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(54) 항-에이치아이브이 활성을 갖는 디4티의 아릴포스페이트유도체

요약

식(Ⅰ)의 아릴포스페이트뉴클레오사이드 유도체는 바람직하지 않은 세포독성 없이 HIV에 대해 효과적인 활성을 나타
낸다. 아릴포스페이트뉴클레오사이드 유도체의 예는 아릴기에 파라브로모 치환을 갖는 d4T의 아릴포스페이트 유도체
를 포함한다. 특히, 이 유도체는 HIV 역전사 효소의 효과적인 억제제이다. 본 발명의 바람직한 면에서, 아릴포스페이트
기의 인은 또한 메톡시알라니닐기 같이 에스테르화 또는 치환될 수 있는 아미노산 잔기로 치환된다. 상기 식에서, Y는 
산소 또는 황, R1은 비치환형 아릴 또는 전자 흡인기로 치환된 아릴이고, R2는 식(Ⅱ 또는 Ⅲ)의 뉴클레오사이드이다.

대표도
도 1

명세서

    기술분야

본 발명은 아릴포스페이트뉴클레오사이드 유도체, 특히, 사람 면역 결핍 바이러스(HIV)에 대해, 예컨대, HIV 역전사 
효소의 억제제로서 효과적인 활.성을 나타내는 2',3'-디디하이드로-2',3'-디디옥시티미딘(이하, " d4T" )의 아릴포
스페이트 유도체에 관한 것이다.

    배경기술

    
AIDS의 확산 및 그 원인 바이러스를 제어하기 위해 진행중인 노력은 널리 알려져 있다. HIV를 제어하는 하나의 방법
은 역전사 효소(reverse transcriptase: RT) 활성을 억제하는 것이다. 이렇게 해서, HIV RT에 대해 새로운, 효과적
인 및 선별적인 억제제가 유용한 치료제로서 요구된다. 종래, HIV RT에 대해 효과적인 억제제로는 2',3'-디데옥시뉴
클레오사이드(" ddN" ) 유사물의 5'트리포스페이트가 있다. 이런 활성 RT 억제제는 뉴클레오사이드 키나아제 및 뉴클
레오티드 키나아제의 작용에 의해 세포내에서 발생된다. 이렇게 해서, AZT와 d4T 같은 ddN 화합물은 항-HIV제의 연
구에서 중요한 역활을 할 것으로 생각된다.
    

    
3'아지도-3'-디옥시티미딘(Zidovudine; AZT)의 그것의 생활성 대사 산물 AZT-트리포스페이트로 전환을 위한 속
도-제한 단계는 모노포스페이트 유도체의 디포스페이트 유도체로의 전환으로 보이는 반면, 생활성 2'.3'-디디옥시-
2',3'-디디하이드로티미딘(d4T) 대사 산물 d4T-트리포스페이트의 세포내 생성을 위한 속도-제한 단계는 뉴클레오
사이드의 그것의 모노포스페이트 유도체로의 전환으로 보고되어있다(Balzarini et al., 1989, J. Biol. Chem. 264:61
27; McGuigan et al., 1996, J. Med. Chem. 39:1748). 도1에 종래 기술의 메커니즘이 제안되어 있다.
    

세포내 뉴클레오사이드 키나아제 활성에 대한 ddN 유사물에 대한 의존을 극복하기 위한 시도로서, McGuigan et al.은 
AZT(McGuigan et al., 1993 J. Med. Chem. 36:1048; McGuigan et al., 1992 Antiviral Res. 17:311) 및 d4T(
McGuigan et al., 1996 J. Med. Chem. 39:1748; McGuigan et al., 1996 Bioorg. Med. Chem. Lett. 6:1183)의 
아릴메톡시알라니닐포스페이트 유도체를 조제하였다.

그러한 화합물은 세포내 가수분해를 수행하여 티미딜레이트 키나아제에 의해 인산화되어 티미딘 키나아제(TK)-독립 
양식에서 생활성 트리포스페이트 유도체를 생성하는 모노포스페이트 유도체를 생성하는 것으로 보여진다. 그러나, 세포 
독성의 확대를 수반하지 않는 아릴 모이어티의 다양한 치환에 의한 d4T의 아릴포스페이트 유도체의 효능을 개선하기 
위한 지금까지의 시도는 실패했다(McGuian et al., 1996 J. Med. Chem. 39:1748).
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본 발명에서, 파라브로모 치환 같은 전자 흡인(electron-withdrawing) 모이어티를 갖는 뉴클레오사이드의 아릴포스
페이트 유도체의 아릴 모이어티에서 치환이 치환분의 전자 흡인 성질 때문에 가수분해를 수행하는 d4T의 뉴클레오사이
드 유도체의 효과를 증가시킨다는 것이 발견되었다. 치환형 페닐포스페이트뉴클레오사이드 유도체는 효과적 및 특이적 
항바이러스 활성을 나타낸다.

    발명의 상세한 설명

    
본 발명은 아릴포스페이트뉴클레오사이드 유도체, 특히, 예컨대, HIV 역전사 효소 억제제로서 HIV에 대한 효과적활성
을 나타내는 2',3'-디디하이드로-2'.3'-디디옥시티미딘(이하, " d4T" )의 아릴포스페이트 유도체에 관한 것이다. d
4T의 아릴포스페이트 유도체, 예컨대, 아릴기에 파라브로모 치환 같은 전자 흡인 치환을 갖는 유도체는 바람직하지 않
은 세포 독성 활성의 수준을 갖지 않는 항-HIV제로서 상당히 증가된 효과를 나타내는 것으로 확인되었다. 특히, 이 유
도체는 HIV 역전사 효소의 효과적인 억제제이다. 본 발명의 바람직한 면에서, 아릴포스페이트기의 인은 또한, 메톡시알
라니닐기 같은 에스테르화 또는 치환된 아미노산 잔기로 치환된다.
    

    
예컨대, 활성 항-HIV제로서 d4T의 파라브로모 치환형 메톡시알라니닐포스페이트 유도체는 어떤 세포독성도 관찰되
지 않는 TK-결핍 CEM T-세포뿐만 아니라, 말초 혈액 단핵구 세포(PBMNC)에서 HIV 복제를 효과적으로 억제한다. 
또한, 이 새로운 d4T 유도체, d4T-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트)는 RTMDR-1, HIV-1의 AZT- 
및 NNI-저항성 균주에 효과적인 항바이러스 활성 및 HIV-2에 대해 보통의 활성을 갖는다. 유사하게, AZT의 상응하
는 파라브로모 치환형 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체는 TK-결핍 CEM T-세포뿐만 아니라 PBMNC에서 효과
적인 항-HIV 활성을 나타내는 반면, AZT 및 NNI-저항성 RTMDR-1 또는 HIV-2에 대해는 효과적이지 않았다. 이
들 d4T 및 AZT 유도체에 비교하여, 3dT 이상의 개선된 활성을 나타내는 3dT-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포
스페이트)의 3dT 유도체는 PBMNC 또는 TK-결핍 CEM T-세포에서 d4T와 AZT 정도의 활성이 없었다. 우리가 아
는 한, 이는 d4T와 AZT의 페닐포스페이트 유도체의 효과를 측정하는 종래 고려되지 않은 구조 활성 관계의 첫 번째 
보고이다.
    

유도 화합물 d4T-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트)와 AZT-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스
페이트)는 HIV 복제를 억제(특히, TK-결핍 세포에서)할 수 있는 효과적인 HIV 치료 전략의 고안을 위한 기초를 제
공한다.

뉴클레오사이드의 어떤 치환형 아릴포스페이트 유도체가 낮은 세포 독성을 갖는 반면 HIV에 대해 증가된 활성을 갖는 
것이 예기치 않게 발견되었다. 따라서, 이들 유도체는 특히, 항바이러스 조성물과 HIV 감염 같은 바이러스 감염을 치료
하는 방법에 효과적인 작용제로 유용하다.

본 발명의 화합물

하기 예에서 상세히 기술된 바와 같이, 본 발명의 화합물은 효과적 항바이러스 활성을 갖는 뉴클레오사이드의 아릴포스
페이트 유도체, 특히, d4T 및 AZT의 유도체이다. 본 발명의 조성물 및 방법의 이용에 적합한 하기 식 또는 그것의 약
제학적으로 허용 가능한 염의 뉴클레오사이드 유도체
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[여기서, Y는 산소 또는 황, 바람직하게는 산소, R 1은 비치환형 아릴 또는 전자 흡인기로 치환된 아릴, R2는 하기 식 
Ⅱ 또는 Ⅲ의 뉴클레오사이드,

{상기 식에서, R6은 퓨린 또는 피리미딘, 바람직하게는 피리미딘, R7 , R8 , R9, R 10 , R11 및 R12 는 독립적으로, 수소, 
히드록시, 할로, 아지도, -NO 2 , -NR 13 R14 또는 -N(OR15 )R16 (여기서, R13 , R14 , R15 및 R16 은 독립적으로 수소, 
아실, 알킬 또는 시클로알킬이다.)이다.}이고,

R3는 수소, 아실, 알킬 또는 시클로알킬, R 4는 아미노산의 측쇄 또는 R3및 R4는 함께 취해져서 프롤린 또는 히드록시
프롤린의 측쇄를 형성하고, R5는 수소, 알킬, 시클로알킬 또는 아릴이다.]

" 아릴" 은 예컨대, 나프틸 같은 방향족환에 병합된 것을 포함하는 페닐 같은 방향족 히드로카빌을 포함한다. 그러한 그
룹은 예컨대, 할로(브로모, 클로로, 플루오로, 아이오도), NO 2 , 또는 아실 같은 전자 흡인기에 의해 방향족환에서 비치
환 또는 치환될 수 있다. 바람직하게는 전자 흡인기로 치환된 아릴은 브로모페닐, 더욱 바람직하게는 4-브로모페닐이
다.

" 아실" 은 식 R 17 C(O)-(여기서, R17 은 수소, 알킬 또는 시클로알킬이다.)의 치환분을 포함한다.

" 알킬" 은 예컨대, 메틸, 에틸, 프로필, 이소프로필(1-메틸에틸), 부틸, 3차부틸(1,1-디메틸에틸) 등과 같은 1 내지 
6개의 탄소 원자를 갖는 직선 또는 분지 포화된 지방족 탄화수소를 포함한다. 그러한 그룹은 히드록시, 할로, 아지도, 
-NO2 , -NR 13 R14 또는 -N(OR15 )R16 (여기서, R13 , R14 , R15 및 R16 은 상술한 바와 같다.)으로 비치환 또는 치환
될 수 있다.

" 시클로알킬" 은 예컨대, 시클로프로필, 시클로부틸, 시클로펜틸, 시클로헥시 등과 같은 3 내지 7개의 탄소 원자를 갖
는 포화된 지방족 탄화수소환을 포함한다. 그러한 그룹은 히드록시, 할로, 아지도, -NO 2 , -NR 13 R14 또는 -N(OR1
5 )R16 (여기서, R13 , R14 , R15 및 R16 은 상술한 바와 같다.)으로 비치환 또는 치환될 수 있다.

" 퓨린" 은 아데닌과 구아닌을 포함한다.

" 피리미딘" 은 우라실, 티민 및 사이토신을 포함한다. 바람직하게는 피리미딘은 티민이다.

" 아미노산의 측쇄" 는 다양한 아미노산의 그룹으로 예컨대, 글리신, 알라닌, 아르지닌, 아스파라진, 아스파트산, 시스
테인, 시스틴, 글루탐산, 글루타민, 히드록시리신, 이소류신, 류신, 리신, 메티오닌, 페닐알라닌, 세린, 트레오닌, 트립토
산, 티로신, 발린 등의 측쇄를 포함한다. 바람직하게는 아미노산의 측쇄는 알라닌 또는 트립토판의 측쇄이다.

일반적으로, 도5a 및 5b에 도시된 바와 같이 오르토 또는 파라 치환형 할로겐 또는 NO 2같은 전자 흡인기를 갖는 치환
된 화합물은 활성 억제 화합물에 더 효과적인 가수분해를 제공한다. 바람직하게는 할로겐 치환이고, 가장 바람직하게는 
파라브로모 치환이다.

본 발명의 조성물과 방법을 일반적으로 기술하기 위해, d4T 유도체가 기술된다. d4T 유도체는 할로겐(Br, Cl, F,I) 또
는 NO2치환을 갖는 오르토 또는 파라 치환 같은 전자 흡인 치환을 갖는 아릴기의 아릴포스페이트 치환을 갖는다. 하기 
식 또는 그것의 약제학적으로 허용 가능한 염 또는 에스테르는 한 예이다(여기서, R 18 은 에스테르화 또는 치환된, 예
컨대, -NHCH(CH3 )COOCH3아미노산 잔기이다).
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d4T 유도체의 합성

    
본 발명의 화합물의 합성을 일반적으로 기술하기 위해, d4T 유도체의 합성이 기술된다. d4T 유도체는 다음과 같이 조
제될 수 있다. d4T는 참고 문헌으로 포함된 Mansuri, et al., 1989 J. Med. Chem. 32, 461에 기술된 과정에 의해 티
미딘으로부터 조제될 수 있다. 적당하게 치환형 아릴포스포로클로리데이트가 참고문헌으로 포함된 McGuigan, et al., 
Antiviral Res., 1992, 17:311에 기술된 과정에 의해 제조될 수 있다. 포스포로클로리데이트는 소정의 산물을 형성하
기 위해 N-메틸이미다졸을 함유하는 THF 무수물 중의 d4T 용액에 추가된다.
    

d4T 유도체는 약제학적으로 허용 가능한 담체, 보조제 또는 희석제와 함께 유효 약제로서 d4T 또는 AZT를 함유하는 
적당한 조성물 형태로 환자에 투여된다. 바람직하게는, 지효성 약제(sustained release drugs)형이 사용될 수 있다. 
조성물은 적당한 방바이러스 양, 예컨대, 숙주 세포에서 HIV 역전사 효소 억제 및/또는 HIV 복제 억제에 충분한 양으
로 항바이러스 활성의 필요에 따라 환자에 투여된다. 투여는 적당한 투여 요법으로 투여된다.

    도면의 간단한 설명

도1은 d4T의 아릴포스페이트 유도체의 종래 공지된 대사 경로의 개략적 다이어그램이다.

도2a 및 도2b는 치환형 페닐환의 증가된 가수분해에 대한 전자 흡인 가설을 도시하는 다이어그램이다.

도2c는 시험된 화합물 각각의 가수분해의 결과로서 A-d4T의 생산을 도시하는 용리(elution) 프로파일이다(화합물2
: X="H(열린" 사각형), 화합물3: X="OCH 3 (닫힌 사각형) 및 화합물4: X="Br(닫힌" 원)).

도2d는 돼지 간 에스테라제에 의한 효소적 가수분해에 대해 시험된 화합물의 민감도를 도시하는 용리 프로파일이다.

도3은 TK-결핍 CEM 세포에서 화합물 2-4의 세포내 가수분해를 도시하는 용리 프로파일이다. A-d4T-MP의 680 
pmol에 상응하는 대사 산물 피크는 화합물4와 배양된 CEM 세포 용해질(lysate)의 일정 부분에서만 검출되었다.

도4a-4f는 화합물 6c(도4a) 및 화합물 7c(도4b)의 화학적 구조, 화합물 6c(도4c) 및 화합물 7c(도4d)의 PBMNC 
및 TK-결핍 CEM T-세포에서 HTLVⅢB 에 대한 항-HIV 활성 및 화합물 6c(도4e) 및 화합물 7c(도4f)의 HIV-1
(HTLVⅢB ), HIV-2 및 RTMDR-1에 대한 항바이러스 활성을 도시한다.

도5a 및 도5b는 페닐환의 파라치환분 및 오르토치환분이 동일한 전자 효과를 갖는 것에 의해 페닐환에서 공명 효과(전
자 이동)을 도시하는 개략적 다이어그램이다.

    실시예

본 발명은 다음의 예를 통하여 상세히 설명되고, 이는 본 발명을 제한하는 것은 아니다.

예1: d4T 유도체의 합성 및 특징
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d4T는 Mansuri et al., 1989 J. Med. Chem. 32, 461의 과정에 따라 티미딘으로부터 조제되었다. 적당하게 치환형 
페닐메톡시알라니닐포스포클로리데이트가 또한 McGuigan et al., 1992 Antiviral Res., 17, 311에 기술된 방법에 따
라 조제되었다. 화합물 2-4는 도식1과 같이 합성되었다.

도식1: 페닐메톡시알라니닐포스포로클로리데이트가 THF 무수물 중의 d4T 및 1-메틸이미다졸의 용액에 추가되고, 혼
합물은 실온에서 5-6시간 동안 교반된다. 반응 혼합물의 산물이 충분한 양의 요구된 유도체를 제공한다. 컬럼 크로마
토그라피가 순수한 화합물을 얻기 위해 사용된다.

합성된 화합물의 물리적 데이터는 1 ml/분의 유동 속도에서 70:30의 물/아세토니트릴로 용리된 C18 4 × 250 mm L
iChrospher 컬럼을 사용하여 진행된 HPLC에 의해 측정된다. 하기 화합물의 순도는 HPLC에 의해 96% 이상이다. 별
로 라벨된13 C NMR 피크는 부분입체이성질체(diastereomer) 때문에 분열된다.

예2: 화합물2-4의 가수분해에 대한 감수성
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도2a 및 도2b는 대사 산물 전구체 B(도1)의 페닐환에 파라 치환분의 전자 효과의 개략적 설명을 도시한다. 가수분해에 
대한 화합물의 감수성을 측정하기 위해, 화합물 2-4는 메탄올에 용해되고, 0.002 N NaOH로 처리되었다. 농도는 일정
하게 유지되고, 가수분해 산물 A-d4T-MP의 생성이 HPLC를 사용하여 감지되었다. Lichrospher 컬럼(C18)이 HP
LC 작동을 위해 사용되었다. 컬럼은 용매 혼합물 70:30(물/아세토니트릴)를 사용하여 등용매용리(isocratic) 조건하
에서 용리되고, 용리 프로파일은 도2c에 도시된다.
    

    
화합물의 가수분해는 돼지 간 에스트라제계에서 시험되었다. 데이터는 도2c에 도시된다. 화합물 2 및 4(Tris-HCl 중
의 1 mM)는 37℃에서 2시간 동안 Tris-HCl 완충액(pH 7.4) 중의 돼지 간 에스트라제 100 U로 배양된다. 반응은 
아세톤을 추가하고, 그 반응 혼합물을 냉각하여 중단되었다. 15,000 × g에서 원심분리하고, 반응 혼합물의 0.1 ml을 
50 pmol의 대사 산물을 검출할 수 있는 정량 분석 HPLC 방법을 사용하여 활성 대사 산물 A-d4T-MP의 존재가 조사
되었다. 화합물 4의 반응 산물의 0.1 ml은 A-d4T-MP 1.4 nmol을 함유하는 반면 화합물 2의 반응 산물에서는 어떤 
대사 산물도 검출되지 않았다.
    

도2a 및 도2b에 도시된 바와 같이, 페닐 모이어티의 파라 위치에서 전자 흡인 치환분의 존재가 d4T의 페닐포스페이트 
유도체 대사 경로의 카복시에스트라제-종속 제1단계(도1, a 내지 b)에 의해 생성된 대사 산물 전구체 B(도2a 및 2b)
에서 페녹시기의 가수분해 속도를 증가시킬 것이다. 페닐환의 파라 위치에서 단일 브로모 치환은 카복시에스트라제에 
의한 이 화합물의 인지 및 가수분해를 방해하지 않는다(도1의 단계 A 내지 B). 전자 흡인 파라브로모 치환분에 의해 
유도된 전자 효과는 D와 이어서 주요한 대사 산물 A-d4T-MP의 전구체인 E를 생성하는 페녹시기 C의 증가된 가수분
해를 일으킨다. 이 가설을 시험하기 위해, 우리는 알라니닐-d4T-모노포스페이트(A-d4T-MP)의 생성을 측정하여 
0.002 N NaOH의 처리 후, 화학적 가수분해의 속도에 대해 치환형 화합물 2, 파라메톡시(OCH 3 ) 치환형 화합물 3 및 
파라브로모 치환형 화합물 4(="d4T-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트]" 또는 d4T-pBPMAP)를 비교하
였다.

도2c에 도시된 바와 같이, 파라브로모 치환분을 갖는 화합물 4는 비치환형 화합물 2 보다 더 빠른 가수분해 속도를 나
타내는 반면, 파라 위치에 전자 기여 치환분 -OCH3를 갖는 화합물 3은 이 두 화합물 중 어느 것 보다 느린 가수분해 
속도를 갖는다. 유사하게, 유도 화합물 4는 화합물 2보다 돼지 간 에스트라제에 의해 효소적 가수분해에 더 민감하다(
도2d).

예3: TK-결핍 CEM 세포에서 화합물 2-4의 세포내 대사

TK-결핍 세포에서 화합물 2-4의 세포내 대사를 분석하기 위해, 1 × 10 6CEM 세포가 3시간 동안 화합물 2-4(100 
μM)로 배양되고, 이어서, HLPC에 의해 부분적으로 가수분해된 포스페이트디에스테르 대사 산물, 알라니닐 d4T모노
포스페이트의 형성이 조사되었다. 현저히, 화합물 4로 처리된 CEM 세포에서 이 대사 산물의 양이 화합물 2 또는 3으
로 처리된 CEM 세포에서 보다 높게 나타났다(680 pmol/10 6세포 대 < 50 pmol/106세포 ; 도3).

CEM 세포는 RPMI, 10% 우태아혈정 및 1% 페니실린/스트렙토마이시으로 구성된 배지에서 배양되었다. 10 6세포/m
l의 밀도에서 천만개의 세포가 37℃에서 3시간 동안 이들 화합물 100 μM와 배양되었다. 배양 후, 세포는 냉각 PBS로 
두번 세척되고, 60% 메탄올 0.5 ml의 추가로 추출된다. 세포 용해질은 밤새 -20℃에서 유지되고, 그후, 용해질은 15,
000 × g에서 10분 동안 원심분리되어 세포 잔여물을 제거했다. 이 용해질의 100 ㎕는 직접 HPLC에 주입되었다. HP
LC 시스템은 쿼터너리(quarternary) 펌프, 자동 샘플러, 전자 배자기(degausser), 다이오드어레이(diodearray) 검
출기 및 데이터 분석을 위한 캠스테이션 소프트웨어 프로그램의 컴퓨터를 장착한 휴렛 팩커드(HP) 1100 시리즈로 구
성된다. 샘플은 250 × 4.6 mm Sulpelco LC-DB C18 컬럼 위에 용리되었다. 용매 차는 페어런트 화합물로부터 대사 
산물을 용해하는데 사용되었고, 이는 메탄올 및 10 mM 암모늄포스페이트(pH 3.7)의 화합물로 구성된다. 경사도는 처
음 10분 동안 5 내지 35% 메탄올로 1 ml/분의 유동 속도로 작용하고, 5분 동안 35% 메탄올에서 유지되고, 다음 20분
에서 35 내지 100% 메탄올의 선형 경사로 완성된다. 감지 파장은 270 nm로 고정된다. A-d4T-MP의 680 pmol에 
상응하는 8.7 분의 잔류 시간을 갖는 대사 산물 피크는 화합물 4로 배양된 CEM 세포 용해질의 일부분에서만 검출되었
다.
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가수분해에 대한 증가된 감수성 때문에, 화합물 4는 다른 화합물 보다 더 효과적인 항-HIV 작용제로 가정되었다. 페어
런트 화합물 d4T(1) 뿐만 아니라 화합물 2-4는 상기 기술된 과정을 사용하여 말초 혈액 단핵구 세포 및 TK-결핍 C
EM T-세포에서 HIV 복제의 억제 활성에 대해 시험되었다(Zarling, et al., 1990 Nature 347:92, Erice et al., 19
93 Antimicrob. Agents Chemother. 37:835; Uckun et al., 1998 Antimicrob. Agents Chemother. 42:383). 바
이러스 복제의 억제 속도은 시험 물질 처리된 감염 세포의 p24 및 RT 활성 값을 비처리 감염 세포의 그것과 비교하여 
계산된다. 유사하게, 화합물의 세포 독성은 상기 Zarling, Erice 및 Uckun의 논문에 기술된 바와 같이, 세포 증식의 미
세배양 테트라졸리움 분석(microculture tetrazolium assay: MTA)을 사용하여 조사되었다.
    

표1에 도시된 HIV-1 복제의 억제에 대한 IC 50 값의 유사성은 HIV-1 감염 말초 혈액 단핵구 세포에서 조사시, d4T 
아릴포스페이트 유도체가 페어런트 화합물 d4T에 비해 비효과적이라는 증거를 제공한다. 이전의 기술에 따라, HIV-
1 복제를 억제하는 d4T의 효능은 TK-결핍 CEM 세포에서 실질적으로 감소되었다. 반면, d4T에 의한 p24 생산의 억
제에 대한 IC50 값은 말초 혈액 단핵구 세포에서 18 nM, TK-결핍 CEM 세포에서 556 nM이었다. 유사하게, RT 활성
의 억제에 대한 IC50 값은 40 nM에서 2355 nM로 증가하였다(표1). 세 가지 아릴포스페이트 유도체 모두는 TK-결핍 
CEM 세포에서 d4T 보다 효과적이었고, 아릴 모이어티에서 파라브로모 치환분을 갖는 화합물 4(d4T-5'-[p-브로모
페닐메톡시알라니닐포스페이트])는 d4T 보다 p24 생산 억제에서 12.6배(IC 50 값: 44 nM 대 556 nM), RT 활성 억
제에서 41.3배 효과적이었다(IC50 값: 57 nM 대 2355 nM)(표1).

[표 1]

시험된 화합물들 중 어느 것도 MTA에 의해 측정된 바와 같은 10,000 nM 정도의 높은 농도에서 말초 혈액 단핵구 세
포 또는 CEM 세포에 대해 검출할 수 있는 세포 독성을 나타내지 않았다. 특히, 화합물 3과 4가 말초 혈액 단핵구 세포
에서 유사한 활성을 나타낼지라도(IC50 값: 33 nM 대 42 nM), 아릴 모이어티에서 파라메톡시 치환분을 갖는 화합물 
3은 HIV-감염 TK-결핍 CEM 세포에서 RT 활성을 억제하는데 있어 화합물 4에 비해 5.6배 비효과적이었다(IC 50 값
: 320 nM 대 57 nM). 이렇게 해서, 파라 치환분의 확인은 TK-결핍 세포에서 d4T의 아릴포스페이트 유도체의 항-
HIV 활성에 영향을 미치는 것으로 보인다. 우리가 아는 한, 이는 d4T 아릴포스페이트 유도체의 선택 지표 뿐만 아니라 
효능이 실질적으로 아릴 모이어티에서 단일 파라브로모 치환분을 도입함으로써 증가될 수 있다는 첫 번째 증명이다. d
4T의 포스페이트 유도체의 아릴 모이어티에 의해 종래 공지되지 않은 구조 활성 관계가 더 효과적인 d4T 유사물의 고
안을 위한 기초를 제공한다.
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예4: MDR 세포에서 화합물 4 및 AZT의 활성

HIV-MDR 세포에 대한 화합물 4(d4T-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트])의 활성은 AZT-5'-[p-브
로모페닐메톡시알라니닐포스페이트](P-AZT) 및 AZT와 비교되었다. 사용된 배양 및 분석 방법은 예4에 대해 상기 
기술되었다.

표2에 나타낸 바와 같이, P-AZT 및 AZT는 IC 50 값 각각 1.5 및 2.0 nM의 유사한 활성을 갖는다. 화합물 4의 활성(
0.02 nM)은 AZT(2.0 nM) 보다 100배 효과적이다.

[표 2]

예5: 3dT의 아릴포스페이트 유도체의 합성

다른 비교를 통해, 3'-디옥시-티미딘(3dT)의 아릴포스페이트 유도체의 아릴기에서 다양한 치환의 항-HIV 활성에 
대한 효과가 연구되었다. 도식2에 도시된 바와 같이, 3dT(5)는 문헌에 공지된 과정을 사용하여 티미딘으로부터 조제
된 d4T(1)으로부터 조제되었다(Mansuri, et al., 1989 J. Med. Chem. 32:461-466). (1)의 수소첨가(hydrogena
tion)는 H2및 5% Pd/C의 촉매량의 존재의 에탄올 중에서 실시되어 85%의 3dT(5)를 얻었다. 적당하게 치환형 페닐
메톡시알라니닐포스포클로리데이트가 또한 McGuigan et al., 1992 Antiviral. Res. 17:311-321에 의해 기술된 방
법에 따라 조제되고, 화합물 6-11이 도식2의 과정으로 합성되었다.

 - 9 -



공개특허 특2001-0071673

 

도식2. 적당하게 치환형 페닐메톡시알라니닐포스포클로리데이트가 THF 무수물 중의 3dT 및 1-메틸이미다졸의 혼합
물에 추가되었다. 반응 혼합물은 실온에서 12시간 동안 교반되고, 용매는 제거되었다. 생성 검(gum)은 클로로포름에
서 재용해되고, 1 M HCl, 포화된 소듐미카보네이트 용액(NO 2유도체의 경우 제외) 및 물로 세척되었다. 유기 상(org
anic phase)은 MgSO 4에 의해 건조되고, 용매는 바큐오(vacuo)에서 제거되었다. 정제되지 않은 산물은 클로로포름 
중의 5% 메탄올로 용리된 실리카겔 플래쉬 컬럼크로마토그라피에 의해 정제되어 순수한 화합물 6-11의 충분한 양을 
얻었다.

합성된 화합물의 물리적 데이터가 측정되었다. HPLC는 1 ml/분의 유동 속도에서 70:30의 물/아세토니트릴로 용리된 
C18 4 × 250 mm LiChrospher 컬럼을 사용하여 진행되었다. 하기 화합물의 순도는 HPLC에 의해 96% 이상이다. 별
로 라벨된13 C NMR 피크는 부분입체이성질체 때문에 분열된다.
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예6: 3dT 화합물 6-11의 항바이러스 활성

페어런트 화합물 3dT 뿐만 아니라 화합물 6-11은 종래 기술된 방법을 사용하여 말초 혈액 단핵구 세포 및 TK-결핍 
CEM T-세포에서 HIV-1 복제를 억제하는 그들의 효과에 대해 d4T와 비교하여 차례로 시험되었다(상기 Zarling et 
al., 1990; Erice et al., 1993; Uckun et al., 1998).

3dT의 유도체뿐만 아니라 3dT도 TK-결핍 CEM T-세포뿐만 아니라 말초 혈액 단핵구 세포에서 d4T에 비해 비활성
적이다(표3). 특히, 말초 혈액 단핵구 세포에서, 화합물 6-11에 대한 IC 50 [RT] 값은 3dT(1.2-3.1 대 0.7, 표3)의 
IC50 [RT] 값 보다 크고, 이는, 이 전구약(prodrug)이 충분히 안정하고, 그들의 대사 과정, 즉, 효소적 가수분해에서 
TK-독립 단계는 활성 종의 발생에 대한 속도-제한임을 제한한다. 반대로, d4T의 아릴포스페이트 유도체는 d4T 모노
포스페이트의 TK-종속 생성이 그것의 대사 활성에서 속도-제한이라는 것을 제안하는 d4T 보다 효과적이라는 것이 
보고되었다(McGuigan et al., 1996a). d4T 및 AZT의 아릴포스페이트 유도체의 생물학적 활성에 대한 문헌에서 보
고된 결과에 따르면(McGuigan et al., 1993, 1996a), 3dT의 아릴포스페이트 유도체는 여전히 높은 마이크로몰라 I
C50 [RT] 값을 갖음에도 불구하고, TK-결핍 세포에서 HIV-1 복제를 억제하는데 있어 페어런트 화합물 3dT 보다 
효과적이었다(표3).

화합물 6-11은 말초 혈액 단핵구 세포(PBMNC)에서 보다 TK-결핍 CEM T-세포에 비해 비활성적이었기 때문에, 
이들 전구약으로부터 생성된 3dT 모노포스페이트의 그것의 활성 트리포스페이트로의 전환은 TK의 존재에서 더 느린 
속도로 일어난다. 비교하여, d4T의 아릴포스페이트 유도체는 정상 및 TK-결핍 세포에서 유사한 활성을 나타냈다(M
cGuigan et al., 1996 Bioorg. Med. Chem. Lett. 6:1183-1186).

정상의 말초 혈액 단핵구 세포(PBMNC)와 TK-결핍 CEM T-세포에서 3-디옥시티미딘의 아릴포스페이트 유도체(6
-11)의 항-HIV 활성.
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모든 데이터는 μM 단위이고, RT 활성의 분석에 의해 측정된 바와 같이 50%(IC 50 [RT])

9또는 MTA(IC50 [MTA])
에 의해 측정된 바와 같이 50% 세포 독성 농도로 바이러스 복제를 억제하기 위해 요구된 농도를 나타낸다(Mansuri e
t al., 1989 J. Med. Chem. 32:461).

[표 3]

    
도5a 및 도5b에 도시된 바와 같이, 페닐환에서 파라 치환의 전자 효과는 도1에 도시된 3dT의 아릴포스페이트 유도체
의 대사 경로에서 B에서 D로의 가수분해 전환에 영향을 미친다. 페닐 모이어티의 파라 위치에서 전자 흡인 치환분의 존
재는 화합물 7-10에서 치환형 페녹시기의 가수분해 속도를 증가시킨다(도2a 및 2b). 그러나, 이 화합물들은 파라 치
환을 갖지 않는 화합물 6 또는 전자 기여 파라 치환분을 갖는 화합물 11에 비해 비활성적이어서 그들의 대사에서 카복
시에스트라제-종속 제1 가수분해 단계(도1에서 A 내지 B)가 활성 3dT 대사 산물의 생성을 위해 중요하고, 속도-제
한 역할을 한다는 가설을 지지한다. 이렇게 해서, 화합물 7-10은 뉴클레오사이드 유사물의 아릴메톡시알라니닐포스페
이트 유도체에 제안된 대사 경로에 따라 그들의 가수분해를 책임지고 있는 추정 카복시에스테라제에 대한 다소 하등의 
기질로 작용한다(McIntee et al., 1997 J. Med. Chem. 40:3323-3331).
    

예7: d4T, AZT 및 3dT의 유도체의 항-HIV 활성

도식1에 도시된 바와 같이, d4T(1)은 문헌에 공지된 과정을 사용하여 티미딘으로부터 제조되었다(상기 Mansuri et 
al., 1989). H 2및 5% Pd/C의 촉매량의 존재에서 에탄올 중의 (1)의 수소 첨가는 85%의 3dT(3)을 생성했다(도식1).
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AZT(2)는 문헌의 방법을 사용하여 티미딘으로부터 제조되었다(Chu et al., U.S. Patent No. 4,841,039). 페녹시 모
이어티(5a, 5b 및 5c)에서 다른 치환분을 갖는 ddN 인산화제는 두 단계 과정에서 시판하는 페놀로부터 조제되고(도식
2)(상기 McGuigan et al., 1992), 여기서, 화합물 4a, 4b, 5a, 5b, 7a 및 7b는 상술되었다. 화합물 4c 및 5c는 하기 
기술된 특징 데이터 뿐만 아니라 그들의 합성 과정에서 새로운 것이다.

d4T(1), AZT(2) 또는 3dT(3)의 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체의 합성은 도식3에 도시된 바와 같이 문헌에 
따라 실시되었다(McGuigan et al., 1992). 일반적인 합성 과정은 다음과 같다. 적당하게 치환형 페닐메톡시알라니닐
포스포클로리데이트(5)가 THF 무수물 중의 소정의 ddN(1,2 또는 3) 및 1-메틸이미다졸의 혼합물에 추가되었다. 생
성 검은 클로로포름에서 재용해되고, 1 M HCl, 포화 소듐비카보네이트 용액 및 물로 세척된다. 유기상은 MgSO 4로 건
조되고, 용매는 바큐오에서 제거되었다. 정제되지 않은 산물은 용리를 위한 메탄올 및 클로로포름의 용매 혼합물을 사
용하여 실리카겔 플래쉬 컬럼크로마토그라피에 의해 정제되어 소정의 순수한 화합물을 충분한 양 얻는다.

p-브로모페닐포스포로디클로리데이트 4c
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상기 McGuigan et al., 1993에 의해 기술된 과정에 따라, Et 2O 무수물(165 ml) 중의 p-브로모페놀(13.20 g; 76.3
0 mmol) 및 증류 트리에틸아민(10.65 ml)의 용액을 질소 분위기 하의 0℃에서 3시간 이상 동안 강하게 교반된 Et 2
O 무수물(83 ml) 중의 포스포릴클로라이드(8.5 ml; 91.2 mmol)의 용액에 적하되었다. 이어서, 생성 혼합물은 실온
에 두어 온도를 상승시키고, 실온에서 밤새 교반하고, 2시간 동안 환류로 가열되었다. 반응 혼합물을 실온으로 냉각하
고, 아스피레이터 압력 하에서 여과되었다. 침전물은 Et2O 무수물(2 × 50 ml)로 세척되었다. 결합된 Et 2O 층은 회전 
증발기에서 증발, 건조되어 엷은 노란색 오일로 정제되지 않은 4c를 얻었고, 이는 진공 증류(bp. 110-115℃/2 mm H
g)로 무색 점성 오일의 순수한 4c(14.05 g; 63.5%)를 얻었다. IR(neat) 3095, 1481, 1303, 1187, 948, 829 cm -

1 .

p-브로모페닐메톡시알라니닐포스포클로리데이트 5C

상기 McGuigan et al에 의해 기술된 과정을 따라 CH 2Cl2무수물(180 ml) 중의 증류 트리에틸아민(8.80 ml; 63.14 
mmol)의 용액을 질소 분위기 하의 -70℃에서 3시간 이상 동안 강하게 교반된 CH 2Cl2무수물(250 ml) 중의 p-브로
모페닐포스포디클로리데이트 4c(8.69 g; 29.97 mmol) 및 L-알라닌메틸에스테르히드로클로라이드 (4.19 g; 30.02 
mmol)의 용액에 깔때기를 통해 적하되었다. 이어서, 생성 혼합물은 실온에 두어 온도를 상승시켜 실온에서 밤새 교반
되었다. 그 용매는 회전 증발기로 제거되었다. Et2O 무수물(300 ml)이 잔류물을 용해하기 위해 추가되었고, 백색 고
체를 제거하기 위해 아스피레이터 압력에서 여과되었다. 백색 고체는 Et2O 무수물(2 × 60 ml)으로 린스된다. Et 2O 
층은 결합되고, 증발, 건조되어 엷은 분홍-노란 점성 오일의 5c(10.7 g)을 얻었다. 이 산물은 다른 정제 없이 다음 단
계 반응을 위해 사용되었다.

AZT(1), d4T(2) 및 3dT(3)의 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체의 특성 데이터

HPLC는 1 ml/분의 유동 속도에서 70:30의 물/아세토니트릴로 용리된 C18 4 × 250 mm LiChrospher 컬럼을 사용
하여 진행되었다. 다음 화합물의 순도는 HPLC에 의해 96% 이상이다. 별로 라벨된 13 C NMR 피크는 입체중심으로부터 
발생한 부분입체이성질체 때문에 분열되었다.
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(M+2+Na); HPLC 잔류 시간="15.50," 16.57분

항-HIV 활성 및 세포독성의 세포 분석

항-HIV 활성은 역전사 효소 활성 분석(IC 50 [RT])를 기초로 하는 50%의 바이러스 복제를 억제하기 위해 요구된 화
합물의 농도를 측정함으로써 AZT-감수성 HIV-1(균주: HTLV ⅢB )-, AZT- 및 NNI-저항성 HIV-1(균주:RTMD
R-1)-(by Dr. Brendan Larder, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, DIV, SIDS, NIAID, N
IH; cat. # 2529) 또는 HTLV ⅢB -감염 TK-결핍 CEM T-세포뿐만 아니라 HIV-2(균주;CBL-20)-감염 말초 혈
액 단핵구 세포(PBMNC)에서 평가되었다. 바이러스 억제 속도는 시험 물질 처리 감염 세포로부터의 RT 활성 값과 비
처리 감염 세포(즉, 바이러스 대조군)로부터의 RT 값을 비교하여 측정되었다. 화합물의 50% 세포독성농도(CC 50 [M
TA])는 2,3-비스(2-메톡시-4-니트로-5-술포페닐)-5-[(페닐아미노)-카보닐]-2H-테트라졸리움히드록사이
드(XTT)를 사용하여 미세 배양 테트라졸리움 분석(MTA)에 의해 측정되었다(상기 Zarling et al., 1990; Erice et 
al., 1993, Uckun et al., 1998).

효과적인 항-HIV제로서의 d4T-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트) 및 AZT-5'-(파라브로모페닐메톡
시알라니닐포스페이트)의 확인
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d4T-페닐포스페이트 유도체는 HIV-1 감염 PBMNC에서 시험시, 페어런트 화합물 d4T에 비해 비효과적이었다. HI
V-1 복제를 억제하는 d4T의 효능은 TK-결핍 CEM 세포에서 실질적으로 감소되었다. d4T에 의한 RT 활성의 억제
에 대한 IC50 값이 PBMNC에서 40 nM인 반면, TK-결핍 CEM 세포에서는 2400 nM이었다(표4 및 도4a-4f). 세 개
의 페닐포스페이트 유도체 모두는 TK-결핍 CEM 세포에서 d4T 보다 효과적인 반면, 페닐 모이어티에 파라브로모 치
환분을 갖는 화합물 6c(d4T-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트])는 d4T 보다 RT 활성을 억제하는데 있
어 60배 효과적이었다(표4).

화합물들 중 어느 것도, MTA에 의해 측정된 바와 같이 높은 10,000 nM의 높은 농도에서 PBMNC 또는 CEM 세포에 
대해 세포독성을 나타내지 않았다. 특히, 화합물 6b 및 6c가 말초 혈액 단핵구 세포에서 유사한 활성을 나타냈을지라도
(IC50 값: 30 nM 대 40 nM)(표4), 페닐 모이어티에 파라메톡시 치환분을 갖는 화합물 6b는 HIV 감염 TK-결핍 CE
M 세포에서 RT 활성을 억제하는데 있어서 화합물 6c에 비해 5배 비효과적이었다(IC 50 값: 300 nM 대 60 nM)(표4).

화합물 7a, 7b, 7c 및 그들의 페어런트 화합물 AZT(2)는 PBMNC 및 TK-결핍 CEM T-세포에서 HIV 복제를 억제
하는 그들의 효과에 대해 조사되었다(표4). 바이러스 복제의 억제율은 시험 물질 처리 감염 세포의 RT 활성 값과 비처
리 감염 세포의 것을 비교하여 계산되었다. 유사하게, 화합물의 세포독성은 세포 증식의 미세배양 테트라졸리움 분석(
MTA)을 사용하여 조사되었다. HIV-1 복제를 억제하는 AZT(2)의 효능은 TK-결핍 CEM 세포에서 실질적으로 감소
되었다. 반면, AZT에 의한 RT 활성의 억제에 대한 IC 50 값은 PBMNC에서 3 nM인 반면, TK-결핍 CEM 세포에서 2
00 nM이었다. 상응하는 d4T 유도체와는 다르게, AZT의 비치환형 및 파라 치환형 페닐포스페이트 유도체는 HIV-1 
감염 TK-결핍 CEM T-세포에서 시험 시, 페어런트 화합물 AZT에 비해 비효과적이었다. 그러나, AZT의 파라브로모 
치환형 페닐포스페이트 유도체, AZT-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트) 7c는 TK-결핍 CEM 세포의 
HIV 복제의 억제에 있어서, AZT 보다 5배 효과적이었다(IC 50 [RT] 값: 0.04 μM 대 0.2 μM). 화합물들 중 어느 것
도 MTA에 의해 측정된 바와 같이 10,000 nM의 높은 농도에서 PBMNC 또는 CEM 세포에 대해 세포독성을 나타내지 
않았다.

화합물 8a-c 및 그들의 페어런트 화합물 3dT(3)은 PBMNC 및 TK-결핍 CEM T-세포에서 HIV-1 복제를 억제하는 
그들의 효과에 대해 d4T(1)과 비교하여 시험되었다. 3dT와 그것의 유도체는 TK-결핍 CEM T-세포뿐만 아니라 말
초 혈액 단핵구 세포에서 d4T에 비해 비효과적이었다(표4). 특히, 말초 혈액 단핵구 세포에서, 화합물 8a-c에 대한 
IC50 [RT] 값은 3dT(1.2-3.1 대 0.7, 표4)의 IC 50 [RT] 값 보다 크고, 이는, 이 전구약(prodrug)이 충분히 안정하
고, 그들의 대사 과정, 즉, 효소적 가수분해에서 TK-종속 단계는 활성 종의 발생에 대한 속도-제한임을 제안한다. d
4T, AZT 및 3dT의 페닐포스페이트 유도체의 생물학적 활성에 대한 문헌에서 보고된 결과에 따르면, 여전히 높은 마
이크로몰라 IC50 [RT] 값을 갖음에도 불구하고, TK-결핍 세포에서 HIV-1 복제를 억제하는데 있어 페어런트 화합물 
3dT 보다 효과적이djT다(표4 및 도4a-4f). 화합물 8a-c은 PBMNC에서 보다 TK-결핍 CEM T-세포에 비해 비활
성적이기 때문에, 이들 전구약으로부터 생성된 3dT 모노포스페이트의 그것의 활성 트리포스페이트로의 전환은 TK의 
존재에서 더 느린 속도로 일어난다.

[표 4-1]
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[표 4-2]
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HIV-2 및 RTMDR-1에 대한 유도 화합물 d4T-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트) 및 AZT-5'-(파라
브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트)의 활성

    
유도 화합물 6c 및 7c는 PBMNC 중의 RTMDR-1, HIV-1의 AZT- 및 NNI-저항성 균주 및 HIV-2의 HIV 복제를 
억제하는 활성에 대해 AZT(2)와 차례로 비교 시험되었다. 새로운 d4T 유도체 6c, d4T-5'-(파라브로모페닐메톡시
알라니닐포스페이트)는 RTMDR-1에 대해 효과적인 항바이러스 활성 및 HIV-2에 대해 보통의 활성을 갖고 있다. 그
러나, 상응하는 AZT의 파라브로모 치환형 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체 7c 및 페어런트 AZT(2)는 AZT 저
항성 RTMDR-1 또는 HIV-2에 대해 비효과적이었다.
    

[표 5-1]

[표 5-2]
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모든 데이터는 μM 단위이고, RT 활성의 분석에 의해 측정된 바와 같이 50%(IC 50 [RT])로 바이러스 복제를 억제하
기 위해 요구된 농도를 나타낸다.

    
화합물 6a, 6b 및 6c는 TK-결핍 CEM 세포에서 페어런트 d4T(1) 보다 모두 효과적인 반면, 이들 d4T-페닐포스페
이트 유도체(6a, 6b 및 6c)는 HIV-1 감염 PBMNC에서 페어런트 d4T(1)에 비해 비효과적이었다(표4). 모든 페닐메
톡시알라니닐포스페이트 유도된 d4T의 비교를 통해, d4T-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트] 6c가 TK-
결핍 CEM 세포에서 가장 효과적인 항-HIV제이다. 이 관찰은 6c의 페닐 모이어티에서 파라 브로모 치환분이 전자 흡
인 성질 때문에 가수분해를 수행하는 그것의 인의 효능을 증가시켜서(도2), TK-결핍 CEM T-세포에서 실질적으로 
주요한 대사 산물 d4T 모노포스페이트의 높은 양 생성을 야기하는 것으로 생각될 수 있다(McIntee, et al., 1997, J. 
Med. Chem. 40:3233-3331).
    

TK-결핍 CEM 세포에서 AZT의 페닐, 메톡시페닐 및 브로모페닐포스페이트의 효능은 7c(브로모페닐)> 7a(페닐)> 
7b(메톡시페닐)의 d4T 유도체와 같이 나타낼 수 있다. 그러나, AZT의 세 개의 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체
(7a, 7b 및 7c) 중, 단지 7c만이 TK-결핍 CEM 세포에서 AZT에 배해 효과적임을 나타내었다(IC50값: 4 0 nM 대 2
00 nM). 3dT의 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체에 대해(표4), 페닐 모이어티의 파라 위치에 전자 흡인 치환분
의 존재는 화합물 8c의 치환형 페녹시기의 가수분해 속도를 증가시킬것으로 기대되었다(예컨대, 도2의 B 내지 C). 그
러나, 8c는 파라 치환을 갖지 않는 화합물 8a 또는 전자 기여 파라 치환분을 갖는 화합물 8b에 비해 비효과적이었고, 
이는 그들의 대사에서 카복시에스테라제-종속 제1 가수분해 단계(예컨대, 도2의 A 내지 B)가 활성 3dT 대사 산물의 
생성에 중요하고, 속도-제한의 역할을 한다는 가설을 지지한다. 우리는 화합물 8a, 8b 및 8c가 뉴클레오사이드 유사물
의 페닐메톡시알라니닐포스페이트 유도체에 제안된 대사 경로에 따라 그들의 가수분해를 책임지고 있는 추정 카복시에
스테라제에 대한 다소 하등의 기질로 작용한다는 것을 가정한다(도2). 3dT의 아릴포스페이트 유도체는 유사한 뉴클레
오사이드 유사물, d4T의 전구약 형태의 대사 및 활성에 관한 공지된 것으로부터 기대된 것처럼 작용하지 않았다. 특히, 
3dT의 아릴포스페이트 유도체는 HIV 감염 정상의 말초 혈액 단핵구 세포 또는 TK-결핍 CEM T-세포주에서 기대한 
항-HIV 활성을 나타내지 않았다.
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    산업상 이용 가능성

    
간단하게, d4T-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트] 6c 및 AZT-5'-[p-브로모페닐메톡시알라니닐포스페
이트] 7c는 어떤 감지할 수 있는 세포 독성도 갖지 않는 TK-결핍 CEM T-세포에서 HIV 복제를 효과적으로 억제하
는 효과적인 항-HIV제로 확인되었다. 게다가, 새로운 d4T 유도체 6c는 RTMDR-1, HIV-1의 AZT- 및 NNI-저항
성 균주에 대해 효과적인 항바이러스 활성 및 HIV-2에 대해 보통의 활성을 갖는다. 이들 d4T 및 AZT 유도체와 비교
하여, 상응하는 3dT 유도체, 3dT-5'-(파라브로모페닐메톡시알라니닐포스페이트)는 PBMNC 또는 TK-결핍 CEM 
T-세포에서 의미있는 항-HIV 활성을 나타내지 않았다. 우리가 아는 한, 이는 d4T 및 AZT의 페닐포스페이트 유도체
의 효능을 측정하는데 이전에 고려되지 않은 구조 활성 관계의 제1의 포괄적인 기록이다. 또한, 유도 화합물 6c 및 7c
의 발달은 TK-결핍 세포에서 HIV 복제를 억제할 수 있는 효과적인 HIV 치료 전략의 고안을 위한 기초를 제공할 수 
있다.
    

본 발명의 상세한 기술이 상기 제공되었으나 본 발명을 제한하는 것을 아니다. 본 발명은 종래 기술로 다양한 실시형태
로 변형이 가능하다. 그러한 다른 변형은 하기 청구된 바와 같이 본 발명의 범위 내로 고려된다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

하기 식의 화합물의 억제량을 감염된 세포에 투여하는 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방
법.

[상기 식에서, Y는 산소 또는 황이고,

R1은 비치환형 아릴 또는 전자 흡인기로 치환된 아릴이며,

R2는 하기 식 Ⅱ 또는 Ⅲ의 뉴클레오사이드,

{상기 식에서, R6은 퓨린 또는 피리미딘이고,

R7 , R8 , R9 , R10 , R11 및 R12 는 독립적으로 수소, 히드록시, 할로, 아지도, -NO 2 , -NR 13 R14 또는 -N(OR15 )R16
(여기서, R13 , R14 , R15 및 R16 은 독립적으로 수소, 아실, 알킬 또는 시클로알킬이다.)이다.}이고,
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R3는 수소, 아실, 알킬 또는 시클로알킬이며,

R4는 아미노산 측쇄이거나 또는,

R3및 R4는 함께 취해져서 프롤린 또는 히드록시프롤린 측쇄를 형성하고,

R5는 수소, 알킬, 시클로알킬 또는 아릴이다.]

청구항 2.

제1항에 있어서, 상기 Y는 산소인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.

청구항 3.

제1항에 있어서, 상기 R1은 브로모페닐인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.

청구항 4.

제1항에 있어서, 상기 R6은 티민, 사이토신 또는 우라실인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억
제 방법.

청구항 5.

제1항에 있어서, 상기 R4는 알라닌 또는 트립토판 측쇄인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 
방법.

청구항 6.

하기 식 Ⅳ 또는 Ⅴ의 화합물의 억제량을 감염 세포에 투여하는 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 유용한 HIV 역전
사 효소 억제 방법.

(상기 식에서, X는 전자 흡인기이다.)

청구항 7.

제6항에 있어서, 상기 X는 할로 또는 NO 2인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.

청구항 8.

제7항에 있어서, 상기 X는 브로모인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.
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청구항 9.

제8항에 있어서, 상기 브로모는 파라 치환되는 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.

청구항 10.

하기 식의 화합물의 억제량을 감염 세포에 투여하는 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 방법.

(상기 식에서, X는 전자 흡인기이고, R18 은 아미노산 잔기이다.)

청구항 11.

제10항에 있어서, 상기 R18 은 -NHCH(CH3 )COOCH3인 것을 특징으로 하는 HIV 감염 세포의 HIV 역전사 효소 억제 
방법.

청구항 12.

하기 식 Ⅳ 또는 Ⅴ의 화합물의 억제량을 숙주 세포에 접촉시키는 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.

(상기 식에서, X는 전자 흡인기이다.)

청구항 13.

제12항에 있어서, 상기 X는 할로 또는 NO 2인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.

청구항 14.

제13항에 있어서, 상기 X는 브로모인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.

청구항 15.

제14항에 있어서, 상기 브로모는 파라 치환되는 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.
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청구항 16.

하기 식의 화합물의 억제량을 세포에 투여하는 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.

(상기 식에서, X는 전자 흡인기이고, R2는 아미노산 잔기이다.)

청구항 17.

제16항에 있어서, 상기 R18 은 -NHCH(CH3 )COOCH3인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 방법.

청구항 18.

숙주 세포의 HIV 복제를 억제하기 위한 하기 식의 화합물 및 약제학적으로 허용 가능한 담체의 유효량을 포함하는 것
을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

[상기 식에서, Y는 산소 또는 황이고,

R1은 비치환형 아릴 또는 전자 흡인기로 치환된 아릴이며,

R2는 하기 식 Ⅱ 또는 Ⅲ의 뉴클레오사이드,

{상기 식에서, R6은 퓨린 또는 피리미딘이고,

R7 , R8 , R9 , R10 , R11 및 R12 는 독립적으로 수소, 히드록시, 할로, 아지도, -NO 2 , -NR 13 R14 또는 -N(OR15 )R16
(여기서, R13 , R14 , R15 및 R16 은 독립적으로 수소, 아실, 알킬 또는 시클로알킬이다.)이다.}이고,
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R3는 수소, 아실, 알킬 또는 시클로알킬이며,

R4는 아미노산 측쇄이거나 또는,

R3및 R4는 함께 취해져서 프롤린 또는 히드록시프롤린 측쇄를 형성하고,

R5는 수소, 알킬, 시클로알킬 또는 아릴이다.]

청구항 19.

제18항에 있어서, 상기 Y는 산소인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 20.

제18항에 있어서, 상기 R1은 브로모페닐인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 21.

제18항에 있어서, 상기 R6은 티민, 사이토신 또는 우라실인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 22.

제18항에 있어서, 상기 R4는 알라닌 또는 트립토판 측쇄인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 23.

숙주 세포의 HIV 복제를 억제하기 위한 하기 식 Ⅳ 또는 Ⅴ의 화합물 및 약제학적으로 허용 가능한 담체의 유효량을 포
함하는 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

(상기 식에서, X는 전자 흡인기이다.)

청구항 24.

제23항에 있어서, 상기 X는 할로 또는 NO 2인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 25.

제24항에 있어서, 상기 X는 브로모인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 26.
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제25항에 있어서, 상기 브로모는 파라 치환되는 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 27.

숙주 세포의 HIV 복제를 억제하기 위한 하기 식 Ⅶ의 화합물 및 약제학적으로 허용 가능한 담체의 유효량을 포함하는 
것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

(상기 식에서, R18 은 아미노산 잔기이다.)

청구항 28.

제27항에 있어서, 상기 R18 은 -NHCH(CH3 )COOCH3인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

청구항 29.

숙주 세포의 HIV 복제를 억제하기 위한 하기 식의 화합물 및 약제학적으로 허용 가능한 담체의 유효량을 포함하는 것
을 특징으로 하는 숙주 세포의 유용한 HIV 복제 억제 조성물.

(상기 식에서, X는 파라 또는 오르토 위치에서 치환된 전자 흡인기이다.)

청구항 30.

제29항에 있어서, 상기 X는 할로 또는 NO 2인 것을 특징으로 하는 숙주 세포의 HIV 복제 억제 조성물.

도면
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