
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2010-0134305

(43) 공개일자   2010년12월23일

(51) Int. Cl.
      

A61K 31/35 (2006.01)  A61P 11/06 (2006.01)

    A61P 37/08 (2006.01)  A61P 17/00 (2006.01)
(21) 출원번호       10-2009-0052858

(22) 출원일자       2009년06월15일

     심사청구일자   2009년06월15일 

(71) 출원인

경희대학교 산학협력단

경기도 용인시 기흥구 서천동 1 경희대학교 국제
캠퍼스내

(72) 발명자

배현수

서울특별시 서초구 잠원동 한신시티21 218호

이희경

서울특별시 노원구 하계2동 시영6단지장미아파트
614-1104

한아름

서울특별시 은평구 불광2동 198-4호

(74) 대리인

윤여강, 오대웅

전체 청구항 수 : 총 11 항

(54) 피라노피란-1,8-다이온을 함유하는 천식치료제

(57) 요 약

본 발명은 Vitex rotundifolia Linne fil (Verbenaceae) 의 과실로부터 추출한 화합물인 피라노피란-1,8-다이온

의 천식 치료제로서의 용도에 관한 것이다. 상기 화합물은 관련된 신호전달 경로를 억제함으로써 호산구의 이동

을 저해한다. 따라서 천식을 비롯하여 에오탁신의 분비 및/또는 호산구의 이동과 관련된 알레르기성 질환에 대한

신규한 치료제로서 효과적이다.

대 표 도 - 도3
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특허청구의 범위

청구항 1 

피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)을 함유하는 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해

발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 천식, 아토피 또는 알레르기성 비염인

것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)이 면역세포의 이동 및/또는 침착 작용

을 저해하는 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 4 

제 3 항에 있어서, 상기 면역세포는 호산구인 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환

의 치료용 조성물.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)이 케모카인의 분비를 억제하는 것을 특

징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 상기 케모카인은 에오탁신인 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질

환의 치료용 조성물.

청구항 7 

제 1 항에 있어서, 상기 피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)이 NF-κB 및/또는 ERK1/2 신호전달 경

로의 활성을 감소시키는 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 상기 피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)이 사이토카인의 분비를 조절하는 것을

특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 9 

제 8항에 있어서, 상기 사이토카인은 IL-4, IL-5 및/또는 IL-8인 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에

의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 10 

제 1 항에 있어서, 상기 피라노피란-1,8-다이온(Pyranopyran-1,8-dione)이 세포부착인자의 발현을 억제하는 것

을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물.

청구항 11 

제 10 항에 있어서, 상기 세포부착인자는 VCAM 인 것을 특징으로 하는 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는

질환의 치료용 조성물.

명 세 서
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발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

주변의 위험 요소들에의 노출은 알레르기성 천식, 아토피성 피부염 및 알레르기성 비염과 같은 알레르기성 질환[0001]

의 원인이 된다. 하지만, 알레르기성 질환에 영향을 받는 미국인들이 매년 5천만 명 이상이라는 사실에서 알 수

있듯이,  그러한 노출은 피하기 어렵다. 이들 질환들은 미국의 경우 건강관리 시스템에 매년 약 180억의 비용이

소요되게 만든다(1). 따라서, 알레르기가 발생하는 기작과 이에 대한 치료제들을 개발하거나 증상들을 예방하기

위하여, 제도적이고 산업적인 연구들이 수행되고 있다(2). 

천식이란 폐 속에 있는 기관지가 아주 예민해진 상태로, 때때로 기관지가 좁아져서 숨이 차고 가랑가랑하는 숨[0002]

소리가 들리면서 기침을 심하게 하는 증상을 나타내는 병을 말하는데, 기관지의 알레르기 염증 반응 때문에 발

생하는 알레르기 질환이다. 이런 증상들은 반복적으로, 발작적으로 나타나며 유전적 요인과 환경적 요인이 합

쳐져서 나타난다. 공기가 흐르는 길인 기관지의 염증으로 기관지 점막이 부어 오르고 기관지 근육이 경련을 일

으키면서 기관지가 막혀서 숨이 차게 된다. 

    배 경 기 술

천식의 초기 증상에는 기도의 염증이 포함되며, 이에는 호산구(eosinophil)가 중요한 역할을 한다(3). 호산구들[0003]

은 천식 환자들의 기도에서 언제나 과량으로 발견되지만, 천식 질환의 증상이 약화됨에 따라 그 축적량도 감소

한다. 호산구는 주변의 혈액으로부터 선택적으로 이동하여 혈관 내피세포에 부착함으로써 영향을 미친다(4). 그

후 케모카인(chemokines)에 의해 기도로 이동하고, 그곳에 침입하여 감염을 일으킨다. 에오탁신(Eotaxin)은 알

레르기  자극에  따라  호흡기  상피(respiratory  epithelium)  내에서  분비되는  주요한  호산구-특이적

케모카인이다. 에오탁신은 호산구의 이동을 야기시킬 뿐만 아니라, 호산구 내에서 생성되어 호산구 이동의 영향

력을 증가시킨다(5). 에오탁신의 발현은 미토겐-활성 단백질(MAP) 키나아제(MAPK)에 의해 조절되며, 다른 많은

케모카인들을 유도함으로써 기도의 리모델링에도 관여한다(6, 7).

호산구의 기능 및/또는 침입을 저해할 수 있는 자연적 산물들은 천식 및 다른 알레르기성 질환들에 대한 바람직[0004]

한 치료제들이다(8). 본 발명자들은 이전에 Moutan Cortex Radicis 가 NF-κB 활성을 저해함으로써 에오탁신의

분비를 억제한다는 사실을 보고한 바 있다(9, 10). 이전의 많은 연구들은 활성화된 NF-κB가 천식에서 기도 염

증과 관련된 많은 염증 유전자들의 발현 증가(11-14) 및 호산구들의 조절(15)에 중요한 역할을 한다는 것을 밝

혔다. 

본 발명자들은 약용 식물들에서 생산되는 새로운 항-천식제에 대한 탐색을 위해, 표준 에오탁신 ELISA 어세이[0005]

(assay)를 이용하여 270 개의 표준화된 약용 식물 추출물들이 사이토카인(cytokine) 활성 A549 사람 폐 상피 세

포들에 미치는 영향을 측정하였다. A549 세포 내 에오탁신 분비의 상당한 감소효과 때문에, 다수의 아시아 국가

들에서 편두통 및 알레르기 질환의 치료를 위한 전통적인 한약재로 널리 사용되는 Vitex rotundifolia Linn fil

추출물(16)을 활성-유도 분획(activity-guided  fractionation)  대상으로 선별하였다.  여러 차례의 활성-유도

분획(activity-guided fractionation) 후에, 페일 옐로우 파우더(pale yellow powder)로 피라노피란-1,8-다이

온(1H,8H-Pyrano[3,4-c]pyran-1,8-dione)을 분리하였다. 이 화합물에 대한 동정 결과, 그 인공합성법은 이미

공지되어 있으나(23), 천연물질로부터 이전에 분리된 적이 없는 신규한 화합물임을 알게 되었다. 그 후 피라노

피란-1,8-다이온이 폐 상피세포 염증 반응들에 미치는 영향을 시험관 내에서(in vitro) 측정하였고, 항-염증 효

과에 기여하는 것으로 나타났다. 그 후 본 발명자들은 피라노피란-1,8-다이온이 난백알부민-민감성 알레르기 천

식(ovalbumin-sensitized allergic asthma)의 쥐 모델에서 폐 호산성 염증의 발달을 저해함으로써 항-천식 작

용에 기여한다는 것을 확인하였다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명의 목적은 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환의 신규한 치료제를 제공하는 것에 있다.[0006]

공개특허 10-2010-0134305

- 3 -



        과제 해결수단

상기의 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 피라노피란-1,8-다이온을 함유하는 것을 특징으로 하는 알레르기성[0007]

염증 반응에 의해 발생하는 질환의 치료용 조성물을 제공한다. 

상기 피라노피란-1,8-다이온은 도 1의 구조식을 갖는 화합물로서, IUPAC명은[0008]

1H,8H-Pyrano[3,4-c]pyran-1,8-dione 이다. 이 화합물은 공지 또는 신규한 방법으로 합성될 수도 있고, 자연계

의 식물 등으로부터 추출될 수도 있다.

상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은, 이에 제한되는 것은 아니나, 호흡기계 질환으로 기관지천[0009]

식, 고초열, 혈관운동신경성 비염, 비후성 비염, 알레르기성 기관지염, 뢰플러 증후군(일과성 폐침윤) 등, 소

화기계 질환으로 식이성 알레르기성 위염, 알레르기성 설사, 알레르기성 구내염, 장성자반병(腸性紫斑病) 등,

순환기계 질환으로 결절성 동맥주위염, 폐색성 동맥내막염, 협심증, 심내막염 등, 피부 관계에는 두드러기, 퀸

케 부종(혈관신경성 부종), 결절성 홍반, 자반병 등, 눈 관계에는 플릭텐, 교감성 안염, 알레르기성 결막염,

알레르기성 각막염 등이며, 그 밖에 미만성 사구체신염이나 편두통 등을 들 수 있다. 바람직하게는 천식, 아토

피 또는 알레르기성 비염이다.

바람직하게 상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 면역세포의 이동 및/또는 침착과 관련된 질환[0010]

이며, 더욱 바람직하게는 호산구의 이동 및/또는 침착과 관련된 질환이다.

바람직하게  상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 케모카인의 분비와 관련된 질환이며, 더욱 바[0011]

람직하게는 에오탁신의 분비와 관련된 것이다.

바람직하게 상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 NF-κB 및/또는 ERK1/2 신호전달 경로의 활성[0012]

과 관련된 질환이다.

바람직하게 상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 사이토카인의 분비와 관련된 질환이며, 더욱[0013]

바람직하게는 IL-4, IL-5, IL-8의 분비와 관련된 질환이다.

바람직하게 상기 알레르기성 염증 반응에 의해 발생하는 질환은 세포부착인자의 발현과 관련된 질환이며, 더욱[0014]

바람직하게는 VCAM의 발현과 관련된 질환이다.

한편, 상기 치료용 조성물에는 약제학적으로 허용되는 염 및/또는 약제학적으로 허용되는 담체 또는 매질, 특히[0015]

멸균된 물, 생리식염수, 식물성 기름, 유화제, 현탁제, 계면 활성제, 안정제, 향미제(flavoring agent), 부형제

(excipient), 매개제(vehicle), 보존제, 결합제 등을 포함할 수 있다. "약제학적으로 허용되는 염"이란 환자의

치료에 적합한 산 부가 염 또는 염기 부가 염을 의미한다. "약제학적으로 허용되는 담체"란 무독성 용매, 분산

제, 부형제, 보조제 또는 활성 성분과 혼합되어 약제학적 조성물, 즉 환자에게 투여할 수 있는 투여 제형을 형

성할 수 있는 기타 물질이다. 

상기 "치료"는 알레르기성 질환의 경감, 예방, 치료를 모두 포함하는 의미이다. [0016]

인간이나 마우스, 랫, 기니피그, 토끼, 고양이, 쥐, 개, 양, 돼지, 소, 원숭이, 비비, 침팬지 등 동물들의 의약[0017]

으로 사용하기 위해 본 발명의 방법을 이용해 분리한 물질이나 화합물을 투여할 때에는, 이 분리된 물질이나 화

합물을 직접적으로 투여되거나, 기존의 조제 방법을 이용해 1회 분량으로 제작해 투여할 수 있다. 예를 들면,

필요한 경우, 이러한 의약들은 설탕으로 코팅된 알약이나 캡슐, 엘릭시르(elixir), 마이크로캡슐과 같이 경구투
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여가 가능한 것들일 수도 있고, 물이나 다른 약학적으로 가능한 액체로 된 현탁액(suspension)이나 무균용액

(sterile solution)들이 든 주사제의 형태로 된 것, 즉 경구투여하지 않는 것들일 수도 있다. 예를 들어, 이러

한 물질이나 화합물들은, 일반적인 의약사용을 위해 1회투약분이 개별단위로 포장된 형태(a unit dose form)로,

약학적으로 사용 가능한 담체 또는 매질, 특히 멸균된 물, 생리식염수, 식물성 기름, 유화제, 현탁제, 계면 활

성제, 안정제, 향미제(flavoring  agent),  부형제(excipient),  매개제(vehicle),  보존제, 결합제 등과 혼합될

수 있다. 이러한 의약 제조에서 지시된 가능한 범위 내에서 적절한 투여량으로 주성분의 양을 정하게 된다.

알약이나  캡슐과  혼합될  수  있는  첨가물들은  예를  들면,  젤라틴(gelatin),  옥수수  전분,  트라가칸스  고무[0018]

(tragacanth  gum),  아라비아 고무 등 결합제들이나 셀룰로스 결정(crystalline  cellulose)와 같은 첨가제들,

옥수수  전분,  젤라틴,  알긴산(alginic  acid)등  팽윤제들(swelling  agents),  스테아린산  마그네슘(magnesium

stearate)와 같은 윤활제들, 수크로스(sucrose), 락토스(lactose), 사카린(saccharin) 등 감미료, 박하, 가울

테리아 아데노트릭스(Gaultheria adenothrix) 기름, 체리와 같은 향미제 등이다. 만약 개별단위로 포장된 형태

가 캡슐이라면, 기름과 같은 액체 운반체도 이러한 성분에 포함될 것이다. 주사액에 사용되는 증류수와 같은 매

개제를 이용해 하기 일반적으로 의약을 사용하는 식으로 주사액에 사용되는 멸균된 합성물을 만들 수 있다.

D-솔비톨(sorbitol), D-만노스(mannose), D-마니톨(mannitol), 염화나트륨과 같은 보조제을 포함하는 등장성용[0019]

액, 글루코스, 생리식염수는 주사약 수용액으로 이용할 수 있다. 이러한 것들은 알콜, 특히 에탄올과 같은 적절

한 용해화제(solubilizer)나 프로필렌 글리콜(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜(polyethylene glycol)과

같은  폴리알콜(polyalcohol),  또는  HCO-50,  폴리솔베이트  80  (Polysorbate  80  (TM))과  같은  비이온성

(nonionic) 계면활성제들과 함께 사용할 수 있다. 

참기름이나 콩기름은 유성 액체(oleaginous liquid)로 이용가능한데, 벤질벤조에이트(benzyl benzoate)나 벤질[0020]

알콜(benzyl alcohol)과 같은 용해화제, 인 완충용액(buffer) 또는 아세트산나트륨(sodium acetate) 완충용액

과 같은 완충용액, 염산프로카인(procaine hydrochloride)과 같은 마취제나 진통제, 벤질알콜이나 페놀과 같은

안정화제, 항산화제와 함께 사용할 수 있다. 이렇게 만들어진 주사약을 적절한 앰플(ample)에 넣는다.

본 발명의 약학적 조성물을 환자에게 투약하는 데는, 동맥주사, 정맥주사, 경피주사(percutaneous injection),[0021]

비강내 투여, 근육내 투여, 경구 투여와 같이 널리 알려진 방법들이 사용된다. 투약 시 1회 용량(dosage)이나

방법은 환자의 몸무게, 나이, 투약방법에 따라 다양하며, 이때 당업자는 적절한 투약방법을 용이하게 선택할

수 있다. 게다가 그 물질이나 화합물을 DNA로 코딩할 수 있다면, 그 DNA를 유전자 치료를 위해 벡터에 삽입시

키고, 그 벡터를 환자에게 투약해 치료를 할 수 있다. 그 투약 시 1회 용량 및 방법은 환자의 몸무게, 나이,

증세에 따라 달라지지만, 당업자는 이들을 용이하게 선택할 수 있다. 비경구 투약시, 환자나 의약이 목적하는

기관(organ), 증세, 투약방법에 따라 어느 정도 차이가 있다.  

본 발명은 본 명세서에 기재된 치료 물질이나 화합물을 하나 또는 그 이상 포함하는 약학적 또는 치료용 조성물[0022]

을 포함한다. 선택적으로, 본 발명은 암, 특히 유방암, 전립선암, 결장암의 예방 및/또는 치료를 위한 약학적

또는  치료용  조성물의  제조를  위한,  본  문서에  기재된  하나  또는  그  이상의  치료제나  화합물의  용도도

제공한다. 의약의 제조는, 구강, 직장, 비강(nasal), 국소(볼이나 혀 밑을 포함한다), 질이나 비경구(근육내,

피하 또는 정맥을 포함한다)투약 또는 흡입(inhalation)이나 통기법(insufflation)을 통한 투약에 적합한 것들

을 포함한다. 이 제법은 적당히, 무엇이든 간에 제약 업계에 잘 알려진 방법으로 만들 수도 있고, 분량 단위로

따로따로 편리하게 만들 수도 있다. 이러한 의약의 제법들은 모두 유효 화합물(active compound)들을 액체 담체

나 세밀하게 분리된 고체 담체, 또는 필요하다면 양자 모두와 결합시키는 단계 및, 필요에 따라, 원하는 제제로

생산품을 만드는 단계를 포함한다.

구강 투여에 적합한 의약의 제조는, 각각 유효 성분을 미리 계산한 만큼 포함한 알약이나 교갑제(cachet), 캡슐[0023]

과 같이 분리된 단위 또는 분말이나 과립(granules) 또는 용액, 현탁액(suspension)이나 유상액(emulsion)으로

적당하게 만들 수 있다. 유효 성분은 예를 들면 담체 없이 순수한 형태 또는 페이스트(paste), 덩어리 연질약

(bolus electuary)으로 될 수 있다. 구강 투여를 위한 알약이나 캡슐은 결합제(binding agent), 충전제, 윤활

제, 붕해제나 습윤제(wetting agent)들과 같은 적당한 부형제들을 포함할 수 있다. 알약은 하나나 그 이상의 제

조 성분들을 선택적으로 압축(compression) 또는 성형(molding)해서 만들 수 있다. 분말이나 과립과 같이 자유

유동형태(free-flowing form)의 유효성분들이 결합제나 윤활제, 불활성 희석제(inert diluent), 윤활시키는, 계

면활성 또는 분산제와 선택적으로 섞이는 적절한 기계 내에서 압축되어, 압출된 알약들이 만들어진다. 성형된

알약들은, 불활성 액체 희석제로 촉촉해진 가루 화합물의 혼합물을 적절한 기계 내에서 성형하여 만든다. 이 알
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약들은 당업계에 잘 알려진 방법들로 코팅할 수 있다. 예를 들면, 수성 또는 유성 현탁액, 용액, 유상액, 시럽

(syrups)이나  엘릭세르의  형태로  구강액을  제작할  수  있고,  사용  전  물이나  다른  적합한  매개제와  조성

(contitution)하기 위해 건조한 상품으로 제조할 수도 있다. 이러한 경구용 액체의 제조는 현탁제, 유상제, 비

수성(non-aqueous) 매개제(식용유를 포함한다)나 방부제 등 종래의 첨가제를 포함할 수 있다. 이 알약들은 유효

성분들이 유리되는 것을 통제하거나 천천히 제공되도록 제조될 수 있다.

비경구 투약을 위한 조제는, 비후제(thickening agents) 및 현탁 물질이 포함된 수성 및 비수성 무균 현탁액;과[0024]

항산화제, 완충용액, 정균제(bacteriostats), 수혈자의 피와 등장의 제제인 용질을 포함하는 수성 및 비수성무

균 주사액을 포함한다.  이  제제는 바이알(vials)이나  밀봉된 앰플과 같이 다회용량(multi-dose)나  일회용량

(unit dose)용 용기로 제작될 수도 있고, 사용 직전 식염수, 주사용 증류수(water for injection)와 같은 무균

액체 담체만 있으면 되는 냉동건조(동결건조)조건에서 보관할 수도 있다. 또한 계속주입(continuous infusion)

을 위한 제제를 만들 수도 있다. 현탁액이나 임시주사용액(extemporaneous injection solution)으로 앞서 기재

한 종류의 무균 분말이나 과립, 알약을 만들 수 있다.

직장(rectal)투여 용 제제는 코코아 버터나 폴리에틸렌 글리콜(polyethylene glycol)과 같은 일반적인 담체를[0025]

이용해 좌약으로 만들 수 있다. 입이나 혀 밑과 같이 입에 국소 투약을 위한 제제는 수크로스(sucrose), 아카시

아나 트라가칸스 고무(tragacanth)와 같은 향이 나는 베이스를 주성분으로 하는 사탕정제(lozenge)와 수크로스

와 아카시아 또는 젤라틴(gelatin)과 글리세린(glycerin)등을 유효성분으로 하는 패스틸(pastille)을 포함한다.

본 발명으로 얻은 화합물은 비강투여를 위해서 드랍(drop) 형태의 분산용(dispersible) 분말이나 액체 스프레이[0026]

(spray)로  사용될  수  있다.  드랍은  하나나  그  이상의  현탁제나  용해제(solubilizing  agent),  분산제

(dispersing agent)로 구성된 수성 또는 비수성 베이스(base)로 만들 수 있다. 액체 스프레이는 기존의 방식대

로 압축팩(pressurized packs)으로 운반된다.

흡입으로 투여하기 위해서, 화합물은 주입기(insufflator), 분무기(nebulizer), 압축팩이나 에어로졸 스프레이[0027]

(aerosol  spray)를  운반하는 다른 적당한 수단으로 적절히 운반될 수 있다.  압축팩은 디클로로디플루로메탄

(dichlorodifluoromethane),  트리클로로플루오로메탄(trichlorofluoromethane),  디클로로테트라플루오로에탄

(dichlorotetrafluoroethane), 이산화탄소나 기타 적절한 가스와 같은 적절한 추진제를 포함할 수 있다. 압축된

에어로졸의 경우, 용량이 제공된 밸브로 정해져, 측정량만큼 운반된다.

또한, 흡입이나 통기법으로 투여하기 위해 이 화합물은 락토오즈(lactose)나 전분과 같이 적절한 분말 베이스나[0028]

화합물의 분말 조성물과 같이 건조한 분말 조성물의 형태가 될 수도 있다. 이 분말 조성물은, 분말이 흡입기나

주입기로 투여될 수 있도록 캡슐, 카트리지(catridges), 젤라틴이나 블리스터팩(blister packs)과 같은 단위용

량 형태로 제조될 수 있다. 원하는 경우, 상기 기재된 제제들은 유효 성분들을 지속적으로 방출시키기 위해 변

형될 수도 있다. 약학적 조성물은 또한 항균물질, 면역억제제나 보존제와 같은 다를 유효 성분을 포함할 수도

있다.

본 발명의 제제는, 앞서 따로 언급한 성분들 외에도, 적절히 경구투여하기 위해 향미제를 포함하는 것과 같이,[0029]

필요한 제제 타입에 따라 당업계에 알려진 기존의 물질들을 포함할 수도 있다.

약학적 조성물은 바람직하게는 (정맥이나 피하)주사로 투여되거나 경구투여되며, 피실험자에게 투여되는 정확한[0030]

양은 담당 의사의 재량이 될 것이다. 그러나 채택된 용량은, 피실험자의 나이나 성별, 치료받아야할 정확한 질

환 및 그 심각한 정도 등 여러 요인에 따라 결정되어야 할 것이다. 또한 투여 과정은 상태와 위중한 정도에 따

라 다양할 수 있다.

        효 과

OVA(ovalbumin)에 의한 기도 및 폐의 감작과 유발에 앞선 피라노피란-1,8-다이온의 투여는 전형적인 천식 반응[0031]

들의 상당한 억제를 가져왔다. 하지만, 피라노피란-1,8-다이온에 의해 OVA 특이적 IgE의 혈청 수준 및 혈액 세

포 서브파퓰레이션(sub-population)은 큰 변화가 없었다. 또한, 피라노피란-1,8-다이온 처리 마우스에서 간이

나 신장 기능의 이상은 나타나지 않았다. 이러한 결과들로 볼 때, 피라노피란-1,8-다이온은 알레르기성 천식에

대한 새로운 치료제로 사용될 수 있을 것이다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용
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이하, 실시예에 의하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일[0032]

뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

실시예 1. 피라노피란-1,8-다이온의 동정[0033]

  (1) 식물로부터의 추출 및 분리[0034]

식물재료로 Vitex  rotundifolia  Linne  fil  (Verbenaceae)  의 과실을 사용하였으며, Sun  Ten  Pharmaceutical[0035]

(Taipei,  Taiwan)에서  구입하였다.  증거  표본(No.  E10)은  경희대학교  한의과대학의  식물표본실에  보관되어

있다.

V. rotundifolia 의 과실(3 kg)을 MeOH (5 × 10L) 로 24시간 동안 여과 추출하였다(도 13). 용매를 진공상태[0036]

로 증발시켜 MeOH 추출물(100 g)을 만들고, 이것을 물 (1L)에 녹인 후, n-hexane (5 × 1L), EtOAc (5 × 1L),

및 n-BuOH (3 × 1L) 으로 순차적으로 분획하였다. EtOAc 추출물(17 g)을 CHCl3 에서 MeOH의 기울기(gradient)

혼합물(0→50 %, 및 각 5 l MeOH 100% 로 세척)을 이동상(mobile phase)으로 이용한 실리카겔 칼럼 크로마토그

라피(φ 4.5 cm; 실리카겔 70-230 mesh, 500 g)로 분리한 결과, 1H,8H-피라노[3,4-c]피란-1,8-다이온을 수득하

였다(235 mg, 0.0078% w/w). 

  (2) 피라노피란-1,8-다이온의 동정[0037]

UV 및 IR 스펙트럼을 Hitachi U-3000 분광광도계 및 Bio-Rad FTS 135 FT-IR 분광광도계에 각각 기록하였다. 1D[0038]

및  2D  NMR  실험들은  Bruker  Avance  400  MHz  FT-NMR  장비에서  내부  표준을  테트라메틸실레인

(tetramethylsilane, TMS)으로 하여 수행하였다. EIMS는 JEOL JMS 700 Mstation HRMS 분광광도계에서 얻었다.

Si gel 60 (70-230 mesh, Merck, Darmstadt, Germany)으로 칼럼 크로마토그라피를 수행하였다. TLC 분석은 가

열처리가 뒤따른(120℃, 5분) UV (254 및 365 nm) 및 10% (v/v) 황산스프레이 조건의 시각화로 코팅된 0.25 mm

두께의 Kieselgel 60 F254 (Merck, Germany) 판에서 수행하였다. 

추출된 화합물은 HREIMS에서  m/z 165.0114 [M+H]
+
 에서  분자 이온 피크를 보였으며, 이것은 분자식 C8H4O4 에[0039]

대응된다. 피라노피란-1,8-다이온의 UV 스펙트럼은 256 nm에서 최대 흡수를 보였고, 이것은 방향족 컨쥬게이팅

시스템(aromatic conjugating system)의 존재를 나타낸다. 이 화합물의 
1
H 스펙트럼은 δH 7.88 (2H, d, J =

8.7 Hz, H-3, H-6) 및 6.82 (2H, d, J = 8.7 Hz, H-4, H-5)에서 오쏘-결합 양성자들(ortho-coupled protons)의

전형적인 신호를 나타냈으며, HSQC NMR 스펙트럼에서 δC 131.6 (C-3, C-6) 및 114.6 (C-4, C-5)의 
13
C NMR 신

호들과 관계가 있다. 추가로, δC 168.7 (C-1, C-8)의 에스터 그룹 신호들 및 δC 162.0 (C-4a) 및 121.3 (C-

8a)에서의 4차 탄소(quaternary carbon) 신호들 역시 
13
C NMR 스펙트럼에서 측정되었다. 추가로, H-3 및 H-6/C-

1, C-8, C-4, C-5, 및 C-4a의 HMBC 상관관계들은 α-피론(pyrones)의 존재를 나타내며, H-4 및 H-5/C-3, C-6,

C-4a, 및 C-8a의 HMBC 상관관계는 이 α-피론들이 C-4a 및 C-8a에 연결되어 있다는 것을 나타낸다. 이러한 발견

에 근거하여, 상기 화합물의 구조를 1H,8H-피라노[3,4-c]피란-1,8-다이온으로 결정하였다(도 1). 이 화합물의

인공합성법이 이미 공지되어 있으나(23), 아직 자연에서는 분리되지 않았다. 

실시예 2. 피라노피란-1,8-다이온의 항-염증 효과에 대한 in vitro 실험[0040]

  (1) 세포배양[0041]

사람 II형-유사 상피 폐 세포(Human type II-like epithelial lung cells)인 A549 세포들은 한국 세포주 은행[0042]

(Cancer Research Institute, Seoul, Korea)에서 얻었다. 그 후 이 세포들을 조직배양 플레이트(Corning, New
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York, USA)에서 10 % 열-불활성화 소 태아 혈청(heat-inactivated fetal bovine serum) (Hyclone, Logan, MA,

USA) 및 페니실린-스트렙토마이신(Invitrogen)이 보충된 RPMI 배지(Invitrogen, Rockville, MD, USA)에서 1×

10
6
 cells/ml 의 농도로 배양하였다. 그 후 상기 배양 플레이트들을 37℃, 습도 100 % 및 5 % CO2 조건에서 배

양하였다. 1×10
6
 cells/ml의 농도를 유지하기 위해 상기 세포들을 매 3-4일마다 서브컬쳐하였다. 

  (2) 실시간(real time) PCR 분석[0043]

트리졸(Trizol) 시약(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA., U.S.A)을 이용하여 생산자의 프로토콜에[0044]

따라 총(total) 세포 RNA를 추출하고, 흡광도 260 nm (OD 260) 에서 그 농도를 정량화하였다. 그 후 반응 혼합

물에 대해 95℃에서 15초간 변성(denaturation)  및 60℃에서 1분간 접합(annealing)을 40사이클 수행하였다.

실시간(Real-time)  PCR은  dsDNA-특이적 결합 다이(dye)로  SYBR  Green  I  및 지속적 형광 모니터링을 이용한

GeneAmp  7300  sequence  detection  system  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA,  USA)으로 수행하였다(표

1).
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표 1

[0045]

  (3) 피라노피란-1,8-다이온에 의한 에오탁신(Eotaxin) 분비 억제[0046]

세포들을 6-well flat bottomed plates (Corning, New York, USA) 에 1×10
6
cells/ml 의 밀도로 평판배양하였[0047]

다. 전면생장(confluency)에 이른 뒤 배지를 무혈청(serum free) RPMI 로 교체한 뒤, 시료들을 추가적으로 24시

간 동안 배양하였다. 그 후 상기 세포들을 IL-1β (10 ng/ml) (Biosource, Camarillo, CA, USA), TNF-α (100

ng/ml) (Biosource) 및 IL-4 (100 ng/ml) (Biosource) 의 조합으로 자극한 뒤, 24시간 동안 배양하였다. 그 후

다양한 농도의 피라노피란-1,8-다이온 (0.01, 0.1, 1, 10, 100g/ml) 을 배지에 추가하고, 세포들을 추가로 48시

간 동안 배양하였다(17). 그 후에 세포가 포함되지 않은 배양 상층액을 모으고, 효소결합면역흡착측정 키트(BD

Biosciences, San Jose, CA, USA)를 이용하여 생산자의 매뉴얼에 따라 에오탁신을 측정하였다(18).
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호산구 주화성과 관련된 케모카인(chemokines) 및 부착(adhesion) 분자들의 발현을 유도하기 위하여 사람 폐 상[0048]

피 A549 세포들을 TNF-α, IL-4 또는 IL-1β로 자극하였다. 그 후 다양한 농도의 피라노피란-1,8-다이온 처리에

의한 에오탁신 분비의 억제를 조사하기 위하여 ELISA를 이용하였다. ELISA 결과 1μg/ml의 피라노피란-1,8-다이

온 처리로 에오탁신 분비가 45% 감소하는 것으로 나타났으며(도 2), 10μg/ml 처리시 70 % 이상 감소하였다. 

  (4) 피라노피란-1,8-다이온에 의한 호산구 이동(주화성) 억제 측정[0049]

사람 호산구성 백혈병 세포주, EoL-1 을 RIKEN 세포은행(Wako Pure Chemical Industries, Tokyo, Japan)에서[0050]

얻었다. 정확한 결과들을 확보하기 위하여, 측정에 앞서 EoL-1 세포들(19)을 0.2% 소 혈청 알부민을 첨가한 무

혈청배양액(serum-free  media)에서 굶겼다. 그 후 A549 세포들을 TNF-α (100 ng/ml), IL-4 (100 ng/ml) 및

IL-1β (10 ng/ml) 로 24시간 동안 자극시키고, 다양한 투여량으로 피라노피란-1,8-다이온을 48시간 동안 처리

하였다. 그 상층액에서 QCMTM  chemotaxis  96-well  (5μM)  Cell  Migration  Kit  (Millipore,  Billerica,  U.S.

A.)의 생산자 매뉴얼에 따라 주화성을 측정하였다. 간략하게, 150㎕의 상층액을 상기 키트의 낮은 웰에 투여한

뒤, 높은 웰을 낮은 웰 위에 놓고, 100㎕의 RPMI 배지에서 EoL-1 세포들을 1×10
4
 cells/ml 의 농도로 뿌렸다.

4시간의 배양 후에, 상기 높은 웰의 배지를 제거하고, 100㎕의 세포 부착 버퍼로 채워진 새로운 낮은 웰을 높은

웰에 30분간 부착시켰다. 그 후, 처음의 낮은 웰의 상층액 75㎕, 두 번째 낮은 웰의 세포 부착 버퍼 75㎕ (키트

에 포함; Millipore, Billerica, U.S.A.), 및 염색용액 50㎕ (dye:lysis buffer = 1:75) 를 플랫-바텀(flat-

bottomed) 웰 플레이트에 첨가하였다(총 부피 = 200㎕). 그 후에, 상기 혼합물 150㎕를 형광 판독에 적합한 웰

플레이트에 옮겼다. 그리고 나서 Fluoroskan Ascent flourometer (Labsystems, Helsinki, Finland)를 이용하여

484/527 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각각의 조합을 3번씩 측정하였다.

호산구의 이동은 484/527 nm의 OD(optical density)를 측정하여 결정하였다. 다른 그룹들의 OD값을 표준화하기[0051]

위하여 피라노피란-1,8-다이온을 처리하지 않은 미리 자극시킨 A549 세포들의 상층액을 사용하였다. 트란스-웰

이동 측정(trans-well migration assay) 결과, 10μg/ml의 피라노피란-1,8-다이온을 처리한 세포들로부터 A549

세포 배지를 포함하는 챔버(chamber)로의 호산구 (Eol, 사람 호산구 세포) 이동이 48 % 까지 감소하였다(도 3).

이러한 결과들은 A549 세포들에 피라노피란-1,8-다이온을 처리함으로써 호산구 이동이 억제된다는 것을 보여준

다.

  (5) A549 세포에서의 케모카인(chemokine) 및 부착 분자(adhesion molecule)의 발현[0052]

본 발명자들은 real-time PCR을 이용하여 에오탁신(eotaxin) 및 호산구-관련 케모카인들 및 부착 분자들의 mRNA[0053]

발현 수준을 측정하였다. 피라노피란-1,8-다이온의 처리는 에오탁신 및 VCAM-1 의 mRNA 발현을 각각 46 % 및

37% 억제했다(도 4). 또한, 10μg/ml의 피라노피란-1,8-다이온 처리로 IL-8 mRNA 수준은 약 30% 감소하였으며,

VCAM-1 환원(reduction) 역시 24 % 감소하였다. 결론적으로, 변화의 양상과 범위는 다르지만, 조사된 유전자들

은 mRNA 발현 감소를 일으켰다. 

  (6) 피라노피란-1,8-다이온은 ERK1/2 및 NF-κB 활성을 억제한다. [0054]

NF-κB의 활성 및 MAPK 인산화 상태는 각각 Bio-Plex 인산단백질(phosphoprotein) 측정 및 전체 표적 단백질[0055]

측정(total target protein assay)(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 생산자의 프로토콜에 따라 분석하

였다. 간략하게, Bio-Plex 세포 용해 키트를 이용하여 A549 세포 용출물(lysates)을 30분, 1시간 및 3시간째 수

집하였다(20). NF-κB 활성을 측정하기 위하여, 핵 추출물을 준비하고 단백질 농도를 600 ㎍/ml 에 맞추었다.

인산화 및 전체 ERK1/2, p38, JNK 및 NF-κB 를 인식하는 50 마이크로리터의 결합된 비드들을 96-웰 필터 플레

이트에 추가하고 2번 세척하였다. 그 후 같은 부피의 세포 용출물을 플레이트에 넣고, 상기 시료를 비드와 함께

15-18 시간동안 배양하였다. 그 후, 25㎕ 의 검출 항체들을 세척하고 상기 플레이트에 넣은 뒤, 연속적으로 30

분간 배양하였다. 그 후, 50 마이크로리터의 스트렙타비딘(streptavidin)-PE 를 넣고, 상기 시료들을 세척한 뒤

어두운 곳에서 10 분간 배양하였다. 상기 시료들을 씻어낸 뒤, 125㎕ 의 재현탁(resuspension) 버퍼를 넣고,
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Luminex 100TM 분석기 및 Bio-Plex Manager 소프트웨어(BioRad)를 이용하여 인산화 수준을 분석하였다. 

피라노피란-1,8-다이온의 활성과 관련된 신호전달 경로를 더 잘 이해하기 위해서, 본 발명자들은 MAPKs 과정에[0056]

서 피라노피란-1,8-다이온의 가능한 연관단계를 조사하기 위하여 Luminex 100TM 분석기 및 Bio-Plex Manager 소

프트웨어를 사용하였다(도 5A). 구체적으로, 본 발명자들은 피라노피란-1,8-다이온이 NF-κB의 활성 뿐만 아니

라 ERK1/2, p38 및 c-Jun N-말단 단백질 키나아제(JNK)에 미치는 영향을 측정하였다(도 5B). 10μg/ml의 피라

노피란-1,8-다이온에 의해 NF-κB 및 ERK1/2의 활성이 상당히 억제되었으나, JNK 및 p38의 활성에서는 많은 변

화를 관찰할 수 없었다. 이러한 결과들은 피라노피란-1,8-다이온 처리에 의한 TNF-α, IL-4 및 IL-1β 유도 에

오탁신 분비의 억제가 A549 세포들에서 ERK1/2 및 NF-κB 신호전달 경로의 감소된 활성을 통해 매개된다는 것을

보여준다.

  (7) 통계 분석[0057]

데이터의 통계 분석은 Prism 4.02 소프트웨어(GraphicPad Software Inc. San Diego, CA, USA)를 이용하여 수행[0058]

하였다. 모든 데이터는 평균±S.E.M.으로 나타냈으며, 통계분석은 다중 비교(multiple comparison)를 위하여 일

방(one-way) ANOVA를 이용하여 수행하였다. 모든 경우에, P values<0.05 를 유의성 있는 것으로 보았다. 

실시예 3. 피라노피란-1,8-다이온의 항-천식작용에 대한 in vivo 실험[0059]

  (1) 실험동물[0060]

몸무게 22-25g 의 8주된 수컷 BALB/C 마우스를 Charles River Korea (Sungnam, Korea)에서 구입하였다. 상기[0061]

마우스는 22-24℃에서 12시간 명암 사이클로 유지되는 실내의 플라스틱 우리(cage)에서 사육되었으며, 물에는

자유롭게 접근할 수 있게 하였다. 모든 동물 실험들은 NIH 지침에 따라 수행하였으며, 경희대학교의 동물실험윤

리위원회의 승인을 받았다. 

  (2)  OVA 감작 및 유발[0062]

24마리의 수컷 마우스를 임의적으로 정상 그룹(대조구)과 만성 천식 그룹으로 나누었다(그룹당 n=6). 만성 천식[0063]

그룹의 마우스는 0일 및 7일째 0.2 mL 의 멸균 PBS(phosphate- buffered saline)에서 20mg의 알루미늄 히드록

사이드(aluminum  hydroxide)  (Sigma-Aldrich)에 흡수된 100㎍의 OVA  (Grade  V;  Sigma  Aldrich,  St.  Louis,

MO, USA) 를 복강내 투여함으로써 감작되었다. 다음으로, 분무화된(aerosolized) OVA로 유발(challenged)되기

30분 전에 덱사메타손(dexamethasone) (PBS 내 0.5 mg/kg) (Sigma-Aldrich) 또는 피라노피란-1,8-다이온 (PBS

내 10㎍/kg) 을 상기 마우스에 복강내 투여하였다. 이 과정은 14, 15 및 16일째 3번 반복되었다. 음성 대조구에

투여하고 PBS에 노출시켰다. 

  (3) 피라노피란-1,8-다이온이 BALF 사이토카인(cytokines) 및 OVA-특이적 혈청 IgE 에 미치는 영향[0064]

IL-4 및 IL-5를 포함한 Th2 사이토카인은 알레르기성 염증반응의 발병 및 전파에 중요한 역할을 한다. 천식에서[0065]

Th2  사이토카인은 기도 감염을 촉진하나, Th1  사이토카인은 알레르기성 질환 및 천식을 막는다. 피라노피란-

1,8-다이온 처리가 BALF에서 사이토카인의 분비에 영향을 미치는지를 결정하기 위하여 IL-4, IL-5, IL-13 및

IFN-γ 의 수준을 ELISA로 결정하였다. ELISA 키트(BD Biosciences, Camarillo, CA, USA)를 이용하여 농축된

BALF 상층액에서 IL-4, IL-5, IL-13 및 인터페론 (IFN)-γ를 분석하였다(9). 도 6A에 나타나듯이, 피라노피란-

1,8-다이온 처리는 IL-4 및 IL-5의 양을 각각 67% 및 88% 감소시켰다. 하지만, OVA-특이적 IgE의 혈청 수준 뿐

아니라 IFN-γ 및 IL-13의 수준들은 처리구 및 대조구에서 큰 차이가 없었다(도 6B).

  (4) BALF에서 감염세포들의 유입에 미치는 피라노피란-1,8-다이온의 억제 효과[0066]

피라노피란-1,8-다이온가 세포들의 기도로의 보충에 미치는 영향을 측정하기 위하여, 본 발명자들은 기관지폐포[0067]
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세척액(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)에서 총 폐 세포들, 총 림프구, 호중구, 마크로파지 및 호산구를

조사하였다. 

BALF 내에서의 세포수 측정은, 마우스를 죽인 뒤 1 mL의 식염수(saline)를 기관 캐뉼라(tracheal cannula)를[0068]

통해 폐에 떨어트린 후, 서서히 상기 용액을 빨아들이는 방법으로 기관지폐포를 세척하였다(21). 이 과정을 세

번 반복한 후, 헤마사이토미터(haemocytometer)를 이용하여 기관지폐포 세척액(BALF) 내의 세포들을 셈으로써

총  세포수를  결정하였다.  추가로,  상기  용액  시료들을  세포도말기(cytospin  centrifuge)(Cellspin,  Hanil,

South Korea) (4분간 400×g)를 이용하여 유리 슬라이드에 세포도말한 뒤, 헤마토실린(hematoxylin) 2 및 에오

신(eosin)-Y (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI, USA)로 염색하였다. 사이토카인(cytokine)의 연속적

인 측정을 위해 상기 BALF 상층액을 -70℃에 보관하였다.

OVA-유발  그룹의  BALF에서  세포  및  호산구의  총  개수는  각각  대조구보다  4.1배  및  36배  높았다(도  7).[0069]

놀랍게도, 피라노피란-1,8-다이온-처리구의 BALF에서 관찰된 호산구의 개수는  대조구보다 겨우 16배 높았다.

  (5) 실시간(real time) PCR에 의한 폐 조직으로부터의 mRNA 검출 [0070]

피라노피란-1,8-다이온이 폐 조직의 mRNA 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 총 세포 RNA를 OVA 감작 및[0071]

흡입의 존재 또는 부존재 하에서 피라노피란-1,8-다이온을 처리 또는 처리하지 않은 폐 세포들로부터 추출하였

다. 그 후, 에오탁신, VCAM-1, ICAM-1 및 RANTES mRNA를 실시간 PCR 분석을 이용하여 정량화했다. 피라노피란-

1,8-다이온은 에오탁신 및 VCAM-1 mRNA 발현에 강한 억제효과를 미쳤으며(도 8), 이것은 시험관내(in vitro) 실

험의 결과와 유사하다.

  (6) 폐 섹션들의 조직학적 분석[0072]

마지막 유발 이후 24시간째, 마우스를 죽이고 폐와 기관(trachea)을 제거하였다(22). 그 후 상기 조직들을 4 %[0073]

(v/v) 파라포름알데히드(paraformaldehyde) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 고정한 뒤, 상기 조직들을

건조시키고  파라핀에  넣었다.  조직학적  실험을  위하여,  고정된  조직  4㎛  섹션을  Leica  model  2165  박절기

(rotary microtome) (Leica, Nussloch, Germany)를 이용하여 자르고, 유리 슬라이드에 올리고, 파라핀을 제거

한 뒤, 연속적으로 헤마토실린(hematoxylin) 2 및 에오신(eosin)-Y 로 염색하였다. 

OVA에 노출된 마우스 폐 조직의 조직 섹션들은 기도 감염을 보였으며,  폐의 기관지 주변에는 침윤성 호산구들[0074]

을 갖는 것으로 밝혀졌다(도 9). 반대로, 덱사메타손(dexametasone) 및 피라노피란-1,8-다이온을 처리한 마우스

로부터 얻은 폐 조직의 조직 섹션(histological section)에서 기도 감염은 감소하였다.

  (7) 통계 분석[0075]

데이터의 통계 분석은 Prism 4.02 소프트웨어(GraphicPad Software Inc. San Diego, CA, USA)를 이용하여 수행[0076]

하였다. 모든 데이터는 평균±S.E.M.으로 나타냈으며, 통계분석은 다중 비교(multiple comparison)를 위하여 일

방(one-way) ANOVA를 이용하여 수행하였다. 모든 경우에, P values<0.05 를 유의성 있는 것으로 보았다. 
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도면의 간단한 설명

도 1은 1H,8H-피라노[3,4-c]피란-1,8-다이온의 구조식이다.[0112]

도 2는 자극받은 A549 세포들에서 피라노피란-1,8-다이온(PPD)의 에오탁신 억제 측정을 보여준다. 상층액에서[0113]

에오탁신의 양은 ELISA로 측정하였다. NC(음성 대조구); 자극받지 않은 A549 세포 상층액, PC(양성 대조구); 사

이토카인-자극 A549 세포 상층액. 데이터는 평균±S.E.M으로 나타내었다. ***p < 0.001. **p < 0.01.

도 3은 피라노피란-1,8-다이온(PPD) 처리로 인한 호산구 이동 억제를 보여준다. A549 세포들을 TNF-α, IL-4,[0114]

및 IL-1β로 자극시킨 뒤, 피라노피란-1,8-다이온을 처리하였다. 그 상층액을 주화성 측정에 이용하였다. 데이

터는 평균±S.E.M으로 나타내었다. C: 대조구(TNF-α, IL-4, 및 IL-1β 자극. 피라노피란-1,8-다이온 미처리.)
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**p < 0.01.

도 4는 피라노피란-1,8-다이온(PPD)이 mRNA  수준에 미치는 영향을 실시간 RT-PCR로 측정한 결과이다. 실시간[0115]

PCR 측정은 에오탁신(A), RANTES(B), IL-8 (C), IL-16 (D), ICAM-1 (E) 및 VCAM-1 (F)의 mRNA 수준을 정량화하

기 위해 수행되었다. 발현율은 대조구로서 GAPDH mRNA 발현을 사용하여 표준화하였다. NC: 음성 대조구(자극받

지 않은 A549  세포), PC:  양성 대조구(TNF-α, IL-4,  및 IL-1β로 자극받은 A549  세포들). 데이터는 평균±

S.E.M으로 나타내었다. *P<0.05, **P<0.01 vs. 일방 ANOVA에 의해 결정된 양성대조구.       

도 5는 MAKP(A) 및 NF-κB(B) 활성의 다양한 분석. 무혈청 처리한 A549 세포들에 TNF-α, IL-4, 및 IL-1β를[0116]

처리한  후  피라노피란-1,8-다이온(10μg/ml)을  3시간  동안  처리하였다.  상기  세포  용출물을  Bio-Plex  Cell

Lysis Kit를 이용하여 수집하였다. Luminex 100TM 분석기를 이용하여 인산화 및 전체 ERK1/2, p38, JNK 및 NF-

κB를 인식한 항체 결합 비드들로부터 형광 강도를 분석하였다. NC (음성 대조구); 비자극 A549 세포들로부터

얻은 상층액, PC (양성 대조구); 사이토카인 자극 A549 세포들로부터 얻은 상층액. 데이터는 평균±S.E.M으로

나타내었다. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 vs. 일방 ANOVA로 결정된 양성 대조구.

도 6은 피라노피란-1,8-다이온(PPD)이 OVA-유발 쥐 천식 모델의 BALF 내 사이토카인 및 면역글로불린 E 수준에[0117]

미치는 영향을 나타낸다. 천식을 유발하기 위해 BALB/C 마우스에 다양한 물질들을 주사투여한 뒤, 14일간 흡입

을  통해  OVA를  투여하였다.  실험의  마지막  단계에서,  BALF를  수집하고  사이토카인  생산량을  ELISA로

분석하였다.  추가로,  혈액을  심장천자(cardiac  puncture)로  수집하고,  시료에서  OVA-특이적  IgE  의  수준을

ELISA로 측정하였다. (A)  BALF  내 사이토카인사이토카인 PBS  내 OVA-특이적 IgE:  정상 BALB/C  마우스, OVA:

Ovalbumin 흡입 (대조구), DEX: OVA + Dexamethasone (0.5mg/kg), PPD; OVA+PPD (10μg/kg). 데이터는 평균±

S.E.M(n=6)으로 나타내었다. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 vs. 일방향 ANOVA로 결정된 양성 대조구.

도 7은 OVA-유발 알레르기성 천식 쥐에서 피라노피란-1,8-다이온(PPD)이 감염성 세포들의 BAL로의 집합에 미치[0118]

는 영향을 나타낸다. 마우스를 염처리하고, OVA를 흡입 및 염으로 투여(OVA), OVA를 흡임 및 0.5mg/kg 덱사메타

손으로 투여(OVA+DEX) 또는 OVA를 흡입 및 10 μg/kg PPD 투여(OVA+PPD). 그 후 세포도말기를 이용하여 BAL 세

포들을 분리한 후,  H&E로 염색하였다.  일반적인 형태적 기준을 이용하여 세포수를 세었다.  데이터는 평균±

S.E.M(n=6)으로 나타내었다. 

도 8은 OVA-유발 쥐 천식 모델로부터 수집된 폐 조직에서 피라노피란-1,8-다이온이 에오탁신(A), RANTES (B),[0119]

VCAM-1 (C) 및 ICAM-1 (D) mRNA 발현에 미치는 영향을 나타낸다. 실시예에 기재된 바와 같이 천식을 유발하기

위해 BALB/C 마우스를 주사처리하고 14 일간 흡입으로 OVA를 투여하였다. 실험의 마지막 단계에서, 마우스로부

터 폐를 제거하고 실시간 PCR로 분석하였다. 데이터는 평균±S.E.M으로 나타내었다. *P<0.05, **P<0.01 vs. 일

방향 ANOVA로 결정된 양성 대조구.

도 9는 OVA-유발 쥐에서 피라노피란-1,8-다이온이 폐 조직(H&E)에 미치는 영향을 나타낸다. 섹션들은 PBS, OVA[0120]

+ 염 (OVA), OVA + 0.5mg/kg 덱사메타손 (OVA+DEX) 및 OVA + 10 μg/kg PPD (OVA+PPD)를 처리한 마우스의 폐로

부터 얻었다. 섹션들을 헤마톡실린(haematoxylin) 및 에오신 염색으로 염색했다(×200).

도 10은 피라노피란-1,8-다이온의 표준검량선(Standard Calibration Curve)을 나타낸다.[0121]

도 11은 실제 피라노피란-1,8-다이온의 HPLC 크로마토그램이며, 도 12는 피라노피란-1,8-다이온의 결정을 위한[0122]

Vitex  rotundifolia  의  HPLC  크로마토그램이다.  농도와  피크  면적간의  관계는  최소제곱법(minimum  square

method)  (R
2
 value)으로  측정하였다.  피라노피란-1,8-다이온의  표준검량선은  도  1에  나타낸 바와 같이 Y  =

202377000X - 42150.0 (R
2
 = 0.9998)이다. VR 내의 피라노피란-1,8-다이온의 평균 함량은 상기 식에 의해 0.224

± 0.01 mg/g (n = 3) 로 계산되었다. 

도 13은 Vitex rotundifolia Linn fil 에서 피라노피란-1,8-다이온을 MeOH 로 여과 추출하는 과정을 나타낸 모[0123]

식도이다.

공개특허 10-2010-0134305

- 15 -



도면

    도면1

    도면2

공개특허 10-2010-0134305

- 16 -



    도면3

    도면4

공개특허 10-2010-0134305

- 17 -



    도면5

공개특허 10-2010-0134305

- 18 -



    도면6

    도면7

공개특허 10-2010-0134305

- 19 -



    도면8

    도면9

공개특허 10-2010-0134305

- 20 -



    도면10

    도면11

공개특허 10-2010-0134305

- 21 -



    도면12

    도면13

서 열 목 록

<110>    PURIMED

<120>    A NEW THERAPEUTIC DRUG FOR THE TREATMENT OF ALLERGIC ASTHMA

         CONTAINING Pyranopyran-1,8-dione AND/OR DERIVATIVES THEREOF

공개특허 10-2010-0134305

- 22 -



<160>    24

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    HuGAPDH/FW

<400>    1

ttcaccacca tggagaaggc                                                     20

<210>    2

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu GAPDH/RV

<400>    2

ggcatggact gtggtcatga                                                     20

<210>    3

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu Eotaxin/FW

<400>    3

cacaccttca gcctccaaca tg                                                  22

<210>    4
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<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu Eotaxin/RV

<400>    4

ccactggtga ttctcctgta gc                                                  22

<210>    5

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu RANTES/FW

<400>    5

ctgcctcccc atattcctcg g                                                   21

<210>    6

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu RANTES/RV

<400>    6

gagttgatgt actcccgaac cc                                                  22

<210>    7

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu ICAM-1/FW
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<400>    7

tgaggagaga tcaccatgga gc                                                  22

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu ICAM-1/RV

<400>    8

gccagggaac agaccacggt                                                     20

<210>    9

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu VCAM-1/FW

<400>    9

gagaacccag atagacagcc c                                                   21

<210>    10

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu VCAM-1/RV

<400>    10

ttcacgaggc caccactcat c                                                   21

<210>    11

<211>    21
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu IL-8/FW

<400>    11

atgacttcca agctggccgt g                                                   21

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu IL-8

<400>    12

tgtgttggcg cagtgtggtc                                                     20

<210>    13

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu IL-16/FW

<400>    13

ctcgctcaac ctttcagagc t                                                   21

<210>    14

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Hu IL-16/RV

공개특허 10-2010-0134305

- 26 -



<400>    14

gacatggatg ccgtctaatt gc                                                  22

<210>    15

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu GAPDH/FW

<400>    15

acacattggg ggtaggaaca                                                     20

<210>    16

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu GAPDH/RV

<400>    16

aactttggca ttgtggaagg                                                     20

<210>    17

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu eotaxin/FW

<400>    17

cagatgcacc ctgaaagcca t                                                   21

<210>    18

<211>    20

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu eotaxin/RV

<400>    18

tgctttgtgg catcctggac                                                     20

<210>    19

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu RANTES/FW

<400>    19

tgccctcacc atcatcctca c                                                   21

<210>    20

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu RANTES/RV

<400>    20

ggcggttcct tcgagtgaca                                                     20

<210>    21

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu VCAM-1/FW

<400>    21
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atgcctgtga agatggtcgc                                                     20

<210>    22

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu VCAM-1/RV

<400>    22

tggtcagaac ggacttggac                                                     20

<210>    23

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu ICAM-1/FW

<400>    23

atggcttcaa cccgtgccaa                                                     20

<210>    24

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Mu ICAM-1/RV

<400>    24

agcttccagt tgggtccact                                                     20

 

공개특허 10-2010-0134305

- 29 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	발명의 상세한 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결 하고자하는 과제
	과제 해결수단
	효 과

	발명의 실시를 위한 구체적인 내용

	도면의 간단한 설명

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7
	도면8
	도면9
	도면10
	도면11
	도면12
	도면13

	서 열 목 록



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 2
명 세 서 2
 발명의 상세한 설명 3
  기 술 분 야 3
  배 경 기 술 3
  발명의 내용 3
   해결 하고자하는 과제 3
   과제 해결수단 4
   효 과 6
  발명의 실시를 위한 구체적인 내용 6
 도면의 간단한 설명 14
도면 16
 도면1 16
 도면2 16
 도면3 17
 도면4 17
 도면5 18
 도면6 19
 도면7 19
 도면8 20
 도면9 20
 도면10 21
 도면11 21
 도면12 22
 도면13 22
서 열 목 록 22
