록 된 것임을 
특징으로 하는 약제.

청구항 8 

제1항 내지 제5항중 어느 한 항에 있어서, 상기 식(I)의 화합물이 단위 투여량 형태인 것을 특징으로 하
는 약제.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 식(I)의 화합물이 10 내지 1500 mg 의 양으로 존재하는 것을 특징으로 하는 약제.
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