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특허청구의 범위

청구항 1 

감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물을 유효성분으로 함유하는 HIV-1  저해용 약학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물이 6,6'-비 엑콜인 것을 특징으로 하는 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 항-HIV-1 활성을 갖는 감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물을 함유하는 약학적 조성물에 관한 것[0001]

으로, 보다 구체적로는 감태로부터 분리한 플로로글루시놀중합체 화합물인 6,6‘-비엑콜을 유효성분으로 함유하

는 HIV-1 저해용 약학적 조성물에 관한 것이다.

    배 경 기 술

인간 면역결핍 바이러스 타입-1(Human Immunodeficiency virus type-1; HIV-1)은 지금까지 전 세계적으로 약 3[0002]

천 3백만 명 이상이 감염된 가장 중요한 질환 중 하나인 후천성 면역결핍증(AIDS)의 감염인자로서 확인되었다.

2007년에는 210만  명의  사람들이 AIDS  관련  질환으로 사망하였으며,  250만  명이  새롭게 HIV에  감염되었다.

UNAIDS의 추산에 따르면, 매일 6,800 명의 사람들이 새롭게 HIV에 감염되고 있으며, 5,700 명의 사람들이 AIDS

및 관련 증상으로 사망하고 있다.  그러나  바이러스가 면역 시스템을 파괴시키는 경로에 대해서는 완전히 확인

된 바 없다.

1980년대 초기에 AIDS가 알려진 후, 1세대 항-HIV 약물이 유망한 AIDS 환자 치료제로서 개발된 바 있다.  그러[0003]

나 약물-내성 바이러스 균주로 인하여 HIV에 감염된 환자의 50% 이상이 항-AIDS 치료에 실패하였다.  이러한 사

실이 현재 항레트로바이러스 치료요법에 사용되는 약물에 내성을 보이는 것들 포함하는 바이러스 HIV 균주에 대

해 보다 높은 저해 활성을 나타내는 잠재적인 후보군에 대한 필요성을 증가시키고 있다.

최근 들어, 이론적 약물 디자인에 있어 현저한 진전이 있었으며, 고도로 활성인 화합물을 합성할 수 있었다.[0004]

그러나 여전히 천연 발생 산물이  생활성 선도 화합물뿐만 아니라 이들 유도체에 대한 가장 풍부한 공급원이라

고 알려져 있다. 

이러한 관점에서, 천연 산물이 부작용은 보다 적으면서 보다 효과적인 새로운 세대의 항-HIV 약물을 개발하는데[0005]

있어 커다란 공급원이다.  지금 까지 천연 공급원으로부터 분리된 많은 화합물이 현저한 항-HIV 활성을 나타낸

다고 밝혀진 바 있다.  HIV에 의해 유발된 바이러스성 감염에 대한 항바이러스 약물을 개발하기 위한 중요한 실

마리로서 천연 산물-유래 물질의 통제된 임상 연구로부터 뿐만 아니라 조사 및 간행물로부터 많은 증거들이 도

출된 바 있다.  알칼로이드, 쿠마린, 카보하이드레이트, 플라보노이드, 리그란, 페놀산, 퀴닌, 포스포리피드,

테르펜 및 탄닌을 포함하여, 라이프 사이클 중의 다양한 단계 동안 HIV를 저해하는 식물로부터 유래한 다양한

화합물들이 기술된 바 있다.  수 백년 동안 전통 의약 공급원으로서 이용되어 왔다고 알려진 지상 천연 산물과

는 다르게, 해양 천연 산물에 대한 심도있는 연구는 지난 세기 중반에서야 시작되었다.  대양이 전세계의 70%를

차지하고 있기 때문에, 대양은 신규한 치료제를 발견하기 위한 거대한 저장고 역할을 하고 있다.  이러한 커다

란 잠재력으로 인하여, 천연 산물 연구는 점진적으로 해양 천연 산물로 전한되고 있으며, 이들 중 몇몇은 현재

임상 또는 전임상 평가를 수행 중에 있다.  해양 생물체들이 항-HIV 천연 산물의 선도적인 공급원 중 하나이다.

시아노박테리아로부터 유래된 11-kDa  단백질인 시아노비린-N(cyanovirin-N)의 항바이러스 특성이 연구되었고,

gp120에 대한 높은 친화성을 통해 HIV를 비가역적으로 불활성화시킨다는 사실이 밝혀졌다.  다양한 황산화된 폴

리사카라이드는 대부분이 바이러스 감염 초기 단계(viral entry stage)에서 높은 HIV 저해 활성을 가지며, 해양

조류로부터 분리되어 왔다.  덱스트란 설페이트, 카라기난, 갈락탄 설페이트 및 자일로만난이 항-HIV 활성을 갖
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는 선도적인 해양-유래 화합물에 속하는 것들이다.

탄닌은 자연 발생 수용성 폴리페놀 화합물이며, HIV-1 RT의 폴리머라아제와 리보누클레아제 활성을 저해함으로[0006]

써 HIV-1 저해 작용을 나타낸다고 여겨지고 있다.  갈로탄닌, 제라늄 및 코리라긴이 MT-4 세포에서 HIV-1 복제

를 저해하였다.  제라니임은 바이러스 감염을 효과적으로 저해하고, 1.9μM의 IC50에서 HIV-1의 RT 활성을 저해

하였다.  탄닌 유도체 1,3,4-트리-O-갈로일퀸산 및 3,5-디-O-갈로일쉬킴산이 비리온과 단단히 결합하여 이를 불

활성화시킴으로써 바이러스-세포 상호작용을 저해하여 감염을 예방하였다.  플로로탄닌은 상이한 방식으로 서로

결합되어 있는 몇 가지 플로로글루시놀중합체 단위로 구성되며 대부분 홍조류 및 갈조로로부터 분리된 탄닌 유

도체이다.  플로로탄닌은 항산화, 항염증, 항박테리아 및 항-MMP 활성을 갖는다고 보고되어 있다.  안 등(Ahn

et al.)은 플로로글루시놀중합체 유도체 8,8'-비엑콜과 8',4'''-디엑콜이 in vitro에서 HIV-1의 재조합 RT와 프

로테아제의 활성을 저해시켰다고 주장하였다.

감태(Ecklonia cava)눈 식용 갈조류로서, 대한민국 남부 해안과 일본에 광범위하게 분포하고 있다.  이들은 대[0007]

한민국 제주도에서 풍부하게 생산되지만( 30,000톤/년), 유럽에서는 이용되고 있지 않다.  이러한 가치 있는 갈

조류는 대한민국과 일본에서 식품 원료, 동물 사료, 비료 및 부인병의 민간 약제로서 이용되고 있다. 

구체적으로 감태는 주로 식품 또는 화장품에서,  예를 들어,  미백용 화장료 조성물(대한민국 특허출원 제10-[0008]

2000-0048933호), 주름개선용 화장료 조성물(대한민국 특허출원 제10-2001-0025580호), 여드름 피부용 화장료

조성물(대한민국 특허출원 제10-2006-0093939호)의 유효성분으로 이용되고 있다. 

또한  감태로부터  유래된  플로로글루시놀중합체류  화합물의  용도와  관련하여,  대한민국  특허출원  제10-2002-[0009]

83555호 "해초추출물을 포함하는 퇴행성관절염 조성물"에 퇴행성관절염의 예방 및 개선을 위해, 감태를 포함하

는 해조에서 추출된 15개의 폴리페놀로 구성된 폴리플로로글루시놀중합체 복합체를 10%이상 함유한 해조추출물

을 포함하는 퇴행성관절염 조성물이 개시되어 있으며, 대한민국 특허출원 제10-2004-3912호 "심혈관계 질환 개

선 조성물"에 감태를 포함하는 해조류로부터 유래된 알긴산, 푸코이단, 라미나린, 플로로글루시놀중합체류 및

푸코스테롤을 포함하는 심혈관계 질환 개선 조성물이 개시되어 있다. 

또한 대한민국 등록특허 제10-0518179호 "성기능 개선 조성물"에 발기유지의 핵심인 혈관근육의 이완상태를 유[0010]

지하기 위하여 활성산소로부터 혈관내피세포를 보호하는 강력한 항산화제인 플로로글루시놀중합체계 화합물 및

혈관수축 작용을 일으켜 발기를 방해하는 것으로 알려진 ACE(ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME)의 활성을 조절하

는 푸코스테롤 성분을 필수적으로 포함하는 감태를 포함하는 해조추출 분말과 기력유지 및 성기능에 필수적인

영양분을 공급하는 다양한 식물성 원료의 배합으로 이루어져 부작용이 없으면서 성기능 개선에 뛰어난 효과를

나타내는 성기능 개선 조성물이 개시되어 있다.

본 발명자들은 해양 공급원으로부터 생활성 천연 산물을 발견해내기 위한 지속적인 연구의 일환으로서, 해양 갈[0011]

조로 감태(EC)로부터 유래한 일련의 플로로글루시놀중합체 유도체를 수득하고 이를 약리화학적 방법과 NMR 분광

분석법에 의해 특성화시키고, 이들 분리한 플로로글루시놀중합체 중에서, 플로로글루시놀중합체 유도체 6,6'-비

엑콜의 항-HIV-1 활성을 최초 밝혀내고 본 발명에 이르게 되었다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명의 목적은 감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물을 유효성분으로 함유하는 HIV-1 저해용 약학적 조성[0012]

물을 제공하는 것이다.

        과제 해결수단

상기와 같은 본 발명의 목적은 감태로부터 플로로글루시놀중합체 화합물을 분리하고, 이들 중 6,6'-비엑콜이[0013]

HIV-1 유발 세포융합(syncytia formation), 세포용해 효과(lytic effect) 및 바이러스 p24 항체 생산을 포함한

HIV-1의 세포변성 효과(cytopathic effect)를 저해하였으며, 더욱이 다른 생리학적 특성과 더불어 RT 효소 저해

활성 및 HIV-1 감염 활성을 나타내었고, 대부분의 다른 탄닌들과는 다르게, 6,6'-비엑콜은 HIV-1 복제를 거의
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완전하게 저해시키는 농도에서 어떠한 세포독성도 나타내지 않았음 확인함으로써 달성되었다.

따라서 본 발명은 감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물을 유효성분으로 함유하는 HIV-1  저해용 약학적 조성[0014]

물를 제공한다.

본 발명에 따른 감태 유래 플로로글루시놀중합체 화합물은 바람직하게는 6,6'-비엑콜이다.[0015]

본 발명에 있어서, “유효성분”이라 함은 내재된 약리작용에 의해 그 의약품의 효능·효과를 직접 또는 간접적[0016]

으로 발현한다고 기대되는 물질 또는 물질군(약리학적 활성성분등이 밝혀지지 않은 생약 등을 포함한다)으로서

주성분을 포함하는 것을 의미한다.

본 발명에 따른 6,6'-비 엑콜은 500 μM 까지 어떠한 세포독성도 나타내지 않았고, CC50 값은 484 μM로 계산되[0017]

었다(도 1A 참조).  각각 C8166 및 CEM-SS 세포에 대한 바이러스의 세포융합 및 세포용해 효과를 정량화함으로

써 HIV-1 유발 세포변성 효과를 측정하였다.  6,6'-비 엑콜은 HIV-1 유발 세포융합(syncytia formation)을 저

해하였고,  용량의존적 방식으로 바이러스의 세포용해 효과로부터 세포를 보호하였다.   HIV-1  유발 세포융합

(syncytia formation) 저해 시에 6,6'-비 엑콜의 EC50은 1.72 μM 이었다(도 1B 참조).  최고 농도의 6,6'-비

엑콜로 인하여(25 μM), 88%의 세포융합이 저해되었다.  6,6'-비 엑콜은 in vitro에서 HIV-1 유발 세포용해로부

터 세포를 보호하였다.  최고 농도의 6,6'-비 엑콜 처리로서(25 μM), 감염된 세포가 96% 이상 보호되었다(도

1C 참조).  6,6'-비 엑콜의 치료 지수(therapeutic index; TI)는 약 393이었다.   HIV-1 유발 세포변성 효과의

저해는 p24 항원 생산의 저해와 동등하였다.  HIV-1 p24 항원 생산 저해에 대한 6,6'-비 엑콜의 EC50은 1.26 μ

M이었다(도 1D 참조).  HIV-1 p24 항원 생산에 대한 6,6'-비 엑콜의 저해 효과를 세포와 배양 상청액의 웨스턴

블롯 분석에 의해 추가로 측정하였다(도 2A 참조).  세포 배양 상청액으로부터 수득한 HIV-1 RT 효소는 6,6'-비

엑콜에 의해 비교적 저농도에서 강력하게 저해되었다(1 μM에서 50.46% 저해).  6,6'-비엑콜 10 μM에서 96.33%

의 HIV-1 RT 효소 활성이 저해되었다(도 1C 참조). 

 HIV-1IIIB로 만성 감염된 C8166  세포와 H9  세포의 공동-배양하여 얻어진 데이터에 따르면, 6,6'-비 엑콜은[0018]

HIV-1의 감염을 저해하였다.  6,6'-비 엑콜은 세포-바이러스 융합(도 1B 참조) 및 세포-세포 융합(도 3A 참조)

을 저해하였다.  공동-배양 분석 결과 최고 농도의 6,6'-비 엑콜 처리에서, 세포융합의 저해는 약 80%였다. 

본 발명에 있어서, 6,6'-비 엑콜의 항-HIV-1 활성을 조사하였다.   6,6'-비 엑콜은 CEM-22 및 C8166 세포에 대[0019]

한 HIV-1의 세포변성 효과뿐만 아니라 in vitro에서 HIV-1 역전사효소 활성 또한 저해하였다.  플로로글루시놀

중합체 유도체는 대부분 RT와 RNA 주형의 상호작용을 차단함으로써 HIV-1 저해 활성을 나타낸다.  

도 1B 및 3B에 나타낸 바와 같이, HIV-1 유발 세포변성 효과 및 RT 활성 연구로부터 얻은 데이터는 HIV-1 복제[0020]

저해가 역전사효소의 저해와 상관관계가 있음을 지시하였다.  6,6'-비 엑콜은 HIV-1  유발 세포용해 효과 및

HIV-1 RT 활성을 거의 완전하게 저해하였다.  이러한 데이터는 다른 탄닌들과는 다르게 6,6'-비 엑콜이 HIV-1

복제 및 역전사효소 활성을 효과적으로 저해하는 농도에서 비-세포독성임을 나타낸다.

또한 HIV-1 초기에 대한 6,6'-비엑콜의 저해 효과를 연구하였다. 비감염 C8166 세포와 H9/HIV-1IIIB 세포를 공[0021]

동배양하여 얻은 데이터의 결과 6,6'-비 엑콜이 HIV-1 유발 세포융합을 저해하였다.  탄닌들은 gp41 6-나선 번

들  형성(gp41  six-helix  bundle  formation)을  저해시킴으로써  HIV-1  초기에  대한  그들의  저해  활성을

나타낸다.  그러나 6,6'-비 엑콜의 초기 저해 프로파일을 세포변성 효과의 저해와 비교할 때, HIV-1 유발 세포

변성 효과가 초기의 저해에 의해서만 감소되는 것뿐만 아니라, 후속 HIV-1 역전사효소 활성의 저해에 의해서도

감소된다고 결론지을 수 있다.

본 발명에서는 p24 항원 생산을  p24 항원 캡춰 ELISA 및 웨스턴 블롯 분석(p24 antigen capture ELISA and[0022]

Western blot analysis)을 통해 측정하였다.  상기 ELISA 분석으로부터 얻은 데이터로부터 알 수 있는 바와 같

이(도 1D 참조), 6,6'-비 엑콜은 10μM에서 p24 항원을 90% 이상 저해하였다.  도 2C에 도시한 바와 같이, 25

μM 6,6'-비엑콜 p24 항원 생산의 저해도는 AZT(5 μM)의 저해도와 상응하였다. 8,8'-비엑콜은 6,6'-비엑콜과

구조적으로 유사하며, HIV-1 재조합 RT 및 프로테아제 활성을 각각 0.51 μM 및 81.5 μM의 IC50으로 저해하였

다.  6,6'-비엑콜의 역전사효소 저해 활성은 8,8'-비엑콜의 저해 활성과 일치하였다.  

웨스턴 블롯 분석에 따르면, p24 이외에 p55 gag 관련 단백질들(p55, p41 및 p24)의 위치에서 무시할만한 밴드[0023]

가 검출되었고, 이는 6,6'-비엑콜이 프로테아제를 저해시키지 못하였다는 사실을 지시한다.  그러나 6,6'-비엑

콜은 배양 상청액과 세포 모두에서 역전사효소의 활성을 저해시킴으로써 용량의존적 방식으로 p24 항원 생산을

저해하였다(도 2A 및 2B 참조).  일반적으로, 구조-활성의 관계는 6,6'-비 엑콜에 존재하는 디벤조디옥신 결합,
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플로로글루시놀중합체의 결합 위치 및 페놀산기를 갖는 독특한 골격과 관계가 있을 것이다.   

따라서, 본 발명에 따른 감태  6,6'-비엑콜은 현저한 HIV-1 복제 및 역전사효소 저해 활성을 갖는 신규하고 안[0024]

전한 천연 유래 화합물이다.  따라서 본 발명에 따른 6,6'-비 엑콜이 특정 구조를 갖는 신규한 HIV-1 RT 저해제

의 설계하는데 유용하게 이용될 수 있다.

        효 과

본 발명에 따른 감태유래 6,6'-비엑콜은 HIV-1 유발 세포융합, 세포용해 효과 및 바이러스 p24 항체 생산을 포[0025]

함한 HIV-1의 세포변성 효과를 저해하며, RT 효소 저해 활성 및 HIV-1 감염 활성을 나타낼 뿐만 아니라, HIV-1

복제를 거의 완전하게 저해시키는 농도에서 어떠한 세포독성도 나타내지 않는 효과가 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하에서 본 발명의 바람직한 실시형태를 실시예를 참고로 보다 구체적으로 설명한다.  하지만 본 발명의 범위[0026]

가 이러한 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예[0027]

1
H  NMR  (400  MHz)  및 

13
C  NMR  (100  MHz)  스펙트럼은  내부 참조 표준(internal  reference  standard)으로서[0028]

DMSO-d6 용매 피크(
1
H NMR에서 d 2.50 ppm 및 

13
C NMR에서 d 39.5 ppm)를 이용하여 JEOL JNM-ECP 400 NMR 스펙

트로미터(JEOL, Japan)에 기록하였다.  몇몇 신호에 대하여, 개략적인 소수점 셋째 자리로 나타내었다.  이는

매우 근접한 수치의 신호를 구별하기 위한 것이었지만, 그럼에도 불구하고 스펙트럼의 육안 조사에 의해서도 명

확히 구별할 수 있었다. 

MS  스펙트럼은  JEOL  JMS-700  스펙트로미터(JEOL,  Japan)에서  얻었다.   EC  추출은  추출  유니트(Extraction[0029]

Unit; Dongwon Scientific Co., Korea)를 사용하여 수행하였다.  컬럼 크로마토그래피는 silica gel 60 (230-

400 mesh, Merck, Germany), 세파덱스(Sephadex) LH-20 (Sigma, St. Louis, MO, USA)로 수행하였다.  TLC는 프

리코티드 머크 키젤겔(precoated Merck Kieselgel) 60 F254 플레이트(0.25 mm)에서 수행하였고, TLC 플레이트

상의 스팟은 현상 용매 시스템으로서 CHCl3/MeOH/H2O/아세트산(65:25:4:3, v/v)을 이용하는 UV 램프(254 및 365

nm) 하에서 검출하였고, 바닐린-I H2SO4을 페놀산 화합물의 검출제로서 이용하였다.  컬럼 크로마토그레피용의

모든 용매는 상업적으로 입수한 시약 등급의 것들이었다. 

AZT,  덱스트란  설페이트  및  폴리에틸렌  글리콜(Mw  8000  Da)은  시그마  케미칼사(Sigma  Chemical  Co.;  St.[0030]

Louis, MO, USA)로부터 입수하였다.  웨스턴 블롯용 1차 및 2차 항체는 산타크루즈 바이오테크놀로지(SantaCruz

Biotechnology;  CA,  USA)에서 구입하였다.   HIV-1  p24  항원 캡춰 ELISA  키트는 퍼킨-엘머 라이프 사이언스

(Perkin-Elmer Life Sciences; Boston, MA, USA)에서 입수하였다.  역전사효소 활성 분석 키트는 인비트로겐

(InvitroGen;  CA,  USA)에서 구입하였다.  세포 배양 배지(RPMI  1640),  페니실린/스트렙토마이신, 우태아혈청

(FBS), 및 다른 세포 배양 물질은 깁코 BRL 라이프 테크놀로지(Gibco BRL, Life Technology; NY, USA)와 시그

마 케칼사(Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)에서 입수하였다.

H9  및  H9/HIV-1IIIB  세포주는  ATCC(American  Type  of  Culture  Collection;  Manassas,  VA,  USA)에서[0031]

입수하였다.  나라 박사(Dr. P. Nara)의 CEM-SS 세포주 및 파랄 박사(Dr. G. Farrar)의 C8166 세포주는  EU

Programme EVA Centre for AIDS Reagents, NIBSC, UK로부터 제공받았다.  CEM-SS, C8166, H9 및 H9/HIV-1IIIB

세포주를 10% FBS, mL 당 스트렙토마이신 100 μg 및 mL 당 페니실린 100U가 보충된 RPMI 1640 배지에서 배양하

였다.   만성 감염된 H9/HIV-1IIIB 세포의 배양 상청액으로부터 HIV-1IIIB 바이러스 군체를 얻었다.  원심분리

및 0.22 ?m 필터를 통한 여과에 의해 상청액으로부터 무세포 바이러스를 수확하였다.  바이러스 군체를 사용 전

까지 80에서 소 분량으로 저장하였다.
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모든 실험은 3회 이상 실시하였고, 결과는 평균±표준편차로 나타내었다.  [0032]

실시예 1 : 감태(Ecklonia cava; EC)로부터 플로로글루시놀중합체의 추출 및 정제[0033]

해양 식용 갈색 해초인 EC를 대한민국 제주도 해안에서 2004년 10에서 2005년 3월에 걸쳐 수집하였다.  신선한[0034]

EC를 물로 3회 세척하여 염분을 제거하였다. 냉동건조한 EC를 분말로 분쇄한 후 추출하였다.  건조한 EC 분말

(10 kg)을 10일 동안 MeOH (35 L)를 이용하는 추출 유니트를 교반하여 추출하였다.  메탄올 추출물(273 g)을 물

에 현탁하고, n-헥산(35.92 g), CH2Cl2 (20.49 g), EtOAc (24.87 g) 및 n-BuOH로 순서대로 분획하였다.   H9 및

H9/HIV-1IIIB 인간 세포에 대하여 가장 강력한 항-HIV 활성을 나타내는 EtOAc 분획 (24.87 g)을 실리카겔 플래

쉬 크로마토그래피하고 헥산/EtOAc/MeOH의 용매 구배 시스템으로 용리시켜 F1 내지 F10의 10 개의 분획을 수득

하였다.

항-HIV에 대한 최고 활성을 갖는 F5 분획(378.39 mg)을 단지 MeOH만을 이용하는 세파덱스 LH-20으로 추가로 정[0035]

제하여 플로로글루시놀중합체 유도체인 하기 화학식 1의 화합물을 엷은 갈색 무정형 분말(102.85 mg)로 수득하

였다.

<화학식 1>[0036]

 [0037]

화합물 1의 분자식은 LREIMS, 
1
H, 

13
C, 및 

13
C DEPT 스펙트럼 데이터로부터 C36H22O18로 결정하였다.  화합물 1의[0038]

1
H NMR 스펙트럼은 d 5.75 (2H, J = 2.2 Hz), 및 5.80 (1H, J = 2.2 Hz)에서 두 개의 AB2 시스템과 d 6.05

(2H, s) 및 6.09 (2H, s)에서 두 개의 단일선 신호뿐만 아니라 각각 d 9.29 (2H, s), 9.16 (4H,s), 9.15 (2H,

s), 9.09 (2H, s), 및 8.65 (2H,s)에서 12 페놀 OH 양성자를 나타내었다.

13
C NMR 스펙트럼은 10 개의 비치환되고 24 개 O-함유 방향족 탄소뿐만 아니라 2 개의 4급 방향족 탄소 신호를[0039]

나타내었다.  화합물 1의 분자량은 직접 결합에 의한 두 개의 양성자 손실을 제외하고 두 개의 플로로글루시놀

중합체 단위 차이에 의해 비엑콜 보다 두 배 컸다(742 vs 372).   상기에 기재한 이러한 데이터는 화합물 1이 6

개의 플로로글루시놀중합체 단위로 구성되어 있다는 사실을 명확히 지시하였다.  상기의 데이터와 문헌 중의 이
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들 값과의 정확한 비교를 기준으로, 화합물 1을 6,6'-비엑콜로 정하였으며, 이를 하기 화학식 1로 나타내었다.

6,6'-비엑콜과 8,8'-비엑콜 사이의 C-8에서 13C 화학 이동 값의 6.4 ppm 차이가 각 유사한 플로로탄닌을 명확히

분류되도록 하였다.

화합물 1 : 엷은 갈색 분말(냉동건조) ;  1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) d 9.29 (1H, s, OH-9), 9.16 (2H,s, OH-[0040]

30, 50), 9.15 (1H, s, OH-2), 9.09 (1H, s, OH-4), 8.65 (1H,s, OH-7), 6.09 (1H, s, H-3), 6.05 (1H, s, H-

8), 5.80 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-40), 5.75 (2H, d, J = 2.2 Hz, H-20, 60); 13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) d

123.5 (s, C-1)), 145.4 (s, C-2), 97.7(d, C-3), 141.4(s, C-4) 121.9(s, C-4a), 141.3(s, C-5a), 99.7 (d,

C-6), 151.3 (s, C-7), 97.8 (d, C-8), 144.5 (s, C-9), 122.7 (s, C-9a), 137.2 (s,C-10a), 160.4 (s, C-

10),  93.7  (d,  C-20),  158.8  (s,  C-30),  96.1  (d,  C-40),  158.8  (s,  C-50),  93.7  (d,  C-60);  LREIMS  m/z

742.10 [M]
+
.

실시예 2 : 세포 생존력 분석[0041]

3-(4,5-디메틸트리아졸-2-일)-2,5-디페닐테트라졸륨 브로마이드(MTT)의 환원을 기준으로 한 방법인 MTT 분석에[0042]

의해 6,6'-비엑콜의 세포독성 농도를 측정하였다.  CEM-SS 또는 H9 세포를 함유한 배지 400 μL를 105 cell/mL

의 밀도로 48-웰 플레이트에 배양하였다.  플레이트를 밤새배양하고, 6,6'-비 엑콜을 함한 100 μL의 RPMI 1640

배지와  함유하지 않은 배지로 처리하였다.   72  시간 동안 배양한 후,  500  μg/mL  MTT  100μL를  각  웰에

가하고, 플레이트를 37에서 추가로 4 시간 동안 배양하였다. 블루 포르마잔을 50% DMSO 및 4% 트리톤 X-100을

함유한 산성화된 프로판올에 용해시켰다.  마이크로플레이트 리더기로 540 nm에서 광학 밀도를 측정하였다.  비

처리 세포에 의해 형성된 포르마잔의 광학 밀도를 100%의 생존력으로서 취하였다.

6,6'-비  엑콜은 500  μM  까지 어떠한 세포독성도 나타내지 않았고,  CC50  값은 484  μM로  계산되었다(도 1A[0043]

참조).

실시예 3 : 항-HIV 활성의 측정[0044]

실시예 3-1 :  세포융합의 저해[0045]

300 μL 분취액 중 1X10
5
 C8166 세포를 완전 배지 중에 계열희석된 화합물 100μL를 함유한 48-웰 플레이트에[0046]

세 겹으로 식재하였다.  2 시간 동안 배양한 후, 세포를 완전 배지 중에 200 CCID50으로 희석된 HIV-1IIIB의 군

체 상청액 100 μL로 감염시켰다. 플레이트를 37에서 72 시간 동안 배양하고,  세포융합 수를 현미경으로 측정

하였다.

 각각 C8166 및 CEM-SS 세포에 대한 바이러스의 세포융합 및 세포용해 효과를 정량화함으로써 HIV-1 유발 세포[0047]

변성 효과를 측정하였다.  6,6'-비 엑콜은 HIV-1 유발 세포융합(syncytia formation)을 저해하였고, 용량의존적

방식으로 바이러스의 세포용해 효과로부터 세포를 보호하였다.  HIV-1 유발 세포융합(syncytia formation) 저해

시에 6,6'-비 엑콜의 EC50은 1.72 μM 이었다(도 1B 참조).  최고 농도의 6,6'-비 엑콜로 인하여(25 μM), 88%

의 세포융합이 저해되었다.  

실시예 3-2 : HIV-1의 세포용해 효과 저해[0048]

급성 감염된 CEM-SS 세포에 대한 6,6'-비엑콜의 항-HIV-1 활성을 측정하기 위해,  MTT-포르마잔-기재 분석법을[0049]

이용하였다.  배수기(log-growth phase)의 세포를 세척하고, 완전 배지에 재현탁하고, 100 μL 부피의 배지 중

에 희석 화합물을 함유한 48-웰 플레이트의 웰에 1X10
5  
세포를 함유한 분취액 300 μL를 3회 가하였다.  HIV-

1IIIB의 군체 상청액을 완전 배지 중에 희석하여 충분한 세포병변(7일 내에 90% 세포 사멸)을 얻고, 분취액 100

μL를 웰에 가하였다.  플레이트를 37 에서 7일 동안 배양하고, 7일 째에 상기에 기술한 MTT 방법에 의해 세포

생존력을 측정하였다.

6,6'-비 엑콜은 in vitro에서 HIV-1 유발 세포용해로부터 세포를 보호하였다.  최고 농도의 6,6'-비 엑콜 처리[0050]

로서(25  μM),  감염된  세포가  96%  이상  보호되었다(도  1C  참조).   6,6'-비  엑콜의 치료 지수(therapeutic
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index; TI)는 약 393이었다.   HIV-1 유발 세포변성 효과의 저해는 p24 항원 생산의 저해와 동등하였다.  HIV-1

p24 항원 생산 저해에 대한 6,6'-비 엑콜의 EC50은 1.26 μM이었다(도 1D 참조). 

실시예 3-3 : 웨스턴 블롯 분석[0051]

1X10
6
 cells/mL H9 세포를 세포 배양 플레이트에서 배양하였다.  시료를 처리한 후, 플레이트를 2 시간 동안 배[0052]

양하고, 200 CCID50의 HIV-1IIIB로 감염시켰다.  37에서 96 시간 동안 배양한 후, 세포를 10 분 동안 1000 rpm

으로  펠렛화시키고,  상청액을  획득하였다.   세포를  PBS로  3회  세척하고,  50  mM  Tris-HCl  (pH  7.5),  0.4%

Nonidet P-40, 120 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 2 mM 페닐메틸술포닐 플루오라이드,  80 μg/mL 류펩틴, 3 mM NaF,

및 1  mM  DTT를 함유한 용리 완충액 500  μL로 용리시켰다.   100  μg  총 단백질을 사용하여 면역탁본 분석

(immunoblot analysis)을 수행하였다.  

바이러스를 함유한 배양 상청액을 0.22 μM 필터를 통해 여과하고,  30% 폴리에틸렌 글리콜(PEG) (50% v/v) 및[0053]

0.4 M NaCl과 혼합하고, 바이러스 입자를 15000 rpm으로 45 분 동안 펠렛화시켰다.  바이러스 펠렛을 용리시키

고, SDS 시료 완충액에 재현탁시킨 후, 동일 부피의 바이러스 용리물(20 μL)를 SDS 겔 상에 적재하였다.   단

백질을 25 mM Tris, 192 mM 글리신, 4% 스택킹된 0.1% SDS 및 10% 분리 겔 중의 SDS-AGE로 변성시켰다. 분리된

단백질을 니트로셀룰로오스 멤브레인 상으로 이송시키고, 0.1% (v/v) Tween 20 (TBS-T) 및 5% 탈지유 분말을 함

유한 Tris 완충 함수 중에 블록킹시켰다.  상기 멤브레인에 마우스 항-p24 모노클로날 항체 및 호스래디쉬 퍼옥

시다아제(horseradish peroxidase; HRP)-컨쥬게이티드 항-마우스 IgG 2차 항체(1:5000, SantaCruz)를 주입하였

다.  단백질을 케미일루미네션스(chemiluminescence; Fujifilm Life Science, Tokyo, Japan)로 시각화시켰다.

HIV-1 p24 항원 생산에 대한 6,6'-비 엑콜의 저해 효과를 세포와 배양 상청액의 웨스턴 블롯 분석에 의해 추가[0054]

로 측정하였다(도 2A 참조).  세포 배양 상청액으로부터 수득한 HIV-1 RT 효소는 6,6'-비엑콜에 의해 비교적 저

농도에서 강력하게 저해되었다(1 μM에서 50.46% 저해).  6,6'-비엑콜 10 μM에서 96.33%의 HIV-1 RT 효소 활

성이 저해되었다(도 1C 참조).    

실시예 3-4 : 역전사효소 활성 분석[0055]

바이러스 용리물 중의 HIV-1 역전가효소의 활성을 형광 RT 분석 키트(fluorescence RT assay kit; InvitroGe[0056]

n)을  이용하여  제조자의  프로토콜에  따라  평가하였다.   간략하게  설명하면,  주형/프라이머  하이브리드,

poly(A)/d(T)16,  및 트리포스페이트 기재로서 dTTP를 함유한 반응 혼합물 20 μL를 마이크로타이터 플레이트

(microtiter plate)의 웰에 가하고, 다양한 농도의 6,6'-비엑콜을 함유한 바이러스 용리물과 혼합하였다.  37에

서 1 시간 동안 배양한 후, 각 반응에 200 mM EDTA 2 μL를 사하여 반응을 중단시켰다.  단일-가닥(single-

stranded) 핵산 또는 유리 뉴클레오타이드 상에서 sDNA 또는 DNA-RNA 헤테로듀플렉스(heteroduplexes)에 선택

적으로 결합하는 형광 피코그린리에이젼트(PicoGreenreagent) 173 μL를 가한 후, 제니스마이크로플레이트 리더

기(GENiosmicroplate reader; Tecan Austria GmbH, Austria)를 이용하여 480 nm (여기) 및 520 nm (방출)에서

형광 강도를 측정하였다.

본 발명에 있어서, 6,6'-비 엑콜의 항-HIV-1 활성을 조사하였다.   6,6'-비 엑콜은 CEM-22 및 C8166 세포에 대[0057]

한 HIV-1의 세포변성 효과뿐만 아니라 in vitro에서 HIV-1 역전사효소 활성 또한 저해하였다.  플로로글루시놀

중합체 유도체는 대부분 RT와 RNA 주형의 상호작용을 차단함으로써 HIV-1 저해 활성을 나타낸다.  이러한 저해

형태는 몇몇 플라보노이드에서와 유사하다. 킬쿠스키이 등(Kilkuskie et al.)은 그들이 시험한 탄닌들 중 대부

분이 유효 농도에서 세포독성을 나타내고, 이는 화합물의 치료 지수가 약 1이라는 것을 의미한다고 보고하였다.

그들은 탄닌의 HIV 저해 활성과 RT 저해 활성 사이의 상관관계를 조사하기 위하여, 갈로탄닌, 엘라기탄닌, 축합

탄닌 및 복합 탄닌을 포함하는 다양한 탄닌의 HIV 복제와 역전사효소 저해 활성을 평가하였다.   평가 결과 역

전사효소 저해가 HIV 복제의 저해와는 상관관계가 없는 것으로 나타났다. 

도 1B 및 3B에 나타낸 바와 같이, HIV-1 유발 세포변성 효과 및 RT 활성 연구로부터 얻은 데이터는 HIV-1 복제[0058]

저해가 역전사효소의 저해와 상관관계가 있음을 지시하였다.  6,6'-비 엑콜은 HIV-1  유발 세포용해 효과 및

HIV-1 RT 활성을 거의 완전하게 저해하였다.  이러한 데이터는 다른 탄닌들과는 다르게 6,6'-비 엑콜이 HIV-1

복제 및 역전사효소 활성을 효과적으로 저해하는 농도에서 비-세포독성임을 나타낸다.
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HIV-1의 초기 단계 새로운 세대의 약물 후보를 선택하는데 있어 관심있는 타깃이다.  따라서 HIV-1 초기에 대한[0059]

6,6'-비엑콜의 저해 효과가  연구되었다.   노나카 등(Nonaka et al.)은 다양한 탄닌들이 HIV-세포의 상호작용

을 방해함으로써 HIV의 복제를 저해하였다고 주장하였다.  비감염 C8166 세포와 H9/HIV-1IIIB 세포를 공동배양

하여 얻은 데이터의 결과 6,6'-비 엑콜이 HIV-1 유발 세포융합을 저해하였다.  탄닌들은 gp41 6-나선 번들 형성

(gp41 six-helix bundle formation)을 저해시킴으로써 HIV-1 초기에 대한 그들의 저해 활성을 나타낸다.  그러

나 6,6'-비 엑콜의 초기 저해 프로파일을 세포변성 효과의 저해와 비교할 때, HIV-1 유발 세포변성 효과가 초기

의 저해에 의해서만 감소되는 것뿐만 아니라, 후속 HIV-1 역전사효소 활성의 저해에 의해서도 감소된다고 결론

지을 수 있다.

실시예 3-5 :  p24 ELISA[0060]

H9 세포(3X10
6
 cells/ml)를 37에서 1 시간 동안 HIV-1IIIB의 존재 또는 부재하에 배양하였다.  세포를 세척하여[0061]

결합하지 않은 바이러스를 제거하고, 배양 배지 중에 3X10
5
 cells/mL로 재현탁시켰다.  분취액 1 mL를 6,6'-비

엑콜을 갖거나 갖지 않은 동일한 부피의 배지를 함유한 24-웰 플레이트에  주입하였다.  AZT를 양성 대조군으로

서 처리하였다.  배지로 방출된 바이러스의 양을 측정하기 위하여, 상업용 키트(Perkin-Elmer Life Sciences,

Boston, MA)를 사용하여 제조자의 지시에 따라 HIV-1 p24 항원 캡춰 ELISA를 수행하였다.

본 발명에서는 p24 항원 생산을  p24 항원 캡춰 ELISA 및 웨스턴 블롯 분석(p24 antigen capture ELISA and[0062]

Western blot analysis)을 통해 측정하였다.  상기 ELISA 분석으로부터 얻은 데이터로부터 알 수 있는 바와 같

이(도 1D 참조), 6,6'-비 엑콜은 10μM에서 p24 항원을 90% 이상 저해하였다.  도 2C에 도시한 바와 같이, 25

μM 6,6'-비엑콜 p24 항원 생산의 저해도는 AZT(5 μM)의 저해도와 상응하였다. 8,8'-비엑콜은 6,6'-비엑콜과

구조적으로 유사하며, HIV-1 재조합 RT 및 프로테아제 활성을 각각 0.51 μM 및 81.5 μM의 IC50으로 저해하였

다.  6,6'-비엑콜의 역전사효소 저해 활성은 8,8'-비엑콜의 저해 활성과 일치하였다.  

웨스턴 블롯 분석에 따르면, p24 이외에 p55 gag 관련 단백질들(p55, p41 및 p24)의 위치에서 무시할만한 밴드[0063]

가 검출되었고, 이는 6,6'-비엑콜이 프로테아제를 저해시키지 못하였다는 사실을 지시한다.  그러나 6,6'-비엑

콜은 배양 상청액과 세포 모두에서 역전사효소의 활성을 저해시킴으로써 용량의존적 방식으로 p24 항원 생산을

저해하였다(도 2A 및 2B 참조).  일반적으로, 구조-활성의 관계는 6,6'-비 엑콜에 존재하는 디벤조디옥신 결합,

플로로글루시놀중합체의 결합 위치 및 페놀산기를 갖는 독특한 골격과 관계가 있을 것이다.   

실시예 3-6 : 공동-배양 분석[0064]

3X10
4
 C8166 세포를 다양한 농도의 6,6'-비엑콜로 2 시간 동안 전처리하고, 5% CO2의 습윤 환경에서 37로 HIV-[0065]

1IIIB에 의해 만성 감염된  3X10
3
 H9 세포와 공동-배양하였다.  배양한지 72 시간 후, 형성된 세포융합의 수를

현미경을 이용하여 계수하였다.

바이러스 또는 HIV 감염 세포와 비감염 목적 세포와의 융합이 HIV 감염의 결정 단계이다.  HIV-1IIIB로 만성 감[0066]

염된 C8166 세포와 H9 세포의 공동-배양하여 얻어진 데이터에 따르면, 6,6'-비 엑콜은 HIV-1의 감염을 저해하였

다.  6,6'-비 엑콜은 세포-바이러스 융합(도 1B 참조) 및 세포-세포 융합(도 3A 참조)을 저해하였다.  공동-배

양 분석 결과 최고 농도의 6,6'-비 엑콜 처리에서, 세포융합의 저해는 약 80%였다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 6,6‘-비엑콜의 세포독성 및 HIV-1 저해 활성을 나타낸 도이다.  값은 평균±SE(n=3)으[0067]

로 나타내었다.  (A) MTT 분석에 의해 측정된 CEM-SS 세포에 대한 6,6’-비엑콜의 세포독성, (B) 현미경을 이용

하여 측정한 HIV-1 유발 세포융합 형성의 저해, (C) MTT 분석에 의해 측정한 HIV-1 유발 세포용해 효과로부터

CEM-SS 세포 보호 및 (D) ELISA에 의해 측정한 p24 항체 생산의 억제를 나타낸다.

도 2는 본 발명에 따른 6,6‘-비엑콜의 HIV-1 감염 세포에서 바이러스성 p24 단백질 생산에 대한 효과를 나타낸[0068]

도이다.  H9 세포를 HIV-1IIIB로 급성 감염시키고, 0.1, 0.25, 1.25, 10 및 25μM의 6,6‘-비엑콜 또는 AZT(5μ

M)로 4일 동안 처리한 후 세포(A) 및 상청액(B)를 웨스턴 블롯 분석법으로 분석하였다.  단백질 대역의 면적 및
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강도를 농도계측에 의해 측정하고, 감염-비처리 세포(C)의 단백질 수준과 비교하여 p24 발현 %로 나타내었다.

값은 평균±SE(n=3)으로 나타내었다.

도 3은  본 발명에 따른 6,6‘-비엑콜의 HIV-1 도입 및 HIV- RT 활성의 억제에 대한 효과를 나타낸 도이다.  각[0069]

각 AZT(5μM) 및 덱스트란 설페이트(100μg/mL)를 양성 대조구로서 이용하였다.  값은 평균±SE(n=3)으로 나타

내었다.  (A) HIV-1 도입을 정상 C8166 및 H9/HIV-1IIIB 세포 사이의 융합 정량에 의해 측정하였다.  (B) 6,6'-

비엑콜의 HIV-1 RT 활성 억제에 대한 효과를 형광 RT 활성 분석법으로 측정하였다.

도면

    도면1
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    도면2

    도면3
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