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(54) 일산화질소 생산을 억제하기 위한 테트라사이클린 화합물을 포함하는 약제학적 조성물

요약

본 발명은 생체내, 실험관내 또는 생체외 생물학적 시스템에서 일산화질소(NO)의 생산을 억제하는 방법에 관한 것이다.

본 방법은 NO의 생산을 억제하고/하거나 동형의 유도성 일산화질소 신타제(iNOS)의 발현 또는 활성을 억제하는 테트라

사이클린 화합물을 사용한다. 바람직하게는, 테트라사이클린 화합물은 메탈로프로테이나제에 대해 억제 활성을 갖는다.

또한, 생물학적 시스템내에서 항세균 활성을 거의 가지지 않거나 전혀 가지지 않는 양의 테트라사이클린을 상기 생물학적

시스템에 제공하는 것이 바람직하다. 따라서, 바람직한 테트라사이클린 화합물은 자체의 항미생물 활성이 감소되거나 제

거되도록 개질된 테트라사이클린 화합물이다. 이 방법은 예를 들어, 염증 상태를 포함하는, iNOS에 의해 중재된 NO 생산

으로 특징화되는 포유동물에서의 의학 상태를 치료하는데 사용될 수 있다.

대표도

도 1A

색인어

일산화질소 생산 억제, 테트라사이클린

명세서

배경기술

본 발명은 생물학적 시스템에서 일산화질소의 생성을 감소시키기 위한 방법에 관한 것이다. 더욱 특히, 본 발명은 포유 동

물에서 유도성 일산화질소 신타제의 억제에 관한 것이다.
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일산화질소(이후, NO라고 칭함)는 최근에 각종 세포에 의해 생산되어 이들 세포에 작용하며, 염증 및 자가면역-중재된 조

직 파괴에 관여하는 다기능 중재자인 것으로 인식되고 있다. NO 생산은 일산화질소 신타제(또한 일산화질소 신테타제라

고도 함, 이후 NOS로 칭함)라 불리는 편재하는 효소 군에 의해 촉매된다. NOS는 L-아르기닌(일반적인 아미노산)의 L-시

트룰린 및 일산화질소로의 혼합 작용적 산화를 촉매하는, 포유 동물에서 천연적으로 발현되는 효소이다. 이 효소는 L-아

르기닌의 구아니디노 질소를 제거하여 일산화질소를 형성시킨다. 몇몇의 동형 NOS 효소가 확인되었으며, 이들은 일반적

으로 2개의 유형으로 분리된다: 구성적 NOS(이후 cNOS라고 칭함) 및 유도성 NOS(이후 iNOS라고 칭함). 일부 NOS 효소

의 유형 및 작용에 관한 추가의 세부 사항이 예를 들어, 미국 특허 제5,478,946호 및 제5,468,630호에 밝혀져 있으며, 이

들 전체의 기술은 본원에서 참조로 인용된다. 사람 유도성 NOS를 발현시킬 수 있는 cDNA 클론은 미국 특허 제5,468,630

호에 기술되어 있다.

NOS 효소의 일산화질소 생성물은 형성시 관련되는 동형 NOS 효소에 따라 시그날 분자 또는 유효기 분자로서 작용하는

것으로 여겨진다. 구성적 형태의 NOS는 소량의 NO를 생산하며, 이는 구아닐레이트 사이클라제를 활성화시켜 사이클릭

구아노신 모노포스페이트(cGMP)를 형성시킨다. 결국, cGMP는 내피-의존성 근육 이완 및 신경 전달을 포함하는 몇가지

특이적 작용을 중재한다. 대조적으로, NO는 유도성 일산화질소 신타제(iNOS)로 지명된 유도성의 동형 효소에 의해 다량

생산된다. iNOS에 의해 생산된 NO는 대식구의 세포독성 활성을 중재하는 것으로 여겨진다. iNOS를 생산하는 다른 세포

는 내피 세포, 신경망, 쿠퍼 세포(Kupffer cell) 및 간 세포, 및 사이토킨에 의해 자극된 뮤린 섬유아세포를 포함한다. NO는

또한 뇌에서의 화학적 전령자(messenger)이며, 별개의 동형 NOS에 의해 생산되는 것으로 여겨진다.

몇몇의 생리학적 활성은 NO에 기인하고 있다. 히스타민 및 브래디키닌과 같은 혈관활성제는 NO 생산을 자극한다. NO는

혈류 및 혈관 투과성을 증가시키는 강력한 혈관확장제이다. 인터루킨-1(IL-1)은 췌장 섬(pancreatic islet)에서 iNOS의

발현을 유도한다. NO는 췌장 섬 작용에 있어 IL-1의 억제 효과의 중재자인 것으로 여겨진다. iNOS의 다른 유도자는 세균

내독소이며, 이는 NO가 내독소 쇽 또는 패혈성 쇽의 중재자로서 관여함을 나타낸다. 효소의 다른 유도자는 감마 인터페론,

종양 괴사 인자 및 기타 염증성 사이토킨(참조: Collier et al., 1989)을 포함한다. 예를 들어, 종양 괴사 인자는 패혈성 쇽

과 관련된 전신계적 저혈압에 관련되는 것으로 여겨진다.

NOS는 또한 다양한 염증 조직에서 과발현(증가된 양으로 및 종종 비정상적인 양으로 발현)되며, NO 합성 및 작용의 중재

가 염증 및 자가면역 상태의 치료에 있어 새로운 시도를 제공할 수 있다는 가설을 가져왔다(참조: Vane et al. 1994,

Schmidt et al. 1994). 반(Vane) 및 공동 연구자는 NO가 동물 모델에서 염증의 중요한 중재자임을 암시하였다(참조:

Vane et al. 1994). 시험하는 경우, NO 형성은 자가면역 질환(즉, 류마티스 관절염, 전신 홍반성 낭창, 궤양성 대장염 및

크론 질환)에서 증가되는 것으로 밝혀졌으며, 몇몇의 전통적인 염증 증상(홍반 및 혈관 누출)은 NOS 억제제에 의해 회복

된다(참조: Schmidt et al. 1994, Nathan et al. 1994, Marletta 1994). 조직 손상의 중재자로서 NO에 대한 가장 주목할

만한 사실은 이러한 질환의 동물 모델을 수행한 연구(참조: McCartney-Francis et al. 1993, Stefanovic-Racic et al.

1994) 및 사람 골관절염의 연구(OA)(참조: Amin et al. 1995a)와 류마티스 관절염(RA)의 연구(참조: Sakurai et al.

1995)를 포함하는 관절염 연구에서 밝혀졌다.

최근에 사람 OA의 영향을 받은 연골은 생체외 조건하에서 연골 손상을 유발하기에 충분한 양의 NO를 자발적으로 방출할

수 있는 것으로 관측되었다(참조: Amin et al. 1995a). "골관절염-영향을 받은 NOS"(OA-NOS)로 지명된 유도성 NOS는

OA-영향받은 연골에서 과발현되지만, 정상의 연골에서는 검출되지 않는다. 유도성 OA-NOS는 신경 NOS(α-NOS 항체

중 자체의 분자량 및 항체 가교-반응성에 기준) 및 133kD iNOS(NF-κB 및 사이클로헥스이미드에 민감함, IL-1β +

TNFα + LPS에 의해 상향조절됨)과 유사한 특성을 갖는다. NO는 매트릭스 분해를 효능화시키며, 이는 프로테오글리칸

및 콜라겐 유형 II 합성의 억제(참조: Taskiran et al. 1994, Cao et al. 1996) 및 메탈로프로테이나제 활성의 상향조절(참

조: Murrell et al. 1995)을 포함한다.

일산화질소 신타제의 몇몇 억제제는 확인되어 있다. 이들 억제제의 대부분은 L-아르기닌의 유도체 및 NOS 효소의 천연

기질이다. 예를 들어, NG-메틸-L-아르기닌 및 L-Nω-니트로아르기닌은 NO 합성의 경쟁적 억제제이다. 미국 특허 제

5,358,969호는 급성 또는 만성 염증 질환에 있어서의 NO 형성의 억제를 기술하고 있다. 이 방법은 포유 동물에게 NO-억

제량의 메틸-, 1,1-디메틸- 또는 아미노-치환된 구아니딘 화합물을 투여함을 포함한다(참조: 미국 특허 제5,246,970호

및 제5,246,971호).

미국 특허 제5,216,025호는 특정의 저혈압 환자에 있어서 승압제를 효능화시키기 위한 NO 억제제로서의 용도를 기술하

고 있다. 이들 억제제는 NG-치환된 아르기닌을 포함하며, 여기서, 아르기닌의 구아니디노 아미노 그룹상의 수소는 다른

원자 또는 분자종에 의해 대체된다.
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미국 특허 제5,478,946호는 일산화질소 신타제를 조절함으로써 cGMP의 수준을 간접적으로 조절하는 것으로 언급되는

불포화된 구아니디노 화합물을 기술하고 있다. 이들 화합물은 불포화된 구아니디노 골격내 다양한 부위에서 C6-C12 아릴

그룹을 포함하는 각종 치환체를 포함할 수 있다.

미국 특허 제5,480,999호는 화학식 AB의 화합물을 기술하고 있으며, 여기서, A는 접근가능한 산 작용을 갖는 사이클로옥

시게나제 억제제이고 B는 아르기닌 동족체이다. 화합물은 동일한 구조내에서 혼합된 사이클로옥시게나제- 및 NOS-억제

활성을 갖는 것으로 언급된다.

일산화질소의 생산은 또한 다른 방식으로 억제될 수 있다. 예를 들어, NO 생산은 테트라하이드로바이오프테린과 같은

iNOS의 보조인자의 활성을 간섭하는 화합물의 사용에 의해 억제할 수 있다. 또한, 대안적으로, NO의 총 생산은 일산화질

소 스카빈저(scavenger)의 사용으로 감소시킬 수 있다. 이러한 유형의 방법에 사용하기 적합한 것으로 언급되는 화합물은

미국 특허 제5,449,688호에 기술되어 있으며, 이의 전체적인 기술은 본원에 참조로 도입된다. 테트라하이드로바이오프테

린 합성 억제제는 예를 들면, 2,4-디아미노-6-하이드록시-피리미딘을 포함한다. NO 스카빈저는 예를 들면, 헤모글로빈

및 디에틸디티오카바메이트(DETC)를 포함한다.

테트라사이클린 및 이의 다수의 화학적 유도체는 특히 성공적인 부류의 항생제를 형성한다. 테트라사이클린 자체를 포함

하는 특정의 테트라사이클린 화합물 및 스포로사이클린 등은 광범위한 세균에 대해 용도를 갖는 광범위한 스펙트럼의 항

생제이다. 본 화합물인 테트라사이클린은 화학식

을 갖는다.

다수 환 핵의 번호매김 시스템은 다음과 같다:

테트라사이클린, 및 5-OH(테라마이신) 및 7-Cl(아우레오마이신) 유도체는 천연상태에서 존재하며 모두 잘 공지된 항생

제이다. 천연 테트라사이클린은, 비들 구조의 특정 요소는 유지되어야 하지만, 자체의 항생 특성을 상실하지 않으면서 개

질될 수 있다. 기본적인 테트라사이클린 구조를 제조할 수 있는 개질 및 제조할 수 없는 개질은 문헌[참조: Mitscher

(1978)]에 의해 고찰되어 왔다. 미셔(Mitscher)에 따르면, 테트라사이클린 환 시스템의 5 내지 9번 위치에서의 개질은 항

생 특성을 완전히 상실함이 없이 달성될 수 있다.

그러나, 환 시스템의 기본 구조에 대한 변화 또는 1 내지 4번 또는 10 내지 12번에서의 치환체의 대체는 일반적으로 실질

적으로 항생 활성을 거의 가지지 않거나, 필수적으로 항생 활성이 없는 합성 테트라사이클린을 가져온다. 예를 들어, 4-데

디메틸아미노테트라사이클린은 일반적으로 비-항세균성 테트라사이클린인 것으로 여겨진다.
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근년에, 신속하게 흡수되고, 반감기가 긴 테트라사이클린이 자체의 항미생물 활성과는 독립적으로 생물학적 효과를 발휘

함이 확립되어 있다(참조: Golub et al. 1991, Golub et al. 1992, Uitto et al. 1994). 이러한 효과는 콜라게나제(MMP-1)

, 겔라티나제(MMP-2) 및 스트로멜라이신(MMP-3)을 포함하는 매트릭스 메탈로프로테이나제의 억제, 및 병원성 조직 파

괴의 예방(참조: Golub et al. 1991)을 포함한다. 류마티스 관절염(RA)과 같은 염증성 관절염에서, 이러한 매트릭스 메탈

로프로테이나제는 류마토이드 활막의 균질물 및 배양물에서 확인되었고, 염증성 활액중에서 검출되었으며, 면역학적으로,

및 증식성 판누스(pannus) 및 활막에서의 반응계내 하이브리드화에 의해 위치한다(참조: Brinckerhoff 1991). 이들 메탈

로프로테이나제는 OA-영향받는 관절내에서 상향조절되는 것으로 공지되어 있다(참조: Greenwald 1994, Mohtai et al.

1993). 흥미롭게도, 유(Yu, 1992)등은 또한, 독시사이클린의 예방적 투여로 개 모델에서 심각한 OA를 현저히 경감시키는

것으로 밝혀졌다. 관절염의 치료시 미노사이클린(반합성 테트라사이클린)의 안정성 및 효능을 평가하기 위한, 이중-블라

인드(double-blind)의 무작위적인 다중심 시도는 이 약물이 약한 및 중증의 관절염 환자에게 안전하고 효과적임을 나타내

고 있다(참조: Tilley et al. 1995). 더우기, 최근 연구는 또한 테트라사이클린 및 메탈로프로테이나제의 억제제가 종양 진

행(참조: DeClerck et al. 1994), 골 흡수(참조: Rifkin et al. 1994) 및 맥관형성(참조: Maragoudakis et al. 1994)을 억제

하며 소염 특성을 가질수 있음을 제시하고 있다(참조: Ramanurthy et al. 1994).

그러나, 일반적으로 감염 치료에 효과적인 테트라사이클린 항생제의 사용은 바람직하지 않은 부작용을 초래할 수 있다. 예

를 들어, 항생제인 테트라사이클린의 장기간 투여는 장내 균상과 같은 건장한 균상을 감소시키거나 제거할 수 있고, 항생

제 내성 유기체 또는 효모 및 진균의 과성장을 초래할 수 있다. 따라서, 항미생물 활성이 약화되거나 결실된, 화학적으로

개질된 테트라사이클린이 항-콜라겐 분해 활성을 필요로 하는 곳에 사용하기에 바람직할 수 있다.

상기 고려의 측면에서, 특이적이고 효과적인 화합물을 사용하여 과도한 일산화질소 농도와 관련된 임상적 결과를 즉시 및

선택적으로 감소시킬 수 있는 새로운 방법으로 일산화질소 생산을 억제하는 기존 방법을 보완하는 것이 요구됨은 명백하

다.

따라서, 본 발명의 목적중 하나는 새로운 부류의 일산화질소 억제제를 제공함으로써, 일산화질소 생산의 동정 및 일산화질

소 생산 억제제의 사용시 상기 제한을 극복하는 것이다. 새로운 억제제는 NO 생산을 특이적으로 및 비교적 고 활성으로 억

제하는 것으로 여겨진다. 더우기, 이러한 억제제 부류는 기타 목적을 위해 사람에게서 사용하도록 이미 입증된 장점을 지

니며, 이는 임상적용의 신속한 채택에 대한 강한 기대를 하게한다. 기타 장점 및 목적은 숙련가들에게 용이하게 인지될 것

이다.

발명의 요약

본 발명에 이르러 상기 목적 및 기타 목적이 규정된 결과를 달성하는데 효과적인 양의 테트라사이클린 화합물을 생물학적

시스템에 제공함으로써 이러한 생물학적 시스템내 일산화질소 생산 또는 일산화질소 신타제 발현 또는 활성을 억제하는

방법을 제공하는 본 발명에 의해 달성될 수 있음이 밝혀졌다.

바람직하게는, 이 방법은 시스템에 제공되는 수준의 항-미생물 활성을 실질적으로 가지지 않는 테트라사이클린 화합물을

사용한다. 테트라사이클린 화합물은 메탈로프로테이나제 억제 활성을 가진다는 점에서 또한 바람직하다. 매우 바람직한

테트라사이클린 화합물은 6-데메틸-6-데옥시-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-3), 6-α-데옥시-5-하이드록시

-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-8), 4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-1), 독시사이클린 또는 미노사이

클린을 포함한다.

하나의 양태에서, 이 방법은 생물학적 시스템내에서 일산화질소의 양을 감소시키기에 충분한 양의 테트라사이클린 화합물

을 상기 생물학적 시스템에 제공함을 포함한다.

바람직하게는, 생물학적 시스템은 조직에서 일산화질소 생산이 증가됨을 특징으로 하는 상태를 갖는 포유 동물이다. 이 방

법은 조직에서 유도성 일산화질소 신타제의 비정상적으로 높은 활성을 특징으로 하는 상태를 갖는 포유 동물의 생물학적

시스템에서 사용하기에 특히 적합하다. 본 발명의 방법에 의해 치료할 수 있는 이러한 상태는 예를 들면, 일산화질소-의존

성 사구체 염증 및 골관절염과 같은 염증 질환을 포함한다.

본 발명은 또한 스테로이드성 약물 또는 비-스테로이드성 소염약물의 소염량을 생물학적 시스템에 추가로 제공함을 포함

할 수 있다.
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이 방법은 생물학적 시스템이 실험관내 세포 시스템 또는 생체외 조직 또는 기관 시스템인 경우, 및 일산화질소 생산의 측

정된 양이 유도성 일산화질소 신타제의 발현 또는 활성의 지표인 경우에 또한 사용할 수 있다.

다른 양태에서, 본 발명은 포유 동물에서 일산화질소 생산을 억제하기에 충분한 양의 테트라사이클린 화합물을 상기 포유

동물에게 투여하는 단계를 포함하는, 염증 상태의 포유 동물을 치료하는 방법이다. 염증 상태는 급성 염증 상태 또는 만성

염증 상태일 수 있다.

다른 양태에서, 본 발명은 생물학적 시스템에서 유도성 일산화질소 신타제 발현 또는 활성을 억제하기에 충분한 양의 테트

라사이클린 화합물을 상기 생물학적 시스템에 투여함을 포함하여, 상기 생물학적 시스템에서 유도성 일산화질소 신타제의

발현 또는 활성을 억제하는 방법이다.

따라서, 본 발명은 생체내, 실험관내 및 생체외 생물학적 시스템에서 일산화질소 생산을 억제하는 신규한 방법을 제공한

다. 신규의 임상 치료 프로토콜은 특히 유도성 일산화질소 신타제의 발현을 방해함으로써, 일산화질소 생산(및 연속된 병

리학)을 감소시키거나 제거하기 위해, 이러한 신규 방법을 사용하는 것이 가능하다. 증가된 NO 생산 또는 iNOS의 과발현

을 특징으로 하는 각종 질환 및 상태는 본원에 기술된 바와 같은 테트라사이클린 화합물을 투여함으로써 치료될 수 있다.

iNOS 발현량 또는 활성 정도 또는 NO 생산량을 나타낼 수 있는 신규의 검정 방법 또한 제공된다.

본 발명의 이러한 및 기타 장점은 본원에 설정된 상세한 기술 및 실시예로부터 명백할 것이다. 상세한 기술 및 실시예들은

본 발명의 이해를 증진시키나, 본 발명의 영역을 한정하는 것으로 의도되지는 않는다.

도면의 간단한 설명

본 발명의 바람직한 양태는 나열 및 기술의 목적을 위해 선택되나, 어떠한 방식으로든 본 발명의 영역을 한정하는 것으로

고려되지는 않는다. 본 발명의 특정 측면의 바람직한 양태는 첨부된 도면에 나타낸다:

도 1A 내지 도 1C는 독시사이클린 및 미노사이클린에 의해 관절 연골 기관 배양물에서 일산화질소의 용량-의존적 억제를

나타내는, 일련의 시간에 따른 그래프이다.

도 2A 내지 도 2B는 독시사이클린 및 미노사이클린에 의해 세포 배양물에서 뮤린 대식세포(RAW 264.7 세포)내 일산화

질소 생산의 용량-의존적 억제를 나타내는, 일련의 시간에 따른 그래프이다.

도 3은 iNOS를 생산하기 위해 자극된(LPS에 의해 자극된) 뮤린 대식세포에 의한 L-[3H]-아르기닌에서 L-[3H]-시트룰

린 전환시 용량-의존적 감소를 나타내는 박층 크로마토그래피(TLC) 플레이트의 스캐닝된 상을 도시한 것이다.

도 4는 독시사이클린 및 미노사이클린이 실험관내에서 LPS-자극된 뮤린 대식세포내 iNOS 의 특이적 활성에 있어서 최소

효과를 가짐을 도시하는 막대 그래프이다.

도 5는 LPS 자극된 뮤린 대식세포에 의한 실험관내 iNOS 발현시 독시사이클린 및 미노사이클린에 의한 용량-의존적 억

제를 나타내는 웨스턴 블롯의 농도계적 스캐닝을 도시한 것이다.

도 6A 및 도 6B는 독시사이클린(도 6A) 및 미노사이클린(도 6B)에 의한 LPS-자극된 대식세포에서 iNOS mRNA 합성의

특이적이고 용량-의존적인 억제를 나타내는, RT-PCR에 의해 생산된 mRNA의 전기영동적 분리의 상을 도시한 것이다.

도 6C 및 도 6D는 독시사이클린(도 6C) 및 미노사이클린(도 6D)에 의한 LPS-자극된 대식세포에서 iNOS mRNA 합성의

특이적이고 용량-의존적인 억제를 나타내는 노던 블럿의 형광상 스캐닝을 도시한 것이다.

바람직한 양태의 상세한 설명

본 발명은 실험관내, 생체내 및 생체외 생물학적 시스템에서 일산화질소(NO) 생산을 억제하는 방법에 관한 것이다. 이 방

법은 검정 시스템, 즉 세포내에서 NO 생산, 또는 iNOS 발현 또는 활성을 검정하는데 사용하도록 채택될 수 있다. 바람직

하게는, 이 방법은 포유 동물과 같은 살아있는 동물에서 NO 생산을 억제하는데 사용된다. 특히, 이 방법은 염증 질환 및 기
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타 상태에서 증가된 또는 과도한 NO 생산에 의해 중재되거나 이와 관련된 병리학 및 기타 결과에 대해 포유 동물을 보호하

는 수단을 제공한다. 이 방법은 일산화질소 생산 및/또는 유도성 일산화질소 신타제 발현 또는 활성의 억제제로서의 테트

라사이클린 화합물의 사용을 포함한다.

본 발명은 테트라사이클린 화합물이 유도성 일산화질소 신타제에 의해 중재된 일산화질소의 생산을 억제한다는 출원인의

예측치 못한 관측을 기본으로 하여 개발되었다. 테트라사이클린 화합물은 콜라게나제와 같은 매트릭스 메탈로프로테이나

제를 억제하는 것으로 공지되어 있다. 그러나, 유도성 일산화질소 신타제는 메탈로프로테이나제가 아니며, iNOS 활성 및

콜라게나제 활성간의 관계는 어느정도 확인되었다. 출원인은 또한 테트라사이클린이 iNOS를 발현할 수 있는 시스템에서

일산화질소의 생산을 억제한다는 것을 예측하기 위한 물리학적 또는 생화학적 기초를 잘 알지 못한다. 따라서, 항-메탈로

프로테이나제 활성을 갖는 테트라사이클린 화합물이 또한 NO-생산 억제 활성을 갖는 것으로 밝혀졌다는 것은 놀라운 일

이다. 더욱 놀라운 사실은 콜라게나제의 억제제로서 테트라사이클린 화합물의 상대적 효능이 NO 생산의 억제제로서 이의

상대적인 효능에 있어 유사한 단계에 의해 반영되는 것으로 여겨진다는 것이다. 출원인은 현재 이러한 예상치 않았던 상관

성을 설명할 이론적인 기초도 알고 있진 않으나, 이러한 관측 자체가 상승된 일산화질소 생산과 관련되거나 이로써 특성화

되는 것으로 여겨지는 각종 질명의 현저한 치료학적 암시를 수반할 수 있으며, 치료 과정을 예측하는데 도움이 될 수 있다.

본 발명은 실험관내, 생체외 또는 생체내 생물학적 시스템을 사용하여 수행할 수 있다. 용어 "생물학적 시스템"은 본원에서

본 발명의 방법이 실행될 수 있는 실험관내, 생체내 및 생체외 시스템을 포함하는 여러 시스템 유형을 언급한다. 예를 들

어, 이 방법은 살아있는 포유 동물(생체내), 및 배양된 세포 시스템(실험관내) 및 배양된 기관 시스템(생체외)에서 사용될

수 있다. 본 발명의 생체내 실행은 의학적 및 수의학적 질병, 상태 및 증상의 경감 또는 완화시의 적용을 허용한다. 기타 용

도는 실험적 또는 임상적 적용을 위해 실험실에서 사용될 수 있는 검정 시스템을 포함한다.

본 발명의 수단에 의해 치료가능한 의학적 또는 수의학적 상태는 포유 동물에서 일어난다. 포유 동물은 예를 들면, 사람,

및 개 및 고양이와 같은 애완 동물, 랫트 및 마우스와 같은 실험실 동물, 및 말 및 소와 같은 농장 동물을 포함한다.

본 발명은 백혈구(예: 호중구 및 대식구)와 같은 세포 및 기타 세포에 의한 유도성 일산화질소 신타제에 의한 일산화질소

생산과 관련될 수 있는 광범위한 스펙트럼의 질병의 예방 또는 치료에 관한 것이다. 특히, 본 발명의 방법은 NO 생산이 정

상적 및 비정상적 증가를 포함하는, 시스템내 정상 수준보다 실질적으로 증가된 상태를 회복시키거나 억제하는데 유용하

다.

본 발명은 특히 염증 질환의 치료와 관련하여, 특히 사구체신염 및 골관절염과 관련하여 본원에 기술하고 있다. 이러한 예

시적 치료에서는, 실험관내 및 생체외 모델이 당해 분야의 표준 상태로 사용되어 왔다. 예를 들어, 출원인은 NO 생산이 랫

트 맥관막 세포를 감마 인터페론(γIFN)으로 치료함에 의해 유도될 수 있는 모델을 사용하였다. 또한, 출원인은 OA 영향받

은 연골 또는 리포폴리사카라이드-자극된 뮤린 대식구에서와 같이, NO 생산이 증가되는 다른 모델을 사용하였다. 이들 방

법들은 생체내 치료법에 효과적일 것으로 예측될 수 있는 제제를 확인하는데 사용될 수 있다. 그러나, 본 발명의 방법은 신

장염 및 골관절염의 치료에만 한정되는 것이 아니라, NO 생산, 또는 iNOS 발현 또는 활성이 중요한 역활을 하는 각종의

다른 질환에도 적용되어야 함이 이해될 것이다.

예를 들어, NO는 말라리아, 노쇠, 당뇨병, 및 맥관 박동 및 신경변성 질환(예: 알츠하이머 질환 및 헌팅톤 질환)을 포함하는

다양한 의학적 상태에 관련되는 것으로 여겨진다. NO는 또한 재관류 관련된 손상에 이은 경색을 포함하는, 호중구가 심장

근육을 공격하는 것으로 밝혀져 있는 심장 질환에 관련되는 것으로 여겨진다. 더우기, 췌장 섬에서 NO 합성의 유도는 유아

당뇨병의 발병에 기여한다. 이러한 상태의 많은 경우는 사이토킨 발현에 있어서의 변화를 특징으로 하기 때문에, 유도성

NOS의 비정상적인 고 발현 및 활성이 관련된 병리학의 주요 인자인 것은 명백하다. 본 발명은 이러한 질환들을 치료하는

데 사용될 수 있다.

본 발명의 방법에 의해 치료될 수 있는 주요 부류의 질환은 염증을 특징으로 하는 질환이다. 염증은 일반적으로 2개의 광

범위한 범위의 상태, 즉 급성 염증 및 만성 염증으로 크게 분리될 수 있는 것으로 인식되어 있다. 급성 염증은 일반적으로

약 수분 내지 약 1 내지 2일로서 기간이 짧다. 이의 주요 특징은 혈류 증가, 유액 및 혈장 단백질의 삼출(부종) 및 임파구 주

로 호중구의 유주(emigration)이다. 만성 염증은 기간이 보다 길며, 즉 수일 내지 수주 또는 심지어 그 이상이고, 임파구 및

대식구의 존재, 및 혈관 및 연결 조직의 증식과 관련된다[참조: Cotran et al. (1989), Chandrasoma & Taylor (1991)].

염증은 열, 홍조, 팽윤, 통증 및 기능 상실로 나타난다. 염증의 원인은 많으며 미생물 감염(예: 세균 및 진균 감염), 물리적

인자(예: 화상, 조사 및 외상), 화학적 제제(예: 독소 및 유발 물질), 조직 괴사 및 각종 유형의 면역학적 반응과 같은 인자들
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을 포함한다. NO는 이러한 상해에 대한 면역 반응 및 염증 반응에서 생산된 다수의 반응성 생성물 중 하나인 것으로 여겨

진다. 특히, 만성 염증에 있어 일반적인 상승된 수준의 NO 생산은 이러한 상태에서 흔히 관측되는 비 특이적인 조직 파괴

에 기여하는 것 같다.

본 발명의 수단에 의해 치료가능한 염증 상태는 예를 들면, 골관절염, 류마치스 관절염, 세균 및 진균(디프테리아 및 백일

해를 포함)에 의한 급성 및 만성 감염, 급성 및 만성 기관지염, 정맥동염 및 일반적인 감기를 포함하는 상부 호흡기 감염,

급성 및 만성 위장염 및 대장염, 급성 및 만성 방광염 및 요도염, 급성 및 만성 피부염, 급성 및 만성 결막염, 급성 및 만성

장막염(심막염, 복막염, 활막염, 흉막염 및 건염), 요독성 심막염, 급성 및 만성 담낭염, 급성 및 만성 질염, 급성 및 만성 포

도막염, 약물 반응, 곤충에게 쏘인 상처, 화상(열, 화학물질 및 전기적 화상) 및 일광화상(sunburn)을 포함한다.

따라서, 본 발명의 방법은 이러한 NO-관련 상태를 예방, 억제 또는 완화시키는데 사용할 수 있다. 본 발명의 방법은 유도

성 NOS의 과발현이 포함되는 어떠한 조건도 예방, 억제 또는 완화시키는데 사용할 수 있다.

이 방법은 생물학적 시스템에서 일산화질소 생산을 감소시키는데 효과적인 양의 테트라사이클린 화합물을 제공하거나 투

여함을 포함한다. 이러한 억제는 유도성 일산화질소 신타제의 발현 또는 활성을 하강 조절할 수 있다. 예를 들어, 출원인은

독시사이클린(및 기타 테트라사이클린 화합물)이 세포 배양물에서 iNOs의 전사를 억제하는 것으로 여겨짐을 발견하였다.

이러한 효소의 감소된 발현은 통상적으로 조직에서 NO 생산의 감소를 초래할 것이다.

본 발명에 따라 사용된 테트라사이클린의 양은 iNOS 발현 또는 활성을 효과적으로 억제하는 양이다. 테트라사이클린 화합

물의 양은, 이러한 양이 iNOS 발현 또는 활성을 현저히 감소시키거나, NO 생산을 감소시키는 경우, iNOA의 효과적인 억

제량이다.

바람직하게는, 테트라사이클린 화합물은 항미생물 활성이 거의 없거나 전혀 없는 양으로 제공된다. 테트라사이클린 화합

물은 미생물의 성장을 현저하게 방지하지 못하는 경우 효과적인 항미생물제가 아니다. 따라서, 이 방법은 자체의 항미생물

특성을 감소시키거나 제거하도록 화학적으로 개질된 테트라사이클린 화합물을 유리하게 사용할 수 있다. 이러한 화학적으

로 개질된 테트라사이클린의 사용은 본 발명에서 바람직한데, 그 이유는 이들이 유리한 미생물을 무차별적으로 사멸시키

고 내성 미생물을 출현시키는 바와 같은 특정의 단점을 피하면서, 이러한 화합물의 항미생물적 또는 항세균적 양의 사용을

동반하는 항미생물성 테트라사이클린보다 더욱 높은 수준으로 사용될 수 있기 때문이다.

본 발명은 또한 항세균 활성을 지닌 테트라사이클린 화합물을 사용할 수 있다. 그러나, 이러한 화합물은 실질적으로 항-세

균 효과를 가지지 않으나 관련된 조직에서 iNOS 활성을 억제하는데 효과적인 양으로 사용되는 것이 바람직하다. 이러한

유형의 바람직한 화합물은 테트라사이클린, 독시사이클린, 데메클로사이클린 및 미노사이클린을 포함한다.

본 발명의 방법에 따라 유용한 테트라사이클린 화합물은 용량-의존적인 방식으로 유리한 효과를 나타내는 것으로 여겨진

다. 즉, 광범위한 한계내에서, 다량의 테트라사이클린 화합물의 투여는 더욱 적은 양의 용량 투여 보다 더욱 큰 정도로

iNOS 활성을 억제하는 것으로 관측되었다. 더우기, 효능은 독성이 관측되는 수준 이하의 용량에서 관측된다.

대상에 대한 최대 용량은 바람직하지 않거나 내성이 아닌 부작용을 유발하지 않는 최대 용량이다. 예를 들어, 테트라사이

클린 화합물은 약 0.1 mg/kg/일 내지 약 30 mg/kg/일 및 바람직하게는 약 1 mg/kg/일 내지 약 18 mg/kg/일의 양으로 투

여될 수 있다. 본 발명의 목적을 위해서, 부작용은 임상적으로 현저한 항미생물 활성 또는 항세균 활성 및 독성 효과를 포

함할 수 있다. 예를 들어, 약 50 mg/kg/일의 초과량은 사람을 포함하는 대부분의 포유동물에서 부작용을 유발할 것이다.

어떠한 경우에도, 전문의는 당해 분야의 기술 및 지식을 바탕으로 하여야 하고 본 발명은 기술한 현상을 달성하는데 효과

적인 용량 제한없이 포함한다.

바람직한 임상적으로 개질된 테트라사이클린은 환 구조의 4번 위치에서 디메틸아미노 그룹을 결실하고 있는 것들이다. 이

러한 화학적으로 개질된 테트라사이클린은 예를 들면, 4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-1), 4-데디메틸아미노-

5-옥시테트라사이클린, 4-데디메틸아미노-7-클로로테트라사이클린(CMT-4), 4-하이드록시-4-데디메틸아미노테트라

사이클린(CMT-6), 5a,6-안하이드로-4-하이드록시-4-데디메틸아미노테트라사이클린, 6-데메틸-6-데옥시-4-데디메

틸아미노테트라사이클린(CMT-3), 4-데디메틸아미노-12a-데옥시테트라사이클린(CMT-7) 및 6-α-데옥시-5-하이드

록시-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-8)을 포함한다. 또한, 테트라사이클리노니트릴과 같이 니트릴을 생산하기

위해 2번 탄소 위치에서 개질된 테트라사이클린이 비-항세균성, 항-iNOS 제제로 유용하다.

항미생물 활성을 감소시키기 위해 개질된 테트라사이클린의 추가의 예는 6-α-벤질티오메틸렌테트라사이클린, 테트라사

이클린의 모노-N-알킬화된 아미드, 6-플루오로-6-데메틸테트라사이클린 또는 11α-클로로테트라사이클린을 포함한다.
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본 발명에 따라 사용하기에 적합한 특히 바람직한 테트라사이클린 화합물은 6-데메틸-6-데옥시-4-데디메틸아미노테트

라사이클린(CMT-3), 6-α-데옥시-5-하이드록시-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-8), 4-데디메틸아미노테트

라사이클린(CMT-1), 독시사이클린 및 미노사이클린을 포함한다.

특정의 경우에, 단지 제한된 생분포를 갖는 테트라사이클린 화합물은 국소부위의 활성에 바람직할 수 있다. 실질적으로 이

러한 국소 분포를 나타내는 CMT-2, CMT-6 및 기타 CMT가 보다 광범위한 전식적 억제를 나타내지 않으면서 상해 부위

에서 iNOS 활성을 억제하는데 있어 자체의 국소 적용이 바람직하다. 예를 들어, 이러한 흡수되지 않는 CMT의 국소 적용

은 경구 병변에서 바람직한데, 그 이유는 CMT가 팽윤되는 경우에서조차 현저한 정도로 흡수되지 않기 때문이다.

따라서, 비히클내 약 25%(w/w) 이하의 양의 테트라사이클린 화합물의 국소 적용이 증상에 따라 적절하다. 더욱 바람직하

게는 약 0.1% 내지 약 10% 양의 테트라사이클린 화합물의 적용이 본 발명에 따른 iNOS를 효과적으로 억제하는 것으로 여

겨진다. 이러한 양은 치료받는 대상에 있어 현저한 독성을 유발하지 않는 것으로 여겨진다.

테트라사이클린 화합물의 배합되거나 조화된 국소 및 전신적 투여는 본 발명하에 고려된다. 예를 들어, CMT-2 또는

CMT-6과 같은 비-흡수성 테트라사이클린 화합물은 국소 투여될 수 있는 반면, CMT-1, CMT-3, CMT-7 또는 CMT-8

과 같이 대상에서 실질적으로 흡수되고 효과적으로 전신계에 분포될 수 있는 테트라사이클린은 전신체적으로 투여된다.

테트라사이클린 화합물은 조직내 염증을 억제할 수 있는 부형제와 함께 투여될 수 있다. 함께 투여될 수 있는 바람직한 소

염제는 스테로이드, 및 바람직하게는 비-스테로이드성 소염 약물(NSAID)을 포함한다. 적합한 NSAID는 이러한 화합물의

다양한 부류로 부터 선택될 수 있다. 이러한 부류는 예를 들면, 아세틸살리사이클산 및 디플루니살과 같은 살리사이클레이

트; 인도메타신, 술린닥, 톨메틴, 디클로페낙 및 에토돌락과 같은 아세트산, 플루르비프로펜, 나프록센 및 케토프로펜과 같

은 프로피온산 및 메클로페나메이트와 같은 페나메이트, 및 피록시캄과 같은 옥시캄을 포함한다. 일반적으로, NSAID의 양

은 영향받은 조직에 있어 염증을 억제하기에 충분한 양이다. 소염 양은 사용된 NSAID 및 기타 이해된 인자에 의존할 것이

며, 숙련된 전문의에 의해 용이하게 측정될 수 있다.

본 발명의 방법에 사용하기에 바람직한 약제학적 조성물은 당해 분야의 전문의에 의해 이해되는 것으로서 적합한 약제학

적 담체(비히클) 또는 부형제내 테트라사이클린 화합물의 배합물을 포함한다. 비경구 투여(예: 정맥내 주사)가 테트라사이

클린의 바람직한 수송 경로이며, 적절한 희석제 및 담체와 함께 테트라사이클린 화합물을 포함하는 조성물이 용이하게 제

제화된다. 장내 사용 또한 고려되며, 정제와 같은 제형이 화합물을 제공하기위해 사용될 수 있다. 달리는, 테트라사이클린

화합물의 수송은 국소 적용을 포함할 수 있다. 따라서, 담체는 국소적 사용에 바람직하게 적합하다. 이러한 국소용으로 적

합한 것으로 고려되는 조성물은 겔제, 크림제(salves), 로션제 및 연고제를 포함한다. 테트라사이클린 화합물의 비-항미생

물적 양은 피부에 직접 적용될 수 있는 예비-포장된 외과적 또는 화상 드레싱 또는 밴드를 제공하기 위한 지지체 기재 또

는 매트릭스 등과 함께 도입될 수 있다.

다음 실시예는 본 발명을 추가로 이해하는데 있어 도움이 되도록 제공된다. 사용된 특정 물질 및 조건은 본 발명을 추가로

예시하기 위한 의도이며 본 발명의 정당한 영역을 한정하는 것은 아니다.

실시예 1

신장 맥관막 세포를 50U/mL의 감마 인터페론(IFN-γ) 및 10㎍/mL의 세균 리포폴리사카라이드(LPS)를 함유하는 배지에

서 배양한다. 시험 배지는 (a) 어떠한 첨가제도 함유하지 않거나, (b) CMT-5 및 적절한 항-콜라게나제 활성을 가지지 않

는 테트라사이클린을 함유하거나, (c) CMT-1 및 중간 정도의 항-콜라게나제 활성을 갖는 테트라사이클린 유도체를 함유

하거나, 또는 (d) 높은 수준의 항-콜라게나제 활성을 갖는 CMT-3 및 CMT-8 유도체를 함유한다. CMT 첨가제는 1, 2.5,

5 및 10㎍/mL의 농도에서 포함된다. NO 생산은 그레이스 반응(Greiss reaction)으로 검정하며, iNOS 함량은 웨스턴 분

석으로 측정한다.

CMT-3 및 CMT-8에 대한 신장 맥관막 세포의 노출은 24 내지 72시간에 NO 생산의 시간-의존적 억제를 초래한다. 48시

간째에, 이 효과는 5㎍/mL(P<0.01)에서 최대(>80%)이다. 세포와 CMT-1의 항온처리는 높은 약물 농도(10㎍/mL)에도

불구하고 48시간 후에 NO 생산의 현저하지 않은 억제를 거의 유발하지 않는다(대조군의 약 60%). NO 생산에 있어서의

변화는 5㎍/mL에서 48시간동안 테트라사이클린 화합물에 대한 노출후, 웨스턴 분석에 의해 측정된 세포내 iNOS 함량에

있어서의 변화에 의해 필적한다. 그러나, CMT-5는 NO 생산 또는 iNOS 발현에 있어서 분리가능한 효과를 지니지 않는다.
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신장 손상을 유발하기 위한 IFN-γ의 사용은 당해 분야에 공지된 사구체신염의 모델이다. 사구체신염은 NO의 증가된 생산

을 특징으로 한다. 따라서, 당해 분야의 숙련가는 NO 생산의 억제에 대한 방법들을 입증하기 위한 이러한 모델의 능력을

인지할 것이다. 상기 나타낸 결과는 특정의 화학적으로 개질된 테트라사이클린 화합물, 즉 항-콜라겐분해 활성을 갖는 화

합물이 신장 맥관막 세포에서 NO 생산을 억제할 수 있음을 나타낸다. 더욱 특이적으로, 이들 화합물은 이들 세포에서

iNOS 단백질 합성을 억제하는데 효과적이다. 따라서, 최소 농도에서, 이들 제제는 NO-의존적인 사구체 염증을 치료하는

데 유용할 것이다. 그러나, 더욱 일반적으로, 사구체신염 모델에 있어서 이들 화합물의 용도는 비정상적인 NO 생산을 특징

으로 하는 다른 생물학적 시스템 및 다른 병리학적 상태에서 이들 화합물에 대한 NO 생산 억제 활성을 암시한다.

실시예 2 내지 실시예 6

본 발명자들은 리포폴리사카라이드-자극된 뮤린 대식세포에서의 iNOS 활성 및 생체외 상태에서 골관절염 영향을 받은 사

람 연골로부터의 일산화질소의 자발적인 방출에 있어 테트라사이클린 화합물의 작용을 평가하였다. 이들 동형 효소 모두

는 실험관내 하이드로코르티손 및 TGF-β에 의한 약리학적 방해에 대해 뚜렸한 민감성을 나타낸다(참조: Amin et al.

1995a). 하기 실시예 2 내지 실시예 6에서 기술된 바와 같이, 본 발명에 이르러, 본 발명자는 (a) 독시사이클린 및 미노사

이클린 모두가 iNOS의 활성을 억제하고(미노사이클린≥독시사이클린) 유도성 OA-NOS의 활성을 억제하며(독시사이클

린 > 미노사이클린); (b) 독시사이클린 및 미노사이클린이 iNOS mRNA 에서의 iNOS 발현 및 단백질 발현을 억제함으로

써 이의 특이적 활성을 하향 조절하며; (c) 아세틸화제 또는 iNOS의 경쟁적 억제제(즉, L-아르기닌의 동족체)와는 달리,

독시사이클린 및 미노사이클린이 L-아르기닌에서 L-시트룰린으로의 전환 검정에서 실험관내 iNOS의 촉매적 활성을 직

접 억제하지 않음을 발견하였다.

실시예 2

사람 OA 영향받은 연골내 유도성 OA-NOS 발현시 테트라사이클린의 효과

본 발명자들은 테트라사이클린, 즉 독시사이클린 또는 미노사이클린이 생체외 상태에서 사람 OA-NOS 활성을 차단할 수

있는지의 여부를 시험한다. 일반적으로 허용되는 약리학적으로 관련된 농도를 앞서의 보고(참조: Greenwald 1994, Yu et

al. 1991, Cole et al. 1994, Mallya et al. 1994)를 기준으로하여 본 연구를 위해 선택한다. OA 영향받은 연골을 무릎 교

환 수술을 하고 수술전 2주 이상동안 스테로이드/비스테로이드 소염 약물을 투여받지 않아 진전된 OA를 갖는 환자로 부터

입수한다. OA 영향받은 연골 조각(도 1A 내지 도 1C)을 생체외 조건하에 24, 48 및 72시간동안 독시사이클린 또는 미노

사이클린 5 내지 80㎍/mL가 보충된 0.1% BSA/내독소가 없는 배지(참조: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)에서 배

양한다.

기관 배양에서 OA-iNOS의 검정을 앞서 기술한 바와 같이 기본적으로 수행한다(참조: Amin et al. 1995a). 요약하면, OA

영향받은 연골을 인큐베이터(37℃)내에서 24 내지 72시간 동안 5 내지 80㎍/mL의 독시사이클린 및 미노사이클린의 존재

또는 부재(대조군)하에 배양한다. NOS의 활성은 ELISA 판독기를 사용하는 변형된 그리스 반응(참조: Gilliam et al.

1993)에 의해 배지내에서 적합한 최종 생성물 및 니트라이트의 양을 평가함으로써 상이한 시간 간격으로 모니터한다. 0,

24, 48 및 72시간째에 자발적으로 방출된 NO의 양(니트라이트 축적에 의해 측정한 것으로서)은 각각 0, 4.8±0.38,

16.4±0.7 및 17.8±0.9μM이다. 데이타는 방출된 니트라이트의 μM ± 표준편차(SD)로 나타내며, 3 내지 4회 수행한 결과

이다. 통계는 쌍을 이루지 않은 스튜던트 시험을 사용하여 유도한다. 도 1A 내지 도 1C는 일련의 시간에 따른 그래프(1A

= 24시간; 1B = 48시간 및 1C = 72시간)를 나타내며, 이는 상이한 환자로부터의 샘플을 사용한 1 내지 3회의 동이한 실험

을 나타내는 데이타를 요약한 것이다.

도 1A 내지 도 1C의 결과는 독시사이클린 및 미노사이클린 각각이 용량-의존적 방식으로 OA 영향받은 연골에서의 NO

생산을 현저히 억제함을 나타낸다. 이들 결과는 또한 독시사이클린이 OA-NOS 활성을 억제하는 자체 능력에 있어 더욱

강력함을 나타낸다. 예를 들어, 72시간째에, 독시사이클린에 대한 IC50은 미노사이클린에 대한 54㎍/mL와 비교하여 32㎍

/mL이다. 이들 실험은 추가로 독시사이클린 및 미노사이클린이 생체외 OA-NOS에 의한 NO의 직면한 생산을 차단할 뿐

아니라, 니트라이트가 대조군 배양물중에 지속적으로 축적되는 조건하에서 72시간 이상동안 연골 기관 배양물내 니트라

이트 축적을 감소시킴을 나타낸다. 본 연구에서 NO 생산을 억제한 독시사이클린의 농도는 매트릭스 메탈로프로테이나제

의 억제에 요구되는 것과 비교가능하다(참조: Greenwald 1994, Yu et al. 1991, Cole et al. 1994, Mallya et al. 1994).

매트릭스 메탈로프로테이나제 억제제는 연골 분해에 있어 현저한 효과를 지닌다(참조: Cole et al. 1994, Mitchell et al.
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1994). 콜라게나제 및 겔라티나제와 같은 단백질분해 효소의 활성을 억제함으로써 연골 분해를 방해하는 20 내지 50㎍/

mL 독시사이클린의 효과는 또한 결국 프로테오글리칸 상실을 차단하고 프로테오글리칸 상실과 관련된 세포 사멸을 감소

시킨다(참조: Cole et al. 1994).

실시예 3

뮤린 대식세포에 있어서 iNOS에 대한 테트라사이클린의 효과

본 발명자들의 최근 연구는 사람 유도성 OA-NOS가 크기, 면역반응성, 및 TGF-β 및 하이드로코르티손(참조: Amin et al.

1995a)에 대한 민감성을 기준으로 하여, 뮤린 및 사람 iNOS로부터 명백함을 타나낸다. 따라서, 본 발명자들은 또한 자극

된 뮤린 거대세포에서 iNOS에 의한 NO의 생산에 있어 테트라사이클린의 효과를 평가하였다.

RAW 264.7 뮤린 대식세포 세포(참조: American Type Culture Collection, Rockville, MD)를 1 내지 2시간동안 독시사

이클린 또는 미노사이클린(5 내지 80㎍/mL)의 존재 및 부재하에 배양한 후 LPS(참조: Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO)의 첨가를 통한 활성화에 의해 iNOS를 유도시킨다(참조: Stuehr et al. 1991). 항온처리한지 14 내지 20시간 후, 배지

를 사용하여 변형된 그리스 반응에 의한 니트라이트 축적을 평가한다(참조: Gilliam et al. 1993). 데이타는 도 2A 내지 도

2B에 나타낸다. 이 값은 주어진 시간 간격에서 축적된 니트라이트의 μM로 나타낸다(n=3). 통계는 쌍을 이루지 않은 스튜

던트 시험을 사용하여 유도한다. 데이타는 3회의 유사한 실험중 하나를 나타낸다.

도 2A 내지 도 2B는 배양한지 14시간(도 2A) 및 20시간(도 2B)째에 독시사이클린 5 내지 80㎍/mL의 존재하에 LPS로 자

극시킨 세포내에서 니트라이트 축적의 농도-의존적인 억제를 나타낸다. 본 실험에서 독시사이클린의 IC50은 이들 세포내

14시간 배양시 72㎍/mL 및 20시간 배양시 22㎍/mL이다. 동일한 세트의 실험에서, 미노사이클린은 또한 5 내지 80㎍/mL

의 범위의 농도로 투여된다. 미노사이클린에 대한 IC50은 LPS로 자극시킨 RAW 264.7 세포에서 14시간 배양시 17㎍/mL

이고 20시간 배양시 12㎍/mL이다. 비록 독시사이클린 및 미노사이클린의 효능에 있어 현저한 차이가 20시간의 배양시 관

측되지 않는다 해도(IC50 기준), 미노사이클린과 비교하여 독시사이클린의 현저히 높은 농도가 이들 2개 시간 간격에서

iNOS 중재된 NO 생산을 >50% 억제하는데 요구된다.

상기 실시예 2 및 실시예 3은 독시사이클린 및 미노사이클린 모두가 OA 영향받은 관절 연골 및 LPS로 자극된 뮤린 대식

세포 모두에서 NO 생산을 억제함을 나타낸다. 또한, 이들 실험은 iNOS 및 유도성 OA-NOS가 TGF-β 및 하이드로코르티

손에 대한 이들 효소의 공지된 민감성외에, 독시사이클린 및 미노사이클린에 대한 명백한 민감성을 가짐을 나타낸다(참조:

Amin et al. 1995a). 이러한 측면에서, 2개의 상이한 세포 유형(즉, 호중구 및 섬유아세포)에서 2개의 상이한 형태인 콜라

게나제, MMP-8(IC50 7-15㎍/mL) 및 MMP-1(IC50 140㎍/mL)이 테트라사이클린에 대해 뚜렷한 민감성을 나타낸다는

것은 주목해야할 만큼 흥미로운 것이다(참조: Suomalainen et al. 1992). 더우기, 2개의 밀접하게 관련된 세포주에서 발현

된 동일한 효소는 테트라사이클린에 대해 상이한 민감성을 가질수 있다는 것을 주목하여야 한다. 예를 들어, 2개의 조골세

포주, 즉 UMR 106-01(IC50 >200㎍/mL) 및 ROS 17/2.8(IC50 = 20 -30㎍/mL)에서, 겔라티나제 활성에 대한 평가시 독

시사이클린에 대한 상이한 민감성이 밝혀졌다(참조: Vernillo et al. 1993). 연골 조각 및 대식구 세포내 NOS 활성에 있어

테트라사이클린의 차등적인 IC50에 기여할 수 있는 다른 인자는 연골을 침투하여 연골세포에서 작용하는 이들 약물의 특

성에 기인할 수 있다(참조: Gilman et al. 1993).

실시예 4 내지 실시예 6

상기 실시예 2 및 실시예 3을 기본으로 하여, 본 발명자들은 뮤린 대식구 모델에서 NOS 발현에 대한 테트라사이클린의 작

용 메카니즘을 밝히기로 결정하였다. 이러한 모델은 (a) iNOS의 생화학, 효소학 및 분자 생물학이 이들 세포에서 잘 특성

화되어 있고(참조: Nathan et al. 1994, Stuehr et al. 1991, Salvermini et al. 1993, Xie et al. 1994); (b) 독시사이클린

및 미노사이클린에 대한 iNOS의 차등적인 민감성이 밀접하게 관련된 2개 화합물의 작용에 있어 관점을 제공할 수 있으며;

(c) 수회 시도후, 연골의 구조를 파괴하지 않으면서 OA 영향받은 연골로부터 간접적으로 OA-NOS의 발현을 정확하게 및

재생적으로 적량하기 위한 본 발명자들의 불능이 연골 세포 작용에 있어 중요한 역활을 하기 때문이다.

RAW 264.7 유도된 세포를 사용하여, 본 발명자들은 다음의 가설을 실험하였다. 테트라사이클린은 (i) iNOS 단백질의 발

현에 영향을 미치지 않으면서 iNOS의 촉매 활성만을 감소시킬 수 있거나; (ii) iNOS의 촉매 활성 및 iNOS 단백질의 발현

모두를 감소시킴으로써 궁극적으로 매질내 니트라이트의 축적을 감소시킬 수 있거나; 또는 (iii) iNOS 단백질의 발현을 감

소시킴으로써, 효소의 특이적 활성 및 연속적인 니트라이트의 생산을 감소시킬 수 있다.
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이들 다른 가설들을 시험하기 위하여, 본 발명자들은 (i) 세포 유리된 추출물중 iNOS의 촉매 활성, (ii) 효소의 특이적 활성,

(iii) 단백질 수준으로의 iNOS의 합성 및 (iv) iNOS mRNA의 축적에 있어서 독시사이클린 및 미노사이클린의 작용을 실험

하였다. 이들 실험을 하기 실시예 4 내지 실시예 6에 기술한다.

실시예 4A

iNOS의 촉매 활성에 있어서 테트라사이클린의 효과

뮤린 대식구 세포(RAW 264.7)을 20 내지 80㎍/mL 독시사이클린 또는 미노사이클린, 10μM 하이드로코르티손(Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO 제조원) 또는 75μM L-NMMA 와 함께 1 내지 2시간동안 배양하고 이어서, LPS를 100ng/

mL에서 첨가하고 16 내지 18시간동안 배양한다. 세포 유리된 추출물을 각각의 경과시간 말기에 제조한다. iNOS에 대한

특이 활성을 아민(Amin)등(1995b) 및 바이아스(Vyas) 등(1996)이 기술한 바와 같이 L-[3H]-아르기닌에서 L-[3H]-시

트룰린으로의 전환을 모니터함에 의해 세포 유리된 추출물중에서 측정한다.

세포 유리된 추출물을 다음과 같이 제조한다: LPS와 함께 배양함으로써 유도한 후, 세포를 4℃에서 펠렛화하고 10㎍/mL

의 키모스타틴, 안티파인, 류펩틴 및 펩스타틴 각각을 함유하는 트리스 완충액(10mM, pH 7.4)중에 재현탁시킨다. 세포를

신속한 동결-해동의 3회 주기후 폴리트론 PT 1200 균질화기(Kinematica AG, Switzerland 제조원)내에서 분해한다. 분

해물을 4℃에서 60분동안 16,000rpm에서 원심분리하고 현탁액을 세포 유리된 추출물로서 사용한다.

추출물중의 단백질을 표준물로서 BSA를 사용하는 BCA 검정 시약으로 측정한다(참조: Smith et al. 1985). iNOS 검정용

반응 혼합물은 트리스 50mM (pH 7.8); BSA 1mg/mL; DTT 1mM; CaCl2 2mM; FAD 10μM; BH4 10μM; L-아르기닌

30μM 및 NADPH 1mM로 이루어진다. 이 반응 혼합물은 L-[3H]-아르기닌 1μL(250nM)와 함께 스파이크한다(참조:

Dupont NEN, Boston, MA)(1mCi/mL = 37.0 MBq/mL). 20분 후, 반응 혼합물을 90℃에서 5분동안 가열하여 검정을 종

결시킨다. 10μL(약 100,000cpm)의 상층액을 활성화된 AVICEL TLC 플레이트(Analtech, Newark, DE 제조원)상에 스

폿팅한다. TLC 플레이트를 에탄올:물:암모니아(80:16:4)로 이루어진 용매 시스템중에서 전개시킨다. L-[3H]-시트룰린

에 대한 스폿의 적량은 바이오스캔 시스템 200 이미징 스캐너(Bioscan System 200 Imaging Scanner)로 수행한다.

도 3은 pmol 시트룰린/분/mg 단백질로서 나타낸, 각종 실험 조건하에서의 iNOS 효소의 특이 활성을 나타낸다. 억제%는

중재자의 부재하에 LPS 자극된 세포에 대한 비교를 나타낸다. 이 데이타는 3개의 유사한 실험중 하나를 나타낸다. 도 3에

나타낸 것으로서, 독시사이클린 또는 미노사이클린에 대한 뮤린 대식구의 노출은 대조군의 LPS 자극된 활성과 비교시 용

량 의존적 방식으로 세포 분해물중에서 iNOS의 촉매 활성을 억제한다. 20, 40 및 80㎍/mL에서의 독시사이클린은 iNOS

활성을 각각 57%, 72% 및 85%로 현저히 차단하며, 동일한 농도에서의 미노사이클린은 또한 iNOS 활성을 각각 45%,

69% 및 69%로 차단한다. 예상된 바와 같이, 양성 대조군인 10μM 하이드로코르티손 및 75μM L-NMMA는 iNOS 활성을

각각 60% 및 64% 차단한다. 세포 분해물중에서 iNOS 활성을 차단하는 독시사이클린 및 미노사이클린에 대한 IC50은 약

20 내지 30㎍/mL이다.

실시예 4B

실험관내에서 iNOS의 특이 활성에 대한 테트라사이클린의 효과

최근 연구는 독시사이클린이 효소에서의 직접적인 작용을 통해 콜라게나제 활성을 억제함을 나타낸다(참조: Yu et al.

1991, Smith et al. 1994). 제안된 메카니즘중 하나는 프로콜라게나제가 독시사이클린의 존재하에서 활성시 단편의 불활

성화를 감소시킨다는 것이다. 본 발명자들은 최근에 아스피린 및 N-아세틸 이미다졸과 같은 아세틸화제(참조: Amin et

al. 1995b) 및 L-아르기닌과 같은 경쟁적 억제제(참조: Schmidt et al. 1994, Nathan et al. 1994, Marletta 1994)가 실

험관내에서 iNOS 촉매 활성을 억제함을 밝혔다. iNOS 활성에 있어서 독시사이클린 및 미노사이클린의 직접적인 효과를

평가하기 위하여, 본 발명자들은 RAW 264.7 세포를 이들 제제의 부재하에 16시간동안 LPS로 유도시키고 L-아르기닌에

서 L-시트룰린으로의 전환 검정에서 iNOS 효소 공급원으로서 세포 유리된 추출물을 제조하였다.

효소 함유 세포 유리된 추출물의 별개 분취량은 독시사이클린 20 내지 80㎍/mL, 미노사이클린 20 내지 80㎍/mL, 1mM

N-아세틸이미다졸 및 200μM L-NMMA 각각을 사용하여 공동 인자를 가함으로써 효소 반응을 개시하기 전 15분동안 예

비배양한다. 메탄올(MeOH), NAI(N-아세틸이미다졸)용 담체를 포함하는 각종 중재제를 기술한 바와 같이 iNOS 반응을
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개시하기 위해 공동-인자를 첨가하기 15분 전에 가한다. 특이 활성을 평가하고 억제%를 원 LPS-자극된 추출물과 비교하

며, 100% 특이 활성은 200pmol 시트룰린/분/mg 단백질이다. 도 4에 나타낸 데이타는 2개의 유사한 실험중 하나를 나타

낸다.

도 4는 N-아세틸 이미다졸 또는 L-NMMA와는 달리, 독시사이클린 및 미노사이클린이 세포 유리된 추출물중에서 iNOS

의 특이 활성에 대한 현저한 효과를 지니지 않음을 나타낸다. 미노사이클린 및 독시사이클린은 세포 유리된 추출물중에서

iNOA에 의해 촉매된 진행하는 L-아르기닌에서 L-시트룰린으로의 반응을 차단할 수 없다. 이들 실험은 iNOS에 대한 이들

약물의 작용이 프로콜라게나제와 같은 메탈로프로테이나제에 대해 보고된 것과 구별됨을 나타낸다(참조; Yu et al. 1991,

Smith et al. 1994).

실시예 5

뮤린 대식세포내 iNOS 단백질 발현에 있어서 테트라사이클린의 효과

테트라사이클린이 iNOS의 활성에 직접적으로 영향을 미치지 않음을 나타내는, 상기 데이타를 기준으로 하여, 본 발명자들

은 iNOS 단백질 발현을 실험하였다. RAW 264.7 세포를 독시사이클린 또는 미노사이클린(20 내지 80㎍/mL)의 존재 또는

부재하에, 또는 하이드로코르티손(10μM)의 존재하에 16 내지 18시간동안 LPS 100ng/mL로 활성화시킨다. 세포 유리된

추출물을 상술한 바와 같이 제조한다. 추출물을 특이적인 항-iNOS 항체를 사용하여 웨스턴 블롯에 의해 133kD iNOS에

대해 분석한다.

BCA 시약(참조: Pierce, Rockford, IL)으로 평가된 동량의 단백질(25 내지 50㎍)을 SDS-PAGE 겔에 부하하고 염색하여

겔상의 단백질 밴드의 강도를 실험함으로써 각종 단백질 분획의 농도를 입증한다. 웨스턴 블롯 분석을 동일한 세포 추출물

로부터 수행한다. 웨스턴-블로팅된 막을 공급자에 의해 규정된 바와 같이 특이적인 항-뮤린 iNOS 모노클로날 항체(참조:

Transduction Laboratories, Lexington, KY)를 사용하여 프로브화한다. 동일한 블롯을 레자드 제임스 엘(James L.

Lessard: Children's Hospital Medical Center, Cincinnati, OH) 박사에 의해 일반적으로 제공되는 항-액틴 항체를 사용

하여 브로브화한다. 이 블롯을 ECL 웨스턴 블롯 시스템을 사용하여 전개한다(참조: Amersham, Arlington Heights, IL).

밴드의 적량은 몰레큘러 다이나믹(Molecular Dynamics: Sunnyville, CA)으로부터의 밀도계를 사용하여 수행한다. 도 5

가 대표적이다.

도 5는 독시사이클린(20㎍/mL에서 11%, 40㎍/mL에서 24% 및 80㎍/mL에서 65%) 및 미노사이클린(20㎍/mL에서 14%,

40㎍/mL에서 49% 및 80㎍/mL에서 83%)의 존재하에 iNOS 단백질 발현의 용량-의존적 억제를 나타낸다. 비교시, 양성

대조군인 하이드로코르티손은 43% 억제를 제공한다(이 데이타는 4개의 유사한 실험중 하나를 나타낸다). 20 내지 80㎍/

mL에서 독시사이클린 또는 미노사이클린으로 처리한 동일한 샘플내 β-액틴 합성 수준에 있어 현저한 차이는 없으므로(데

이타는 나타내지 않음), 이는 iNOS에 대한 독시사이클린 및 미노사이클린의 효과가 특이적임을 나타낸다.

테트라사이클린 유도체 각각에 대한 니트라이트 축적 및 단백질 발현의 억제를 위한 IC50은 NOS 활성의 억제에 대해 측정

한 단백질 발현의 억제에 대한 가설과 유사하게 일치한다. 더우기, 두 약물은 iNOS 단백질 발현을 억제하지만 세포 유리된

추출물중에서 L-아르기닌에서 L-시트룰린으로의 전환을 차단하지 않으므로, 본 발명자들은 근본적으로 iNOS 단백질 발

현의 억제에 기인하는 iNOS의 촉매 활성에 있어서의 감소가 독시사이클린 및 미노사이클린으로 처리한 세포내 니트라이

트의 감소된 축적에 관여한다고 결론지었다.

실시예 6A

iNOS mRNA의 발현에 있어 테트라사이클린의 효과

독시사이클린 및 미노사이클린은 iNOS 단백질 발현의 억제, 특이 활성 및 니트라이트의 축적을 가져오는 효소의 합정 이

전에 iNOS를 억제할 수 있다. 이러한 가설은 대식구에서, TGF-β1, 사이클로스포린, 하이드로코르티손, NF-κB 억제제

및 어느 정도의 Fe++가 mRNA 발현을 감소시키고 연속하여 iNOS 단백질의 전사율을 감소시킴에 의해 iNOS 발현을 억제

한다는 관측을 기본으로 한다(참조: Nathan et al. 1994, Vodovotz et al. 1993). 또한, 프레일쉬프터(참조: Pfeilschifter

et al. 1995) 등에 의한 최근 연구는 덱사메타손이 다중 수준에서 작용하여(iNOS의 전사 포함) 맥관막 세포내 IL-1β-유도

된 iNOS 발현을 억제함을 나타낸다. 따라서, 테트라사이클린이 iNOS 단백질 발현을 억제하는 농도를 측정하기 위하여,

독시사이클린 및 미노사이클린의 존재 또는 부재하에 LPS로 처리한 RAW 264.7 세포를 반-적량적 RT-PCR에 의해

iNOS mRNA에 대해 분석한다.
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세포내 iNOS 및 β-액틴 mRNA의 존재는 총 RNA의 역전사(RT)에 이은 cDNA의 PCR 증폭으로 분석한다. iNOS에 대한

센스 및 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 각각 5'-ACG GAC AAG CTT AGA TCT GGA GCA GAA GTG-3'(142번 내

지 171번)(서열 1) 및 5'-CTG CAG GTT GGA CCA CTG GAT CCT GCC GAT-3'(767번 내지 796번)(서열 2)이다. β-

액틴에 대한 센스 및 안티센스 프라이머는 각각 5'-TCC TTC GTT GCC GGT CCA CA-3'(44번 내지 63번)(서열 3) 및

5'-CGT CTC CGG AGT CCA TCA CA-3'(534번 내지 552번)(서열 4)이다. iNOS cDNA의 예측된 PCR 생성물은

654bp이며, β-액틴 cDNA에 대한 것은 508bp이다. 폴리머라제 쇄 반응은 DNA 열 주기(참조: Perkin-Elmer Cetus,

Norwalk, CT)로 수행한다. 전체 RNA를 TRI-시약(MRC Inc., Cincinnati, OH 제조원)을 사용하여 추출한다. cDNA를

SuperScriptTM RNase H 트랜스크립타제(Gibco BRL, Gaithersburg, MD 제조원)을 사용하여 동량(1 내지 5㎍)의 전체

RNA로 부터 제조한다. 동량의 cDNA를 사용하여 PCR에 의해 mRNA를 증폭시킨다. PCR 증폭은 1.5mM MgCl2, 500ng

iNOS 프라이머, 100ng의 β-액틴 프라이머, 0.2mM의 각각의 dNTP, 2.5 단위의 Taq DNA 폴리머라제(Gibco 제조원)를

함유하는 50μL 용액중에서 수행한다. cDNA를 증폭시키기 위한 주기 조건은 iNOS 및 β-액틴 모두에 대해 94℃에서 1분,

55℃에서 1 내지 2분 및 72℃에서 3분으로 30 주기이다. PCR 생성물을 1.0% 아가로즈 겔상에서 전기영동에 의해 분석한

다.

RAW 264.7 세포내 iNOS 및 β-액틴 mRNA 발현의 RT-PCT 분석은 LPS ± 독시사이클린 또는 미노사이클린을 사용한

자극후 수행한다. RAW 세포를 독시사이클린/미노사이클린 또는 10μM 하이드로코르티손의 존재 또는 부재하에 LPS로

자극시킨다. 동량의 RNA를 상술한 바와 같이 iNOS 및 β-액틴 발현에 대해 분석한다.

도 6A 및 도 6B는 독시사이클린 및 미노사이클린이 iNOS 단백질 발현을 또한 억제하는 20 내지 40㎍/mL의 농도에서 용

량-의존적 방식으로 iNOS mRNA 발현을 현저히 억제(>50%)시킴을 나타낸다. 예상되는 바와 같이, 하이드로코르티손-처

리된 세포는 LPS-자극된 세포와 비교하여 감소된 iNOS mRNA(50 내지 100%)를 나타낸다. "RT-대조군"은 RAW 264.7

세포로부터의 주형으로서 LPS-자극된 RNA를 사용한 리버스 트랜스크립타제의 부재하에서의 RT-PCR 반응물의 제조를

나타낸다. RT-대조군 샘플은 mRNA를 전혀 생산하지 않는다. 이 데이타는 2개의 유사한 별개의 실험중 하나를 나타낸다.

iNOS PCR 시그날은 도 6A 및 도 6B에서 나타낸 바와 같이 β-액틴으로 정상화된다.

실시예 6B

iNOS mRNA의 발현에 있어 테트라사이클린의 효과

실시예 6A에 기술된 바와 동일한 별개의 iNOS mRNA 분리 공정에서, RAW 세포를 독시사이클린 및 미노사이클린, 및

10μM 하이드로코르티손의 존재 및 부재하에 LPS로 자극시킨다. 이 세포에 의해 발현된 iNOS mRNA의 노던 블롯 분석을

수행하여 독시사이클린 및 미노사이클린의 존재하에서 iNOS 발현의 효과를 상세히 평가한다. 프로브는 상술한 바와 같은

iNOS 및 β-액틴 cDNA 프로브이다.

이 경우에, 전체 RNA를 TRI 시약(MRC Inc., Cincinnati, OH)을 사용하여 분리한다. 노던 블롯 분석을 문헌[참조: Church

and Gilbert (1984)]에 기술된 바와 같이 수행한다. 요약하면, 30㎍의 RNA를 1% 아가로즈 포름알데하이드 겔중 전기영

동에 적용시킨다. 다음 겔을 모세 작용을 통해 나일론 막(참조: Zeta Probe, Bio-Rad Laboratories, Melville, NY)상에 이

전시킨다. 이 막을 커닝함 제임스(James Cunningham) 박사(Harvard Medical School, Boston, MA)로부터의 일종의 선

물인 [32P]-dCTP 표지된 iNOS cDNA(4kb SmaI 단편)으로 하이브리드화한다. 하이브리드화한 후, 이 블롯을 코닥 X-선

필름(Kodak, Rochester, NY)에 -70℃에서 강화 스크린을 사용하여 24 내지 48시간 동안 노출시킨다. β-액틴 프로브는

클론테크(ClonTech; Palo Alto, CA)에서 입수하며 상술한 바와 같이 프로브화한다. iNOS/β-액틴의 강도의 적량은 형광

영상기를 사용하여 수행한다(참조: Molecular Dynamics, Sunnyville, CA).

도 6C 및 도 6D는 독시사이클린(도 6C) 및 미노사이클린(도 6D)의 존재 및 부재하에서 mRNA 발현을 나타내는 노던 블롯

을 나타낸다. iNOS mRNA 발현의 용량-의존적 억제는 모든 경우에서 입증되었다. iNOS 발현의 억제%는 β-액틴 시그날

에 의해 정상화시킨다. 독시사이클린에 대해, mRNA 발현의 억제는 20㎍/mL에서 68%, 40㎍/mL에서 75% 및 80㎍/mL에

서 79%인 반면, 하이드로코르티손은 발현을 73% 억제한다. 미노사이클린의 경우, mRNA 발현의 억제는 20㎍/mL에서

39%, 40㎍/mL에서 49% 및 80㎍/mL에서 77%인 반면, 하이드로코르티손은 발현을 76% 억제한다. 도 6C 내지 도 6D에

나타낸 데이타는 2회의 유사한 실험 중 하나를 나타낸다.

함께, 실시예 6A 및 6B는 독시사이클린 및 미노사이클린 20 내지 40㎍/mL이 iNOS mRNA 발현을 현저히 차단함을 나타

낸다. 이들 실험은 독시사이클린 및 미노사이클린의 iNOS 상에서의 작용이 또한 iNOS mRNA 발현 수준이며 이는 모든
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세포 추출물중에서 감소된 NOS 단백질 및 효소의 특이 활성에 기여함을 나타낸다. 심지어 80㎍/mL 농도의 테트라사이클

린도 mRNA 수준에서 iNOS 발현을 완전히 억제할 수 없으므로, 이들 약물의 존재시 일부 NO 생산에 대한 문제점이 남는

다. 실험중 본 단계에서, 본 발명자들은 테트라사이클린이 iNOS 전사를 억제하는지 또는 iNOS mRNA가 분해에 대해 더

욱 민감하도록 하는지, 또는 이들 모두에 대해 알지 못한다. 각종 효소 및 세포 작용에 있어 독시사이클린 및 미노사이클린

의 효과의 광범위한 스펙트럼에 기인하여, 일반적인 표적(예: NF-κB)을 유추할 수는 없다. iNOS 발현(mRNA, 특이 활성

및 니트라이트 축적)에 있어 독시사이클린/미노사이클린의 억제 효과는 40 내지 80㎍/mL 농도에서 최상에 이르며, 이 이

상에서 NOS 활성의 추가의 억제는 달성되지 않음에 주목한다. 따라서, 이들 화합물은 NOS 활성을 >95% 억제할 수 있는

효소의 경쟁적 억제제(예: L-NMMA)와는 상이하다. 그러나, 약리학적 농도에서 테트라사이클린은 본 발명자의 연구에서

NOS 활성의 >50% 억제를 달성한다. 이는 생체내에서 NOS 억제의 심지어 중간정도의 효과(10 내지 50%)도 관절염의 동

물 모델에서 관측되는 바와 같이(참조: Stetanovic-Racic et al. 1994), 염증 현상(예: 발 팽윤)에 있어 밝혀진 약독화 효과

를 가질수 있으므로 중요하다.

다른 발명자들에 의한 이전의 발견과 함께 본 발명자들의 데이타는 테트라사이클린이 자체의 항미생물 활성에 의존적인

다수의 작용을 발휘함을 나타낸다. 본 발명에 이르러 이들 작용들은 NOS 발현 및 NO 생산의 억제외에 MMP의 억제, 종양

진행의 억제, 골 재흡수의 억제(참조: DeClerck et al. 1994, Rifkin et al. 1994), 맥관형성의 억제(참조:Maragoudakis et

al. 1994) 및 염증의 억제(참조: Ramamurthy et al. 1994)와 같은 이미 공지된 작용을 포함한다. 본 발명자들은 테트라사

이클린의 몇가지 특성(참조: Greenwald et al. 1994)이 다른 다수작용성 시그날 분자, 즉 상기 나열한 많은 병리학적 상태

및 전염병에 있어서의 유사한 효과를 발휘하는 것으로 알려진(참조: Vane et al. 1994, Schmidt et al. 1994, Murrell et

al. 1995, Farias-Eisner et al. 1994, Kasten et. 1994, Pipili-Synetos et al. 1993, Pipili-Synetos et al. 1994), NO를

표적화하는 새로이 발견된 이들의 능력이 부분적으로 기인할 수 있다고 결론지었다. 본 발명자들의 연구는 또한 테트라사

이클린이 유사한 IC50에서 MMP에 대한 이중 효과, 즉 (a) 효소 농도에서 MMP의 특이 활성의 억제(참조: Yu et al. 1991,

Smith et al. 1994) 및 (b) MMP 활성을 상향 조절하는 것으로 보고된 NO 생산의 억제(참조: Murrell et al. 1995)를 발휘

함을 나타낸다. 또한, NO는 연골에 있어서 IL-1의 몇몇 대사 활성(참조: Taskiran et al. 1994, Cao et al. 1996, Murrell

et al. 1995)을 중재하는 것으로 공지되어 있기 때문에, 테트라사이클린에 의한 NOS 활성의 억제는 관절내 연골 분해에

있어서의 추가의 보호 효과를 발휘할 수 있다.

본 발명자의 연구는 테트라사이클린이 메탈로프로테이나제에 대해 보고된 바와 같이 효소 수준에서의 직접적인 억제 뿐만

아니라, NOS mRNA 발현의 억제를 통해 iNOS 활성을 억제함으로써, 단백질 발현 및 NOS 활성에 있어서의 감소를 초래

함을 나타낸다. 본 화합물의 테트라사이클린 그룹의 독특한 특성은 이들이 각종 병리학적 상태에 대한 NO의 안전하고 허

용가능한 중재자로서의 후보물질이 되도록 한다.

따라서, 본 발명의 바람직한 양태로 현재 여겨지는 것들이 본원에 기술되어 있다 하더라도, 당해 분야의 숙련가들은 본 발

명의 취지를 벗어남이 없이 다른 및 기타 양태를 수행할 수 있음을 인지할 것이며, 이러한 추가의 변형 및 변화 모두는 본

원에 설정된 청구의 범위의 진정한 영역에 포함되는 것으로 의도된다.

인용문헌
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

포유동물에 의해 내생적으로 생산되는 일산화질소의 양을 감소시키기에 충분한 양의 테트라사이클린 화합물을 포함하는,

내생적 일산화질소의 증가를 특징으로 하는 사구체 신염, 세균 감염, 진균 감염, 말라리아, 디프테리아, 백일해, 급성 및 만

성 기관지염, 정맥동염, 상부 호흡기 감염, 일반적인 감기, 급성 및 만성 위장염, 대장염, 급성 및 만성 방광염, 요도염, 급성

및 만성 피부염, 급성 및 만성 결막염, 급성 및 만성 장막염, 심막염, 복막염, 활막염, 흉막염, 건염, 요독성 심막염, 급성 및

만성 담낭염, 급성 및 만성 질염, 급성 및 만성 포도막염, 곤충에게 쏘인 상처, 노쇠, 혈관성 졸중, 알츠하이머병, 헌팅톤 질

환, 열에 의한 화상, 화학물질에 의한 화상, 전기에 의한 화상 및 일광화상으로부터 선택되는 질환(또는 상태)을 갖는 포유

동물을 치료하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 2.

제1항에 있어서, 테트라사이클린 화합물이 실질적으로 포유동물 시스템내에서 항-미생물 활성을 가지지 않는 약제학적

조성물.

청구항 3.

제1항에 있어서, 테트라사이클린 화합물이 메탈로프로테이나제 억제 활성을 갖는 약제학적 조성물.
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청구항 4.

제1항에 있어서, 테트라사이클린 화합물이 6-데메틸-6-데옥시-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-3), 6-α-데옥

시-5-하이드록시-4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-8), 4-데디메틸아미노테트라사이클린(CMT-1), 독시사이클

린 또는 미노사이클린인 약제학적 조성물.

청구항 5.
삭제

청구항 6.
삭제

청구항 7.
삭제

청구항 8.

제1항에 있어서, 스테로이드성 또는 비-스테로이드성 소염제의 소염 양을 추가로 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 9.
삭제

청구항 10.
삭제

청구항 11.
삭제

청구항 12.
삭제

청구항 13.
삭제

청구항 14.
삭제

청구항 15.
삭제

청구항 16.
삭제

청구항 17.
삭제

청구항 18.
삭제
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청구항 19.
삭제

청구항 20.
삭제

청구항 21.
삭제

청구항 22.
삭제

청구항 23.
삭제

청구항 24.
삭제

청구항 25.
삭제

청구항 26.
삭제

도면

도면1A
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도면1B

도면1C
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도면2A

도면2B
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도면3

도면4
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도면5

도면6A
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도면6B

도면6C
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도면6D
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