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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

SynthesisandAnti-CancerEfficacyofWater-SolublePaclitaxelProdrugs

Ryu,Beom-Young
Advisor:Prof.Jo,Byung-Wook,Ph.D.
DepartmentofPolymerScience& Engineering,
GraduateschoolofChosunUniversity

Paclitaxel(Taxol),a naturalditerpeneisolated from thebark of
(Pacificyew),isoneofthemosteffectiveantitumoragentsforthe

treatmentofvarioushuman solidtumorssuchasovarian carcinoma,breast
carcinoma,andmelanoma.Unlikeotherclinicalantimitoticagentssuchasthevinca
alkaloidswhichinhibitthemicrotubuleassemblyprocess,paclitaxelpromotes
tubulinpolymerizationandstabilizesthemicrotubules,thereforecelldivisionis
blockedinthelateG2mitoticphaseofthecellcycle.
Duetolimitationsofwater-solubility,paclitaxeliscurrentlyadministeredin

vehicles containing Cremophor EL and 49.7 % ethanol(1:1 v/v). The
hypersensitivityreactionoccurredbyCremophorEL containedintheformulation
when the vehicles are administered intravenously.The symptoms of the
hypersensitivityreactionincluderapidonsetofhypertension,respiratorydistress(e.
g.bronchospasms),urticaria and rash.In spite ofthe introduction ofthe
prophylacticuseofantihistaminespriortopaclitaxeli.v.administrationandthe
extensionoftheinfusiondurationtimetominimizetheseallergicreactions,the
histaminereleaseeffectsduetoCremophorEL arenotcompletelyeliminated.In
ordertoovercometheseproblems,preclinicalstrategyfori.v.administrationof
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paclitaxelhasfocusedontheuseofprodrugsinanon-CremophorEL-containing,
as100% aqueousaspossible,formulation.
In thisstudy,anew seriesofPEGylated paclitaxelprodrugsincreased

water solubility of paclitaxel was synthesized. Because the efficacy of
prodrugisdependentuponthereleaserateoftheactiveparentdrug,various
self-immolatingspacergroupswereintroducedbetweenthePEG solubilizing
portionand7-OHofpaclitaxelsoastochangetherateofenzymatichydrolysis.
TwowaysofsyntheticroutewereinstitutedbytheturnsofPEGylationto
paclitaxelderivatives.PEGylationof2'-OHprotectedpaclitaxelderivativeswith
silylgroup(method2)wasmuchmoresusceptiblethanthatof2'-OH paclitaxel
derivative(method1)byreasonthatnucleophilicreactionofmPEG-succinatecould
beaffectedbyfree2-OH group.ThisPEGylationsusceptibilityonmethod2
resultedin78% yieldofprodrug,higherthan60% onmethod1.Physical
propertiesofprodrugsandmPEG-succinatewerenotdifferentenoughtobe
separatedeachotherbysimplepurifyingmethodsuchasrecrystallizationand
extraction,soPrep-HPLC wasusedtopurifytheprodrugs.AfterPrep-HPLC
operatedingradient-eluentcondition,theprodrugsweresuccessfullypurified,
especiallypurityofPP7-5000awasover99%.
Thesolubilitywasdefinedbytheamountoftheprodrugcompoundatwhich

thefluidity occurred and thehazewas0.5orlessthan.Allprodrugshad
water-solubilityof400mg/mLormoreandexhibitedimprovedwater-solubility
significantly,comparedto0.01mg/mLorlessofpaclitaxel.
WhilethePEG-paclitaxelconjugatedwithsimpleesterbondwashydrolyzedin

ratplasmawithat1/2ofabout7hr,theratesofhydrolysisfortheprodrugs
containingvariousself-immolatingspacergroupshowedconsiderablevariationwith
t1/2beingfrom 0.94minto42.7mininratplasma.Itappearedthatbyintroducing
theself-immolatingspacergroupswithinconjugates,decreasedsterichindranceof
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paclitaxelinenzymaticbreakdownprocesscouldleadtorapidrateofenzymatic
hydrolysis.Incaseofnon-enzymatichydrolysis,PP7-5000ashowedrelativelyslow
hydrolysisrateinPBSanddistilledwaterwitht1/2ofabout26hrand200hr.
Theseslow ratesofnon-enzymatichydrolysiscanguaranteethestabilityofthe
prodrugagainsttheproblem ofpaclitaxelprecipitationcausedbyhydrolysis.
ToevaluatetheantimetastaicpotentialofpaclitaxelandPP7-5000a,the

effectofthedrugsonthedevelopmentofmelanomalungcoloniesinC57B/6
mice following i.v.administration ofmetastatic murine B16/F10 melanoma
cellswasestimated.Paclitaxelandtheprodrugwereadministeredintravenously,
oncedailyfor10days.Comparedtovehicle,% reductionsofmelanomalung
colonieswere46.9inthedoseof5mg/kgpaclitaxel,24.5inthedoseof5mg/kg
prodrug(0.71mgpaclitaxelequivalent/kg),and40.0inthedoseof10mg/mL
prodrug(1.42mgpaclitaxelequivalent/kg).Itmightbeconsideredthattheefficacy
oftheprodrug,inequivalentdoseofpaclitaxel,ishigherthanthatofpaclitaxel.
Theenhancedefficacyofpaclitaxelbytheprodrugmighthaveresultedfrom the
longercirculatinglifetimeofpaclitaxelandthespecificaffinityoftheprodrugfor
tumorcells.

KKKeeeyyywwwooorrrdddsss:paclitaxel,PEGylation,self-immolatingspacer,enzymetichydrolysis,
sterichindrance,antimetastaticpotential,circulatinglifetime.
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제제제 111장장장 서서서 론론론

최근 급격한 현대사회로의 발전에 의한 환경오염과 생활습관의 변화 등 여러
가지 요인들로 인하여 암의 종류 및 발생빈도가 날로 증가하는 추세이다.우리나라의
경우 암으로 인한 사망자수가 2002년을 기준으로 전체사망자수의 25.5%에 해당하여
암으로 인한 사망이 사망원인의 1위를 차지하고 있으며 다른 주요 사망원인인 뇌혈
관 질환,심장질환에 의한 사망은 지난 10여 년 동안 감소하는 반면에 암으로 인한 사
망은 지속적으로 증가하고 있다.우리나라뿐만 아니라,세계보건기구(WorldHealth
Organization)의 산하기구인 국제암연구소(InternationalAgency ofResearch on
Cancer)소속 기술역학부의 자료에 따르면,전 세계적으로 매년 620만 명이 암으로 사
망하고 1,010만 명이 새롭게 암에 걸린다고 보고하고 있다.이러한 암이 인류에 주는
심각성으로 인하여 치료방법에 대한 연구가 활발히 진행되어 왔다.

암을 치료하는 방법은 크게 외과적 수술,방사선요법,화학요법으로 분류할 수
있으며 그 외에 면역요법,호르몬요법,생물학적 치료 등이 있다.암세포의 발생이 국
부적인 경우 국소요법인 수술과 방사선요법이 사용되며,고형암이지만 초기에 발견되
지 못하여 암이 전신에 퍼져있거나 백혈병,다발성 골수종 등과 같은 혈액암과 악성
림프종과 같이 발병초기부터 전신암인 경우 화학요법을 사용해야만 한다.또한 국소요
법에 의한 암의 제거 후에도 눈에 띄지 않는 암세포의 제거 및 재발방지를 위해 화학
요법이 병행될 뿐만 아니라 수술 전 암의 크기를 줄여 수술을 용이하게 하는 선행요
법으로도 사용되기 때문에 암의 치료방법들 중에서 화학요법이 갖는 비중은 매우 큼
을 알 수 있다.

항암화학요법의 치료제로는 1942년 nitromustard인 mechlorethamine이 처음
사용된 이래 최근 화학요법제 중에서 가장 주목받고 있는 치료제인 파클리탁셀
(Paclitaxel,Taxol)에 이르기까지 다양한 계열의 많은 화합물들이 암치료를 위한 약
물로서 사용되어 왔다.
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111...111파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀(((PPPaaacccllliiitttaaaxxxeeelll,,,TTTaaaxxxooolll)))

111...111...111파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀의의의 화화화학학학구구구조조조와와와 항항항암암암작작작용용용 기기기전전전

주목나무과 식물에서 추출로 얻어지는 taxoid(taxenediterpenoid)천연화합
물들은 그림 1과 같이 tricyclopentadecane고리체계를 갖거나 그와 유사한 골격을
갖으며 표 1에서처럼 여러 종류의 곁사슬을 갖는다.또한 그림 2와 같이 중심부위의
골격에는 변화 없이 C-4,C-5,C-20에 여러 종류의 관능기를 갖을 수 있다.1~5)이러
한 taxoid화합물들은 세포독성뿐만 아니라 심장독성을 갖는 등 여러 가지 생물학적
작용을 하는 것으로 알려져 있다.6~12)

Figure1.Skeletaltypesofnaturaltoxoids.

O

H OAc
H

OAcAcO

O

O

Ph

Taxinine, a taxane

OH

OAc

H
HO

HO

OBz
OAc

1

11

15

OH

AcO OAc

OAcH

O 3

11

Ph

O

O

HO

H

AcO

OHO

2

20

3

OH

NMe2

Brevifoliol, a 11(15->1)abeotaxane

Taxinine K, a 3,11-cyclotaxane Taxine A, a 2(3->20)abeotaxane



- 3 -

Table1.Commonsidechainoftaxoids.
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Figure2.C-4/C-5/C-20Functionalizationtypesoftaxoids.

최근 난소암,유방암,폐암 등의 치료효과가 매우 탁월하여 암치료의 화학요법
제로 주목받고 있는 파클리탁셀 역시 diterpene계 천연화합물로 태평양 주목나무 껍질
로부터 추출되는 taxoid화합물들 중 하나이다.1971년 서부 주목나무로부터 처음으
로 추출되었으며 화학명은 5β,20-epoxy-1,2α,4,7α,10β,13α-hexahydrotax
-11-en-9-one-4,10-diacetate-2-benzoate-13-esterwith(2R,3S)-N-benzoyl-
3-phenylisoserine으로 그림 3과 같이 매우 복잡한 구조를 갖는 흰색 분말형태의 화합
물이다.13~16)

Figure3.Chemicalstructureofpaclitaxel.
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항암제의 종류를 생화학적 작용기전으로 분류하면 알킬화제,대사 길항제,인
터칼레이터,핵산 절단제,유사분열 저해제,호르몬 및 항 호르몬제,생리활성 조절제
등으로 나눌 수 있으며,파클리탁셀은 유사분열 저해제의 범주에 포함된다.17~19)유사
분열 저해제의 경우 그림 4와 같은 진핵세포의 세포분열 주기 중 유사분열기(M
phase)에서 세포증식을 막는 역할을 한다.하지만 지금까지 알려진 유사분열 저해제와
는 달리 파클리탁셀은 튜불린(tubulin)단백질로 구성된 세포내 미세관(microtubule)과
특이한 상호작용을 함으로써 세포증식을 억제하는 화합물이다.20)

Figure4.TheMELC(murineerythroleukemiccells)cycle.

모든 진핵세포의 유사분열을 통한 세포분열에서 염색체를 분리시키는 방추
(spindle)는 미세관들에 의해서 이루어지며,미세관은 α-튜불린(α-tubulin)과 β-튜불
린(β-tubulin)의 결합에 의해 생성된 헤테로화합물의 중합에 의해서 형성되는데 그 형
성과정은 그림 5와 같다.이 과정에서 튜불린의 농도가 임계농도보다 더 낮아지게 되
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면 더 이상 미세관을 형성하지 않게 된다.미세관의 형성과 밀접한 관련이 있는 임계
농도는 온도,pH 및 미세관과 관련된 단백질 등의 영향을 받으며 또한 파클리탁셀이
나 기타 다른 유사분열 저해제들의 영향을 받는다.21~24)

Figure5.Assemblyoftubulinemonomersintoamicrotubulestructure.

그림 6과 같이 미세관의 양쪽 끝은 조합되는 한쪽 끝부분(+)과 분해되는 다른
한쪽 끝부분(-)으로 되어 있으며,평형에서는 튜불린이 미세관을 형성하기 위해 첨가
되는 속도와 미세관이 분해되어 다시 튜불린으로 되는 속도가 일정하여 미세관의 길이
의 변화는 없지만 vinblastine또는 파클리탁셀과 같은 유사분열 저해제들이 존재하게
되면 이와 같은 동력학적 거동이 제약을 받게 된다.25,26)파클리탁셀을 제외한 유사분
열 저해제의 경우는 튜불린과 직접 상호작용하여 미세관의 형성을 저해하는 반면,파



- 7 -

클리탁셀은 튜불린에 의해 형성된 미세관과 상호작용하여 미세관의 안정성을 좋게 함
으로써 미세관으로부터 튜불린으로의 분해를 저해한다.27~32)이러한 미세관과 튜불린사
이의 동력학적 거동의 변화는 유사분열기의 세포분열을 저해하여 결국 세포독성이 나
타나게 된다.

Figure6.Thedynamicbehaviorofmicrotubulesatequilibrium.

111...111...222파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀의의의 문문문제제제점점점

항암제로서의 우수한 약효에도 불구하고 파클리탁셀은 분자구조상 물에 대한
용해도가 매우 낮기 때문에 제제화에 많은 어려움이 있어 현재 정맥혈관 주사용으로
사용되는 제제의 경우 5mL 용량의 유리병에 파클리탁셀 30mg,CremophorEL
2.64g과 49.7% 에탄올(1:1v/v)로 구성되어 있다.33~35)이러한 조합의 정맥주사를 통
한 처방은 CremophorEL에 의한 과민증과 유기용매인 알코올류에 따른 주사부위의
용혈현상,근증,근육통증 등의 여러 가지 부작용들이 유발되는 문제점을 가지고 있어
물에서의 용해도를 높이기 위한 파클리탁셀의 근본적 구조변화가 요구됨에 따라 파클
리탁셀 유사화합물들의 합성 등 여러 가지 접근이 시도되어 졌다.36~40)

파클리탁셀의 구조변화에 따른 파클리탁셀 유사화합물 개발에 있어서 파클리
탁셀 자체의 구조-활성 관계는 매우 중요한 부분이다.파클리탁셀은 그림 7를 보면 알
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수 있듯이 다양한 작용기를 가지고 있어 구조적 변환 가능성은 많지만 이미 입증된 구
조-활성 관계를 고려하여 약효에 반드시 필요한 oxetanering,2-benzoate와 4-acetate
group,sidechain2R,3S,2'-hydroxylgroup,3'-phenylgroup등의 구조변화는 어렵
기 때문에 항암활성의 큰 감소 없이 구조를 변화시켜 용해도를 증가시키기 위해서는
일부 구조만이 변화가 가능하다.41)

 

possiblemodificationwithoutactivityreduction
 

strongreductioninbioactivity

Figure7.Structure-activityrelationshipsofpaclitaxel.

체내에서 효소에 의해 가수분해 되어 원래의 약물인 파클리탁셀로 전환되는
수용성 파클리탁셀 유사화합물을 개발하기 위한 노력의 일환으로 1993년에 Bristol-
MyersSquibb사에서는 그림 8과 같이 파클리탁셀의 2'-탄소와 7-탄소 위치에 여러
가지 치환체가 결합된 carbonate화합물을 합성하였을 뿐만 아니라 phosphatase와 같
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은 효소에 의한 분해와 자발적인 분해가 연속적으로 일어날 수 있는 여러 가지 인산염
파클리탁셀 프로드럭을 합성하였다.그러나 이러한 화합물들은 주사용수에서의 불안정
성과 10mg/ml의 한정된 수용성으로 인하여 제제화에 문제점을 보였다.42,43)

(a)

wherein R3 is -OC(C=O)R, -OP=O=O(OH)2 ; Q is -(CH2)q- ; q is 2 to 6

(b)

Figure8.C-2'carbonatederivatives(a)andphosphatepaclitaxelprodrugs(b)
synthesizedbyBristol-MyersSquibbcompany.
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111...222프프프로로로드드드럭럭럭을을을 통통통한한한 항항항암암암약약약물물물의의의 전전전달달달

항암제의 개발을 위해 많은 과학자들이 세포생물학적 및 분자생물학적인 접근
방법을 통해 연구해왔지만 암의 치료방법에서 가장 큰 문제점은 대부분의 경우 정상세
포와 악성세포인 종양세포들과의 구분이 모호하여 정량적으로 효과적인 치료가 어렵다
는 것이다.특히 정상세포와 종양세포가 공유하고 있는 특성들은 종양만을 치료하는
화학요법제의 개발에 걸림돌이 되고 있다.

111...222...111종종종양양양을을을 표표표적적적으으으로로로 하하하는는는 항항항암암암제제제

정상세포와 종양세포간의 유사성으로 인하여 종양만을 선택적으로 공격하기
위해서는 우선적으로 고려되는 사항은 종양부위의 국부화이다.이러한 관점에서 시도
될 수 있는 방법 중 하나는 종양과 관련된 특정 항원을 인식하면서 방사선 동위원소를
운반하는 항체와 대사 표지자를 활용하는 MRI(magneticresonanceimaging)기술
이다.일단 종양의 위치를 감지하게 되면 종양에 직접 항암제를 주사하거나 약을 포함
하는 수화겔을 배치 또는 종양의 중심부로 인도되는 혈액에 주입하는 방법을 통해 종
양을 치료할 수 있다.하지만 이러한 접근방법은 전이되거나 미세전이된 암에서 효과
적인 치료를 기대하기는 어렵다.

종양에 직접 주입이 어렵거나 전이암처럼 치료제의 물리적 전달이 국부화되지
않는 경우라면 이상적으로 종양만을 공격목표로 하기 위해서는 전이된 임파절과 종양
덩어리의 선택적 인식이 높은 항암제의 체계적인 투여방법을 사용해야 한다.특히 정
상세포와 조직과는 공동인식이 거의 없거나 전혀 없고 많은 양의 항암제가 효과적으로
종양세포에 잡히거나 특정장기를 목표로 해야 한다.비활성이거나 약한 활성의 약으로
써 혈액안에서 순환되면서 모약을 방출하는 프로드럭의 경우 종양에 대한 활성과 활성
잠재력이 필수적으로 요구되어진다.이러한 종양을 표적으로 하는 치료방법은 크게 능
동적인 방법과 피동적인 방법으로 구분된다.
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111...222...222능능능동동동적적적 종종종양양양 표표표적적적항항항암암암제제제

종양표지자에 대한 선택적 친화력을 갖는 시약을 사용하여 능동적으로 종양을
공격하는 항암제의 공격목표 부위는 세포레벨에서 악성 종양세포와 관련된 세포막 구
성단백질,수용체(receptor),당단백질 또는 지질단백질로서 정상세포에서는 보이지 않
고 종양의 괴사영역에서만 나타나거나 종양을 통과하는 혈관과 같은 보조조직과 관련
되어 있다.일반적으로 능동적 종양 표적항암제는 종양세포와 선택성이 있는 표적시약
부분과 표적시약에 의해 전달되는 항암제부분으로 구성되어 있다.능동적 종양 표적항
암제의 표적시약부분은 정상세포의 인식 없이 종양세포에만 선택성을 갖고 결합할 수
있는 능력이 요구된다.또한 표적이 아닌 세포와의 대사작용을 하는 시약을 피해 활성
의 손실 없이 적재된 항암제의 유효량이 전달되어야 하며 암과 관련된 부위에서만 축
적되고 신체에서 빠르게 제거될 수 있어야 한다.항암제가 세포독성 화합물과 그 유사
화합물인 점을 고려할 때 위 조건을 충족시키기 위해서 비활성이면서 목표부위에만 특
정적으로 작용할 수 있도록 변형시킨 프로드럭의 개념이 도입되었다.44)

능동적 종양 표적항암제의 표적 시약으로는 항체,호르몬 수용체 리간드와 비
타민,바이러스,양분전달제 등이 사용된다.특히 항체는 특정 항원과 가장 선택적인
상호작용을 하기 때문에 종양과 관련된 항원을 인식하는 항체의 경우 암에 대한 좋은
표적시약으로 고려되어져 IgG 또는 F(ab')2,Fab,Fab'분절 등과 같이 손상되지 않
은 항체가 표적시약으로 사용되어 왔다.모노클론(monoclone)항체를 사용하였을 경우
백혈병이나 림프종과 같은 혈액암에는 상당한 효과를 보여주는 것으로 보고되었지만
고형암에서는 항체의 0.001~0.01% 만이 고형암에 도달할 뿐 많은 양이 종양주변 근육
공간에 잡혀 좋은 결과를 보여주지는 못하였다.45~50)이와 같은 고형암에 대한 낮은 약
효는 종양과 관련된 밀집한 섬유기질과 내피층에 의해 형성되는 방벽에 의한 약물의
차단에 기인하며 또한 종양세포의 단단한 쌓임과 림프액 배수의 부재에 따른 높은 간
극압력으로 발생하는 종양중심부로의 물집유입의 차단 및 불특정 결합과 포획에 기인
한다고 제안되었다.51,52)이외에도 종양과 관련된 많은 항원들이 확인되고 항체들의 특
성이 밝혀짐에 따라 리보솜 금지단백질과 같은 종양혈관 선택성 항체를 이용하여 종양
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혈관의 형성을 막음으로써 항암효과를 보이는 항암제 등 다양한 항체-항암제 컨쥬게
이트(conjugate)들에 대한 연구들이 진행되고 있다.53~59)

111...222...333피피피동동동적적적 종종종양양양 표표표적적적항항항암암암제제제

피동적 종양 표적항암제라는 새로운 접근방법은 종양의 미세혈관구조에 따른
종양혈관의 과잉투과와 종양조직의 림프액 방출시스템의 비성숙으로 인하여 가능하게
되었다.60~66)종양의 미세혈관은 종양이 발생한 장기와 조직이 종양발생 이전에 가지고
있는 혈관과 혈관생성 요인의 방출에 의해 새롭게 생성된 혈관으로 구성된다.종양덩
어리 내에서 약뿐만 아니라 영양분의 분포는 혈류와 혈관의 직경,길이,수 등 기하학
적인 형태에 의존하게 되는데,Jain등 여러 학자들에 의해 종양의 혈관구조는 종양의
발생된 위치 및 종양의 유형과 성장속도에 따라 변하며 종양혈관 내에서의 점성저항
때문에 적혈구의 흐름속도가 정상조직보다 종양에서 더 느리다고 제안되었다.67~71)종
양이 성장함에 따라 반괴사영역과 안정한 혈관화 영역이 형성되고 추가로 세포층이 첨
가되면서 대사경사가 발생하며 이때 형성된 종양혈관의 공간 기하형태와 거시적�미시
적 형태가 정상혈관과는 다르며 이러한 특성들로 인하여 종양으로의 약의 분배는 불균
일하게 된다고 보고되었다.72~74)

종양의 혈관전도도와 투과성은 정상세포보다 높아 다공성이며 양전하를 갖는
분자일수록 투과성이 더 크다.구멍의 크기와 투과성은 종양의 유형뿐만 아니라 부분
적으로 혈액 속 면역단백질의 환경에 따라 변하게 된다.또한 종양의 높은 간극흐름압
력은 확산과 대류에 의해 지배되는 분자운동,즉 분자의 출입과 머무름에 중요한 역할
을 담당한다.큰 종양일수록 혈관 교환변화가 감소하며 종양 중심에서의 대류전달은
종양의 외부보다 더 적게 된다.종양과 연관된 위와 같은 해부학적 특성 및 압력경사
는 더 큰 분자일수록 정상세포보다는 종양에 더 오래 머물러 축적될 수 있음을 의미한
다.75~81)

피동적으로 종양에 축적되어 종양을 치료하는 피동적 종양 표적항암제는 여러
특성들이 요구된다.우선,종양에 축적될 수 있도록 충분한 순환수명을 가져야 하고 정



- 13 -

상조직으로의 축적은 거의 없으면서 원하는 약의 국부농도를 달성하기 위해서는 목표
로 하는 세포들에 의해서 받아들여 질 수 있는 능력이 필요하다.또한 순환과정 도중
약의 활성 및 잠재활성의 감소를 막기 위해 목표가 아닌 세포와 대사작용을 하는 물질
을 피함으로써 항암활성이 원하는 부위로 전달될 수 있어야 한다.이러한 피동적 종양
표적항암제에서 요구되는 조건을 충족시키기 위해서 고분자와 저분자항암제 컨쥬게이
트의 사용이 제안되었다.82,83)

고분자와의 화학적 결합에 의해 만들어진 고분자-항암제 컨쥬게이트와 같은
프로드럭이 저분자 항암제의 약효를 개선시킬 수 있다는 전망으로부터 dextran,inulin,
polysaccharideB와 다양한 블록 공중합체들이 개발되었다.84~91)고분자를 이용한 컨쥬
게이트들 중 Maeda와 그 동료들에 의해 합성된 polystyrene-co-maleicacidhalf-n-
butylate(SMA)와 세포독성 화합물인 neocarzinostatin(NCS)의 컨쥬게이트(SMANCS)
의 경우(그림 9)면역억제 또는 골수독성이 거의 없으면서 간동맥 처방에 의한 초기
간암의 치료효과가 있음이 많은 사례에서 발견되었다.Maeda는 SMANCS의 고분자부
분이 종양축적과 머무름을 촉진시키며,이러한 고분자의 향상된 투과와 머무름 효과는
종양혈관구조와 혈류에 영향을 받는다고 보고하였다.또한 프로드럭이 종양축적을 선
호하는 경향을 보이기 위해서는 컨쥬게이트에 사용되는 고분자의 분자량이 5만 이상이
어야 한다고 제안하였다.92~94)

SMANCS이외에도 carboxymethyldextran,alginicacid,polyglutamate또는
carboxymethyl cellulose 등의 고분자를 이용한 daunorubicin의 컨쥬게이트와
doxorubicin의 N-(2-hydroxypropyl)methylacrylamide(HPMA)컨쥬게이트 등 여러 가
지 고분자-항암제 컨쥬게이트들에 대한 연구 및 임상실험들이 진행되어 왔다.95~97)
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Figure9.IllustrationofthechemicalstructureofSMANCS.
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111...333PPPooolllyyy(((eeettthhhyyyllleeennneeeggglllyyycccooolll)))(((PPPEEEGGG)))

111...333...111PPPooolllyyy(((eeettthhhyyyllleeennneeeggglllyyycccooolll)))(((PPPEEEGGG)))의의의 기기기본본본물물물성성성

PEG는 일반적으로 ethylene oxide 수용액의 음이온중합에 의해 제조되는
polyetherdiol로 그림 10과 같은 구조를 갖는 ether계 고분자화합물이다.anhydrous
methanol또는 methoxyethoxyethanol등을 이용한 중합의 개시는 methoxy-PEG
(mPEG)과 같은 한쪽 말단의 수산화기가 mono-alkyl로 치환된 PEG를 합성 가능케
하며,중합반응의 조절을 통하여 낮은 분자량분포(Mw/Mn<1.05)를 갖는 다양한 분
자량의 중합체를 얻을 수 있다.PEG는 양친성 화합물로써 극성과 비극성의 중간적인
성질을 띠여 물에 용해될 뿐만 아니라 대부분의 유기용매에 용해되며 그 구조적 단순
성에도 불구하고 여러 가지 특이한 물성을 갖기 때문에 최근 생화학의 많은 응용분야
에서 널리 사용되고 있다.98)

Figure10.ChemicalstructureofPEG.

수용액환경일 때 PEG는 동일한 분자량을 갖는 다른 물질에 비하여 상당히 큰
배제부피를 갖는 유동성 분자임을 고분자사슬의 이완시간 측정과 겔 투과 크로마토그
래피를 이용한 실험에서 확인할 수 있다.이러한 성질로 인하여 단백질의 반발을 유발
하기 때문에 가장 낮은 단백질 또는 세포흡수를 보인다.그 결과 면역시스템에 의해
인식되는 단백질과의 결합과 박테리아의 표면성장을 막음으로써 비면역성과 비항원성
을 보인다.99,100)또한 분자량이 400이하인 경우 약간의 독성을 보일 수 있지만 신장이
나 간장의 경로를 통하여 쉽게 제거될 수 있으며,분자량이 클 경우 거의 독성을 보이
지 않기 때문에 다양한 약물과 배합하여 인간의 정맥에 주입하거나 경구 및 피부로의
사용이 FDA에 의해 인증되었을 뿐만 아니라,PEG 자체가 HT-29직장암세포의 자살

HO CH2 CH2 O H( )
n
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을 유도하는 것으로 Roy에 의하여 보고되었다.101)특히 PEG 말단에 존재하는 수산화
작용기는 다른 약물과의 화학반응을 통한 결합형성이 용이하기 때문에 물에 용해되지
않는 약물에 수용성인 PEG를 도입시켜 수용액화 할 수 있다는 큰 장점을 가지고 있
다.

111...333...222약약약물물물 전전전달달달제제제로로로서서서의의의 PPPEEEGGG

PEG을 이용하여 약물을 전달시키기 위한 컨쥬게이션 방법으로는 약물에 PEG
을 비가역적이거나 가역적인 공유결합을 통해 도입시키는 방법과 이온적 또는 친유성
상호작용을 통해 회합체를 형성시키는 방법이 있다.이와 같은 방법들의 적절한 활용
으로 약물의 생리활성 및 순환수명 또는 약물방출의 속도를 고려한 여러 형태의
PEG-약물 컨쥬게이트가 가능하다.

Figure11.Computersimulationofa"conformational"cloudformationbya
surface-attachedPEG.
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약물의 안정성을 높이는 역할을 수행하고 순환수명을 연장시키는 PEG의 기전
은 완전히 밝혀지지 않았지만 인식과 수용에 있어서 PEG의 입체장애효과에 의해 분
자레벨에서는 퇴화효소 또는 수용체와의 상호작용이 감소하며 세포레벨에서는 세망내
피계와 옵소닌화에 의한 포획이 차단되기 때문이다.이러한 PEG의 효과에 기여하는
중요한 요인은 PEG사슬의 유연성이라고 Torchilin에 의해 제안되었다.102,103)그림 11과 같
이 PEG사슬은 구조적 구름을 형성하여 접촉부위를 보호하게 되며 PEG분자의 수와
위치는 접촉부위를 보호하는 정도와 순환시간의 연장정도에 영향을 준다.104)비록 비가
역적 공유결합에 의한 컨쥬게이트 역시 활성유지가 가능함에도 불구하고 입체장애에
따른 약물의 활성금지 현상을 방지하여 프로드럭의 효율을 증진시키기 위해서는 비가
역적인 공유결합에 의한 컨쥬게이트에 비해 가역적인 컨쥬게이트가 더 이상적임을 알
수 있다.

111...333...333단단단백백백질질질의의의 비비비가가가역역역적적적 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn

치료제로서 단백질의 잠재적 가치는 우수함에도 불구하고 많은 인간의 치료단
백질은 짧은 순환반감기와 낮은 안정성으로 인하여 사용에 어려움을 겪고 있으며 치료
효과를 얻기 위해서는 많은 양의 사용이 요구되어 면역반응을 발생시킬 확률이 크다는
단점을 가지고 있다.105)단백질이 갖는 단점을 보완하기 위해서 mPEG과 공유결합시키
는 방법(PEGylation)이 Abuchowki,Davis와 공동연구자들에 의해 1977년에 최초로 보
고되었다.106)PEGylation에 의한 PEG컨쥬게이트는 순환반감기의 주목할 만한 증가를
보였으며 생리활성을 유지하면서 면역반응성과 항체반응의 감소를 보였다.이러한 장
점들로 인하여 단백질의 약물전달분야에서 PEGylation의 활용이 활기를 띄게 되었으
며,면역결핍과 관련된 질병치료에 사용이 승인된 Enzon사의 PEGylated bovine
adenosinedeaminase(ADAGEN )의 성공적인 상업화를 필두로 급성 임파구성 백혈병
치료를 위한 생리활성 단백질인 L-asparaginase의 PEG컨쥬게이트(ONCASPAR),C
형 간염치료를 위한 PEGmodifiedα-interferon(PEG-INTRON )등 단백질의 전달
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을 위한 PEG의 사용이 광범위하게 진행되고 있다.107~110)

111...333...444항항항암암암제제제의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn

대부분의 저분자 항암제는 물에 거의 녹지 않기 때문에 약물전달에 있어 많은
어려움을 발생시키고 정상세포로의 작용에 의한 여러 부작용을 유발한다.PEG는 이러
한 항암제들의 수용성화에 대한 수단으로써 뿐만 아니라 SMANCS와 HPMA-Dox
공중합체의 연구에서 밝혀졌듯이 통상적인 고형암이 갖는 거대분자 약물에 대한 증가
된 투과와 머무름(EPR)효과로 인한 약전달 수단으로써의 활용이 가능한 이상적인 화
합물이다.

Ikada와 그 동료들에 의하여 종양의 증가된 투과와 머무름 효과에 따른 PEG
의 종양축적 및 순환수명은 PEG의 분자량에 의존함이 보고되었다.111)이 실험에서 종
양의 유무에는 상관없이 PEG의 분자량이 증가함에 따라 혈액에서 검출되는 PEG의
양은 증가하였고 그림 12에서와 같이 실험에 사용된 모든 분자량의 PEG가 정상세포
보다는 종양세포에 상당히 많은 양이 더 축적되며,특히 분자량이 20만인 경우 가장
많이 축적됨을 보였다.그림 13은 이러한 결과를 종합하여 약물전달 시스템에서 PEG
분자량과 종양축적 및 순환수명과의 상관관계를 나타낸 것으로 PEG의 분자량이 증가
할수록 신장에 의해 제거되는 PEG량의 감소에 의한 순환수명의 증가와 증가된 투과
와 머무름 효과에 의한 축적량의 증가를 보인다.
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Figure12.EffectofPEG molecularweightonPEG accumulationatthetumor
tissue and the normalmuscle after intravenous injction into mice
with tumormass attheir footpad(3 hrafterinjection):(○)tumor
tissue,(●)normalmuscle.
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Figure13.SchematicrepresentationofmodelsforPEG accumulationoflow,
middle,andhighermolecularweightsattumorandnormaltissues
afterintravenousinjection.
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약물전달 분야에서 고분자-단백질의 영구결합에 의한 PEGylation이 성공적인
반면 저분자의 항암제에 대한 PEGylation의 경우 임상적으로 우수한 화합물이 되지
는 못했다.예로 안정한 amide결합에 의한 doxorubicin의 PEG 컨쥬게이트는 단지
in-vitro결과만 보고되었고 영구적인 PEGylation에 의한 PEG-파클리탁셀 컨쥬게이트
는 in-vitro에서 모약보다 약효가 103배 낮음이 보고되었다.112,113)이러한 약효감소 현
상은 거대한 PEG 치환체가 목표로 하는 세포로의 활성을 막거나 좋은 약효를 얻을
수 있는 농도까지 세포에 도달하지 못하기 때문에 발생되는 것으로 항암제의 전달을
위한 PEG-항암제 컨쥬게이트의 약효를 증대시키기 위해서는 영구적인 PEGylation이
아닌 보다 더 효과적인 접근방법이 요구된다.

신약개발 분야에 포함되는 프로드럭의 설계는 약전달의 최적화와 연관된다.
프로드럭은 모약의 유도체로써 생리적으로는 비활성이지만 신체내에서 효소에 의한 변
형으로 활성을 갖는 약을 방출하기 때문에 모약보다 향상된 전달성질을 갖는다.특히
PEG 컨쥬게이트의 경우 프로드럭의 용해도는 항상 모약보다 월등히 우수하여 모약의
물에 녹지 않는 성질을 극복하기 때문에 보다 효과적인 약전달이 가능하다.약의 방출
속도는 PEG-약물의 결합에 의존하기 때문에 컨쥬게이트를 형성하는 결합의 안정성과
조절된 분해는 프로드럭의 효능을 결정한다.114~116)

일반적으로 프로드럭에 가장 많이 사용되는 결합은 esters,carbonates와
hydrazones와 같은 가수분해 가능한 결합 또는 효소에 의해 분해 가능한 결합이다.
또한 특정 amide결합은 peptidase또는 cathepsins에 의해 리소좀부분에서 뿐만 아
니라 혈청 내에서 분해될 수 있다.사용된 특정 결합의 분해로 고분자부분과 모약부분
으로 나누어지면서 효과적이고 지속적인 방법으로 모약의 방출이 가능하게 되는데,프
로드럭의 이러한 형태는 두 부분으로 구성된 프로드럭 또는 두 부분으로 분해되는 프
로드럭이라고 한다.두 부분으로 분해되는 프로드럭 중 문헌에서 가장 빈번하게 모습
을 나타내는 결합은 ester결합으로 모약의 수산화작용기에 쉽게 유기산작용기로 결합
시킬 수 있기 때문이다.그 예로 1994년에 합성된 파클리탁셀의 2’-PEG5000esters를
들 수 있으며 pH 7.4의 PBS완충용액에서 5.5시간의 반감기 값과 rat혈청에서 1시
간의 반감기 값을 보임으로써 프로드럭의 기능으로써의 분해가 예상된 형태로 일어남
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을 알 수 있었다.117)

두 부분으로 분해되는 프로드럭에 대한 연구는 Enzon사의 연구진에 의해서
캄토세신(camptothecin),파클리탁셀과 포도필로톡신(podophyllotoxin,Podo)과 같은
항암제의 전달을 위해 광범위하게 진행되었다.캄토세신은 camptothecaacuminata라
는 나무에서 추출되는 alkaloid화합물로써 그림 14와 같은 lactone고리와 3차 알코
올의 특징적 구조를 가지고 있으며 세포복제와 성장을 위해 필요한 DNA 복구효소인
topoisomerase의 금지작용 화합물로 파클리탁셀과 유사하게 물에 대한 용해도가 매우
낮다는 단점이 있다.118,119)물에 대한 용해도 문제를 해결하기 위해서 사용된 최초의
방법은 아미노그룹을 이용하여 염의 형태를 갖는 프로드럭을 합성하는 것이었으나 분
자량 40,000의 PEGcarboxylicacid의 PEGylation을 이용한 non-ionicα-alkoxyester
의 형태로 수용화 시킬 수 있음이 1990년에 보고되었다.120,121)20-캄토세신 PEG40,000
ester(PEG-α-CPT)프로드럭은 물에 대해 0.0025mg/mL인 캄토세신의 용해도를 200
mg/mL로 향상시킴은 물론 in-vivo에서 가수분해에 의해 점진적으로 캄토세신을 방출
하였다.또한 활성에 필수적인 lactone고리가 생리학적 조건에서 PEG에 의해 안정화
됨을 보였다.122)

Figure14.Chemicalstructureof20(s)-camptothecin.
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파클리탁셀과 캄토세신의 단순한 α-alkoxyesters의 약효가 증명되면서 프로
드럭의 혈장내 반감기를 변화시키고 치료효과를 증진시키기 위한 노력으로 PEG부분
과 약물의 작용기 사이에 다양한 간격자(spacer)그룹을 도입시키는 방법이 고려되었고
캄토세신,파클리탁셀과 Podo의 프로드럭에 응용된 실험들이 보고되었다.123,124)표 2에
서 볼 수 있듯이 PBS완충용액(pH7.4)에서 다양한 PEG-간격자-캄토세신 프로드럭들
의 가수분해 속도변화에 따른 반감기가 낮게는 0.2시간에서 높게는 102시간까지 변
화하였다.이러한 가수분해속도의 변화는 NH 또는 NH(C=O)작용기의 분자내 이웃도
움에 기인하는 것이며 컨쥬게이트내 아미노산의 간격자그룹의 종류에 따라 α-치환에
의한 입체장애는 효소적 분해와 비효소적 분해에 있어서 속도차이를 분명하게 하였
다.125)In-vitro에서의 속도론적 변화는 in-vivo에서 약물의 약효와 안정성에 영향을 줄
수 있으며 단순히 속도론적 변화에 따른 영향뿐만 아니라 간격자종의 특성은 프로드럭
의 효용성에 밀접한 관계가 있다.126)특정 아미노산 간격자의 도입은 pH 또는 esterase
에 의해 아미노산과 캄토세신 사이에 위치하는 ester결합의 가수분해가 쉬운 반면 또
다른 아미노산의 도입은 종양에서 exo-peptidase 또는 단백질 가수분해 효소
(proteinase)들에 의해서 PEG와 아미노산 사이에 위치한 amide결합의 분해가 초기에
촉진될 수 있다.후자의 경우 lactone의 안정화에 의한 증가된 생리활성을 갖는 아미노
산-캄토세신 컨쥬게이트를 생성하게 된 후 ester결합이 분해되어 캄토세신을 방출하게
된다. 그 대표적인 예가 PEG와 캄토세신을 alanine으로 결합시킨 프로드럭
(PROTHECAN )이며 임상실험 결과 부위종양과 만성적인 질환에서 항암효과를 보이
는 것으로 보고되었다.127)

PEG-파클리탁셀 프로드럭에서도 간격자의 도입이 시도되었다.125)캄토세신과
동일하게 glycine을 이용한 PEG-glycine-파클리탁셀이 Greenwald와 그 동료들에 의해
서 합성되었으며 세포독성평가와 IC50분석 및 종양축적 연구결과가 보고 되었다.128)표
3은 세포독성과 가수분해 속도를 나타낸 것으로 표본과 비교했을 때 컨쥬게이트의 경
우 21.8일의 수명증가를 보였고 순수 파클리탁셀 보다 19일의 수명증가를 보였으며
전체투여량 100mg/kg에서 수명이 82%까지 증가하는 독성완화 효과를 보였다.또한
전체 모델에서 종양성장억제 효과가 10% 증가함을 보였다.Glycine을 alanine간격자
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Table2.In-vitroandin-vivoresultsofPEG-camptothecinderivatives.

a)Camptothecinorprodrugderivativesweregiveninequivalentdoseofcamptothecin(total
doseof16mg/kg)daily[intraperitoneal 5],24hfollowinganinjectionofP388/0cellsinto
theabdominalcavitywithsurvivalmonitoredfor40days.b)Kaplan-Meierestimateswith
survivors censored. c)Increased life span(%ILS) is (T/C-1)100. *Significant(P<0.001)
comparedtocontrol(untreated).†Significant(P<0.001)comparedtocamptothecin.

X-PEG IC50(nM)
P388/O

t1/2(h) P388in-vivoa)
PBS
pH 7.4

Rat
Plasma

Meantimeto
death(days)b) %ILS

c)Survivors
onday40

Control - - - 13.0 - 0/10
Camptothecin 7 38.0* 192 7/10

O
PEG 15 27 2 38.0* 192 9/10

O
N

PEG
O

H

16 5.5 0.8 17.4† 34 4/10

O
PEGO

N

CH3

21 27 3 31.6*† 143 6/10

O N

O

CH3

PEG 18 28 5 23.4 80 0/10

PEG
N

H

O

12 40 6 35.0* 169 8/10

O

N
PEG

CH3

15 97 10 19.3*† 48 0/10

H

N
PEG

24 12 3 30.6* 135 0/10

N
PEG

CH3

42 102 >24 21.4*† 65 0/10

X

O

O

N O

N

O
PEG
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로 바꿔 사용한 PEG-alanine-파클리탁셀의 경우 물에 대한 용해도는 파클리탁셀 5
mg/mL에 해당하는 125mg/mL로 많은 향상을 보임과 동시에 단순한 ester결합의 프
로드럭와 비교했을 때 낮은 독성과 in-vivo에서 증가된 항암활성을 보였다.123)

Table3.In-vitroandin-vivoresultsPEG-paclitaxelderivatives.

a)Paclitaxelor prodrug derivatives were given,in equivalentdose of paclitaxel,daily
[intraperitoneal(i.p.)5],24hfollowinganinjectionofP388/0cellsintotheabdominalcavity
with survivalmonitored for40days.b)Kaplan-Meierestimateswith survivorscensored.
cIncreasedlifespan(%ILS)is(T/C-1)100.

Compound IC50(nM)
P388/O

t1/2(h) P388in-vivoa)

PBS
pH 7.4

Rat
Plasm
a

Total
dose
(mg/kg)

Meantimeto
death(days)b)
[cures/group]

%ILS
c)

Control - - - - 13.21.2[0/10] -
Paclitaxel 6 - - 75 17.51.7[0/10] 33

100 13.71.3[0/10] 4
O

PEG O

O

2'-PCT
10 5.5 0.4 75 19.01.1[0/10] 44

2'-PCTOO
NPEG

O

OH

14 7.0 0.4 75 21.81.0[0/10] 65
28 5 100 24.08.9[1/10] 82
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111...444본본본 연연연구구구의의의 내내내용용용 및및및 목목목적적적

파클리탁셀은 난소암,유방암,폐암 등에 매우 탁월한 치료효과를 보임에도 불
구하고 물에 대한 용해도가 매우 낮아 제제화로 인한 여러 부작용을 유발시키기 때문
에 우선 제제화에 따른 문제점을 극복하기 위한 한 방법으로 수용성 고분자인 mPEG
을 이용하여 수용성 프로드럭을 합성함으로써 모약인 파클리탁셀의 물에 대한 용해도
를 향상시켜 현재 사용되는 제제를 대체할 수 있는 약물을 개발하고자 하였다.

mPEG을 이용한 수용성 파클리탁셀 프로드럭의 합성에 있어 항암활성을 고려
한 분자설계는 필수적으로 요구되는 사항이다.프로드럭의 약효는 항암활성을 나타내
는 성분인 모약의 방출속도와 상관관계가 있으며 모약의 방출속도는 가수분해속도에
의존하게 된다.그림 15는 mPEG-succinate와 파클리탁셀 컨쥬게이트의 효소에 의한
가수분해 기전으로 단순 ester결합에 의하여 컨쥬게이트가 형성된 경우 파클리탁셀의
구조적인 입체장애로 인하여 친핵성 공격에 의한 가수분해가 어려워 비교적 느린 가수
분해 속도(T1/2≧7h)를 보인다.분자량이 크지 않은 프로드럭에서 이러한 느린 가수분
해 속도는 혈액순환과정 중 항암활성을 갖는 모약이 프로드럭으로부터 방출되기 전에
활성이 낮은 프로드럭 상태로 신장을 통하여 상당량 제거되는 것을 가능하게 함으로써

Figure15.Hydrolysismechanism ofmPEG-paclitaxelconjugate.

U.S. Patent 5,648,506
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프로드럭의 약효를 감소시키는 원인이 된다.이와 같이 느린 가수분해 속도에 기인한
약효감소의 문제점을 해결하기 위하여 그림 16의 구조와 같이 수용성 증가를 위한
mPEG-succinate와 항암활성을 갖는 모약인 파클리탁셀 사이에 여러 종류의 self-
immolating역할을 수행할 수 있는 간격자의 도입을 시도하였다.구조변경에 따른 약
효감소를 고려하여 2'-OH가 아닌 7-OH에 간격자를 도입함으로써 파클리탁셀 유도
체들을 합성하였고 그 유도체들의 PEGylation을 통해 프로드럭을 합성하였다.또한
프로드럭의 합성경로를 달리함으로써 프로드럭들의 수득율과 순도를 향상시키고자 하
였다.

Figure16.Chemicalstructureofmodifiedprodrugs.
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최종적으로 합성된 프로드럭들의 가수분해 속도를 측정하여 self-immolating
간격자 구조와 가수분해 속도와의 상관관계를 조사함과 동시에 B16/F10흑색종 세포
들(melanomacells)을 정맥주사한 C57B/6mice에서 프로드럭과 파클리탁셀의 항전이
능(anti-metastaticpotential)을 비교 조사함으로써 프로드럭의 가수분해 속도가 약효
에 미치는 영향을 밝히고자 하였으며,이와 같은 프로드럭의 구조와 약효의 상관관계
를 토대로 보다 더 우수한 약효를 갖는 프로드럭의 개발에 대하여 새로운 접근방법을
모색하고자 하였다.
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제제제 222장장장 실실실 험험험

222...111시시시약약약 및및및 기기기기기기

222...111...111시시시 약약약

Imidazole,succinic anhydride,1-chloroethylchloroformate,2-Bromo
ethylchloroformate(Aldrich Co.),chloromethylchloroformate(TCICo.),tert-
butyldimethylsilylchloride,18-crown-6,sodium iodide(FlukaCo.),파클리탁셀
(Brystol-MayersSquibbCo.)은 특별한 정제과정을 거치지 않고 그대로 사용하였다.
분자량이 20,000인 mPEG-succinate의 경우 Sunbio사 제품을 사용하였고 분자량이
5,000인 mPEG-succinate의 경우 succinicanhydride와 mPEG(FlukaCo.)를 이용하여
자체 합성하여 사용하였다.또한 합성에 사용된 용매는 적절한 정제과정을 거친 후 사
용하였으며 액체 크로마토그래피에 사용된 이동상 용매는 Merck사의 HPLC grade
acetonitrile과 3차 증류수를 여과장치를 이용하여 감압여과 후 사용하였다.

222...111...222기기기 기기기

화합물의 합성여부와 특성조사 및 정제를 위해 사용된 기기는 다음과 같다.

FT-NMRspectrometer:JEOLJNM-LA 300
FT-IRspectrometer:Shimadzu8601PC
HPLC:Waters2487Dualλ AbsorbanceDetector

AltechELSD(EvaporativeLightScatteringDetector)
Waters1525BinaryHPLCPump
Xterra RP5 μm 4.6250mm C18Column
Phenomenex Luna5 μm 4.6250mm C18Column
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Prep-LC:Xterra RP7 μm 19300mm C8Column
WatersDelta-Prep4000

UV-visiblespectrophotometer-1601
MALDI-TOFspectrophotometer
Hazemeter:NHD-300A,NippondenshokuIND
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222...222파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성경경경로로로

본 실험에서는 2가지 경로를 통해 파클리탁셀 프로드럭을 합성하였으며 합성
경로는 그림 17과 같다.

Figure17.Syntheticrouteofpaclitaxelprodrugs.
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222...333파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀 유유유도도도체체체들들들의의의 합합합성성성

222...333...111222'''---TTTBBBDDDMMMSSS---pppaaacccllliiitttaaaxxxeeelll(((PPP111)))의의의 합합합성성성

2'-TBDMS-paclitaxel(P1)은 scheme1과 같은 방법으로 합성하였다.

Scheme1.

파클리탁셀(500mg,0.5855mmol)을 dichloromethane(DCM)10mL에 녹이고,
여기에 TBDMSCl(617.8mg,4.0985mmol)과 imidazole(558.1mg,8.1970 mmol)을
DMF1mL에 녹인 silylatingagent용액을 가한 후 12시간 동안 실온에서 교반시켰
다.TLC(ethylacetate:n-hexane=1:1)로 반응여부를 확인한 후 반응이 끝난 혼합용액
을 dichloromethane20mL로 희석하고 5% HCl수용액과 증류수를 이용하여 수회
세척하였다.회수된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리한 후 용매를 감압 건조하
여 얻은 흰색의 고체화합물을 diethylether,ethylacetate와 petroleum ether로 재결정
하여 생성물 540mg(수득률 :95%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);0.80(s,9H, butyl),-0.02(s,3H,-CH3),
-0.26(s,3H,-CH3)
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Figure18.1H-NMRspectrum ofP1(CDCl3).
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222...333...222222'''---TTTBBBDDDMMMSSS---777---ccchhhlllooorrrooommmeeettthhhyyyllloooxxxyyycccaaarrrbbbooonnnyyylll---pppaaacccllliiitttaaaxxxeeelll의의의 합합합성성성

2'-TBDMS-7-chloromethyloxycarbonyl-paclitaxel(P2a)은 scheme2와 같은
방법으로 합성하였다.

Scheme2.

P1(540mg,0.5577mmol)을 먼저 1,2-dichloroethane와 pyridine(502.9 μL,
6.3578mmol)의 혼합용매에 녹이고,chloromethylchloroformate(719.1 μL,4.462
mmol)을 천천히 첨가하였다.이 때 반응기의 내부온도가 상승하는 것을 막기 위해 얼
음중탕을 사용하였다.14 시간 동안 실온에서 교반시킨 후 TLC(ethylacetate:n-
hexane=1:1)로 반응여부를 확인하고 반응이 끝난 혼합용액을 1,2-dichloroethane20
mL로 희석하여 5% HCl수용액과 포화 NaHCO3수용액으로 수회 세척하였다.회수
된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리한 후 용매를 감압 건조하여 얻은 흰색의
고체화합물을 diethylether,ethylacetate와 petroleum ether로 재결정하여 생성물 572
mg(수득률 :97%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);6.01(d,1H,J=6.60Hz,-OCOOCH2-Cl),5.61~5.55
(m,1H,7-CH-),5.53(d,1H,J=6.60Hz,-OCOOCH2-Cl),0.80(s,9H, butyl),
-0.02(s,3H,-CH3),-0.26(s,3H,-CH3)
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Figure19.1H-NMRspectrum ofP2a(CDCl3).
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222...333...333222'''---TTTBBBDDDMMMSSS---777---(((222---bbbrrrooommmoooeeettthhhyyyllloooxxxyyycccaaarrrbbbooonnnyyylll)))---pppaaacccllliiitttaaaxxxeeelll의의의 합합합성성성

2'-TBDMS-7-(2-bromoethyloxycarbonyl)-paclitaxel(P2b)은 scheme3과 같은
방법으로 합성하였다.

Scheme3.

P1(540mg,0.5577mmol)을 먼저 1,2-dichloroethane와 pyridine(502.9 μL,
6.3578mmol)의 혼합용매에 녹이고,2-bromoethylchloroformate(478.1 μL,4.462
mmol)을 천천히 첨가하였다.이 때 반응기의 내부온도가 상승하는 것을 막기 위해 얼
음중탕을 사용하였다.14 시간 동안 실온에서 교반시킨 후 TLC(ethylacetate:n-
hexane=1:1)로 반응여부를 확인하고 반응이 끝난 혼합용액을 1,2-dichloroethane20
mL로 희석하여 5% HCl수용액과 포화 NaHCO3수용액으로 수회 세척하였다.회수
된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리한 후 용매를 감압 건조하여 얻은 흰색의
고체화합물을 diethylether,ethylacetate와 petroleum ether로 재결정하여 생성물 599
mg(수득률 :96%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.70~5.50(m,1H,7-CH-),4.54~4.44(m,2H,
-CH2-CH2-Br),3.55(t,2H,-CH2-CH2-Br),0.80(s,9H, butyl),-0.02(s,3H,
-CH3),-0.26(s,3H,-CH3)
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Figure20.1H-NMRspectrum ofP2b(CDCl3).
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222...333...444222'''---TTTBBBDDDMMMSSS---777---(((111---ccchhhlllooorrroooeeettthhhyyyllloooxxxyyycccaaarrrbbbooonnnyyylll)))---pppaaacccllliiitttaaaxxxeeelll의의의 합합합성성성

2'-TBDMS-7-(1-chloroethyloxycarbonyl)-paclitaxel(P2c)은 scheme4와 같은
방법으로 합성하였다.

Scheme4.

P1(540mg,0.5577mmol)을 먼저 1,2-dichloroethane와 pyridine(502.9 μL,
6.3578mmol)의 혼합용매에 녹이고,1-chloroethylchloroformate(481.4 μL,4.462
mmol)을 천천히 첨가하였다.이 때 반응기의 내부온도가 상승하는 것을 막기 위해 얼
음중탕을 사용하였다.14 시간 동안 실온에서 교반시킨 후 TLC(ethylacetate:n-
hexane=1:1)로 반응여부를 확인하고 반응이 끝난 혼합용액을 1,2-dichloroethane20
mL로 희석하여 5% HCl수용액과 포화 NaHCO3수용액으로 수회 세척하였다.회수
된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리한 후 용매를 감압 건조하여 얻은 흰색의
고체화합물을 diethylether,ethylacetate와 petroleum ether로 재결정하여 생성물 581
mg(수득률 :97%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);6.52~6.46(q,1H,OCOO-CHCH3-Cl),5.50~5.44(m,
1H,7-CH-),2.15(d,3H,OCOO-CHCH3-Cl),0.80(s,9H, butyl),-0.02(s,3H,
-CH3),-0.26(s,3H,-CH3)
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Figure21.1H-NMRspectrum ofP2c(CDCl3).
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222...333...555777---ccchhhlllooorrrooommmeeettthhhyyyllloooxxxyyycccaaarrrbbbooonnnyyylll---pppaaacccllliiitttaaaxxxeeelll의의의 합합합성성성

7-chloromethyloxycarbonyl-paclitaxel(P3)은 scheme5와 같은 방법으로 합성
하였다.

Scheme5.
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P3

P2a(500mg,0.4714mmol)를 acetonitrile9.6mL에 녹인 용액에 50% HF용
액(inactonitrile)을 0.4mL첨가하여 전체용액의 HF농도를 2%로 조절한 후 상온에
서 1~2시간 동안 교반시켰다.10분 간격으로 TLC(ethylacetate:n-hexane=1:1)를
이용하여 반응여부를 확인하고 반응이 끝난 혼합용액을 과량의 NaHCO3포화수용액으
로 중화시킨 후 dichloromethane을 사용하여 추출하였다.회수된 유기층을 magnesium
sulfate로 탈수처리한 후 용매를 감압 건조하여 얻은 흰색의 고체화합물을 diethyl
ether,ethylacetate와 petroleum ether로 재결정하여 생성물 384mg(수득률 :86%)
을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.99(d,1H,J=6.24Hz,-OCOOCH2-Cl),5.53(d,
1H,J=6.24Hz,-OCOOCH2-Cl),3.57(d,1H,2'-OH)
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Figure22.1H-NMRspectrum ofP3(CDCl3).
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222...444mmmPPPEEEGGG555000000000---sssuuucccccciiinnnaaattteee의의의 합합합성성성

파클리탁셀 유도체들의 PEGylation을 위한 mPEG5000-succinate는 scheme
6과 같은 방법으로 합성하였다.

scheme6

분자량 5,000인 mPEG(5g,1mmol)과 succinicanhydride(2g,20mmol)을
toluene300mL와 혼합한 후 14시간 동안 환류시켰다.반응이 끝난 혼합용액을 상온
까지 냉각시켜 생성된 미반응 침전물을 여과한 후 여액의 용매를 회전증발기를 사용하
여 제거하였다.이때 생성된 흰색의 고체화합물을 acetone으로 재결정하여 생성물 4.69
g(수득률 :92%)을 얻었다.

FT-IR(KBr,cm-1);1736(C=O stretching)

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);4.30~3.38(m,mPEG),2.68~2.61(m,4H,OCO-
CH2-CH2CO)
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Figure23.FT-IRspectrum ofmPEG5000-succinate(KBr).
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Figure24.1H-NMRspectrum ofmPEG5000-succinate(CDCl3).
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222...555PPP333의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn에에에 의의의한한한 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

222...555...111mmmPPPEEEGGG555000000000---sssuuucccccciiinnnaaattteee를를를 이이이용용용한한한 PPP333의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn

mPEG5000-succinate를 파클리탁셀 유도체인 P3에 PEGylation하여 프로드럭
(PP7-5000a)을 합성하였으며,그 합성방법은 scheme7과 같다.

scheme7

P3(500mg,0.5283mmol)과 mPEG5000-succinate(3.23g,0.6340mmol)를
benzene50mL에 녹인 용액에 K2CO3(131mg,0.9509mmol),NaI(238mg,1.5849
mmol)과 18-Crown-6(98mg,0.3698mmol)를 넣고 85℃에서 24시간 동안 환류시켰
다.반응이 끝난 용액을 상온까지 냉각시킨 후 회전증발기를 사용하여 용매를 제거하
였다.이때 생성된 고체혼합물을 dichloromethane으로 용해시키고 용해되지 않은 염은
여과를 통해 제거한 후 여액을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.유기층을 회수
하여 용매를 회전증발기로 증발시키고,생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정한 후
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Prep-LC를 통해 최종 생성물 1.91g(수득률 :60%)을 얻었다.
Prep-LC를 실행함에 있어 이동상 용매로는 acetonitrile과 3차 증류수를 사용

하였고 시간에 따라 용매조성에 구배를 주었으며 20mL/min의 유속에서 Xterra RP
7 μm 19300mm C8Column을 사용하여 분취하였다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.89(d,1H,J=5.87Hz,-OCOOCH2-O-),5.72(d,
1H,J=5.87Hz,-OCOOCH2-O-),4.39~3.38(m,mPEG)
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Figure25.1H-NMRspectrum ofPP7-5000a(CDCl3).
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222...555...222mmmPPPEEEGGG222000000000000---sssuuucccccciiinnnaaattteee를를를 이이이용용용한한한 PPP333의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn

mPEG20000-succinate를 파클리탁셀 유도체인 P3에 PEGylation하여 프로드
럭(PP7-20000)을 합성하였으며,그 합성방법은 scheme8과 같다.

scheme8

P3(500mg,0.5283mmol)과 mPEG20000-succinate(12.74g,0.6340mmol)를
benzene200mL에 녹인 용액에 K2CO3(131mg,0.9509mmol),NaI(238mg,1.5849
mmol)과 18-Crown-6(98mg,0.3698mmol)를 넣고 85℃에서 48시간 동안 환류시켰
다.반응이 끝난 용액을 상온까지 냉각시킨 후 회전증발기를 사용하여 용매를 제거하
였다.이때 생성된 고체혼합물을 dichloromethane으로 용해시킨 후 용해되지 않은 염
은 여과를 통해 제거하고 여액을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.유기층을 회
수하여 용매를 회전증발기로 증발시키고,생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정한
후 Prep-LC를 통해 최종 생성물 5.10g(수득률 :48%)을 얻었다.

Prep-LC를 실행함에 있어 이동상 용매로는 acetonitrile과 3차 증류수를 사용
하였고 시간에 따라 용매조성에 구배를 주었으며 20mL/min의 유속에서 Xterra RP
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7 μm 19300mm C18Column을 사용하여 분취하였다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.88(d,1H,J=5.85Hz,-OCOOCH2-O-),5.71(d,
1H,J=5.85Hz,-OCOOCH2-O-),4.39~3.38(m,mPEG)
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Figure26.1H-NMRspectrum ofPP7-20000(CDCl3).
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222...666PPP222aaa의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn및및및 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

P2a를 PEGylation한 후 TBDMS를 제거하는 경로로 프로드럭인 PP7-5000a를
합성하였으며,그 합성방법은 scheme9과 같다.

scheme9
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222...666...111PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222aaa의의의 합합합성성성

P2a(500mg,0.4714mmol)과 mPEG5000-succinate(2.89g,0.5657mmol)를
benzene50mL에 녹인 용액에 K2CO3(117mg,0.8485mmol),NaI(212mg,1.4142
mmol)과 18-Crown-6(87mg,0.3300mmol)를 넣고 85℃에서 24시간 동안 환류시켰
다.반응이 끝난 용액을 상온까지 냉각시킨 후 회전증발기를 사용하여 용매를 제거하
였다.이때 생성된 고체혼합물을 dichloromethane으로 용해시킨 후 용해되지 않은 염
은 여과를 통해 제거하고 여액을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.유기층을 회
수하여 용매를 회전증발기로 증발시키고,생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정하
여 최종 생성물 3.29g(수득률 :95%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.90(d,1H,J=5.50Hz,-OCOOCH2-O-),5.71(d,
1H,J=5.50Hz,-OCOOCH2-O-),4.39~3.38(m,mPEG),0.80(s,9H, butyl),-0.02(s,
3H,-CH3),-0.26(s,3H,-CH3)

222...666...222PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222aaa로로로부부부터터터 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

PEGylated-P2a(1.00g,0.1632mmol)를 acetonitrile27mL에 녹인 용액에 50
% HF용액(inactonitrile)을 3mL첨가하여 전체용액의 HF농도를 5%로 조절한 후
상온에서 6시간 동안 교반시켰다.HF용액이 아닌 HCl수용액을 사용하는 경우에는
ethanol용매하에서 전체용액의 HCl농도를 2%로 조절하였으며 상온에서 48시간 동
안 교반시켰다.1시간 간격으로 반응용액을 회수하여 1H-NMR로 반응여부를 확인하
였다. 반응이 끝난 혼합용액을 과량의 NaHCO3 포화수용액으로 중화시킨 후
dichloromethane으로 추출하여 얻은 유기층을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.
회수된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리하고 용매를 회전증발기로 증발시켜
생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정한 후 Prep-LC를 통해 최종 생성물 765mg
(수득률 :78%)을 얻었다.
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Prep-LC를 실행함에 있어 이동상 용매로는 acetonitrile과 3차 증류수를 사용
하였고 시간에 따라 용매조성에 구배를 주었으며 20mL/min의 유속에서 Xterra RP
7 μm 19300mm C8Column을 사용하여 분취하였다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.89(d,1H,J=5.87Hz,-OCOOCH2-O-),5.72(d,
1H,J=5.87Hz,-OCOOCH2-O-),4.39~3.38(m,mPEG)
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Figure27.1H-NMRspectrum ofPEGylatedP2a(CDCl3).
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Figure28.1H-NMRspectrum ofPP7-5000a(CDCl3).

ppm

-1012345678910
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222...777PPP222bbb의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn및및및 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

P2b를 PEGylation하여 mPEG5000-succinate와 파클리탁셀 사이의 간격자구조
에 ethylene을 갖는 프로드럭(PP7-5000b)을 합성하였으며,그 합성방법은 scheme10과
같다.
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222...777...111PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222bbb의의의 합합합성성성

P2b(500mg,0.4468mmol)과 mPEG5000-succinate(2.73g,0.5362mmol)를
benzene50mL에 녹인 용액에 K2CO3(111mg,0.8042mmol),과 18-Crown-6(83mg,
0.3128mmol)를 넣고 85℃에서 24시간 동안 환류시켰다.반응이 끝난 용액을 상온까
지 냉각시킨 후 회전증발기를 사용하여 용매를 제거하였다.이때 생성된 고체혼합물을
dichloromethane으로 용해시킨 후 용해되지 않은 염은 여과를 통해 제거하고 여액을 5
% HCl수용액으로 수회 세척하였다.유기층을 회수하여 용매를 회전증발기로 증발시
키고,생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정하여 최종 생성물 3.16g(수득률 :96
%)을 얻었다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.51~5.45(q,1H,7-CH-),4.26(t,2H,-CH2
-CH2-OCO),4.39~3.38(m,mPEG),0.80(s,9H, butyl),-0.02(s,3H,-CH3),
-0.26(s,3H,-CH3)

222...777...222PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222bbb로로로부부부터터터 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

PEGylated-P2b(1.00g,0.1629mmol)를 acetonitrile27mL에 녹인 용액에 50
% HF용액(inactonitrile)을 3mL첨가하여 전체용액의 HF농도를 5%로 조절한 후
상온에서 6시간 동안 교반시켰다.HF용액이 아닌 HCl수용액을 사용하는 경우에는
ethanol용매하에서 전체용액의 HCl농도를 2%로 조절하였으며 상온에서 48시간 동
안 교반시켰다.1시간 간격으로 반응용액을 회수하여 1H-NMR로 반응여부를 확인하
였다. 반응이 끝난 혼합용액을 과량의 NaHCO3 포화수용액으로 중화시킨 후
dichloromethane으로 추출하여 얻은 유기층을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.
회수된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리하고 용매를 회전증발기로 증발시켜
생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정한 후 Prep-LC를 통해 최종 생성물 785mg
(수득률 :80%)을 얻었다.
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Prep-LC를 실행함에 있어 이동상 용매로는 acetonitrile과 3차 증류수를 사용
하였고 시간에 따라 용매조성에 구배를 주었으며 20mL/min의 유속에서 Xterra RP
7 μm 19300mm C8Column을 사용하여 분취하였다.

1H-NMR,300MHz(CDCl3,ppm);5.51~5.45(q,1H,7-CH-),4.26(t,2H,-CH2-CH2-
OCOO),4.39~3.38(m,mPEG)
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Figure29.1H-NMRspectrum ofPEGylatedP2b(CDCl3).
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Figure30.1H-NMRspectrum ofPP7-5000b(CDCl3).
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222...888PPP222ccc의의의 PPPEEEGGGyyylllaaatttiiiooonnn및및및 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

파클리탁셀과 mPEG5000-succinate사이의 methylene간격자 구조에 methyl치
환기를 갖는 프로드럭(PP7-5000c)의 합성방법은 scheme11과 같다.
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222...888...111PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222ccc의의의 합합합성성성

P2c(500mg,0.4653mmol)과 mPEG5000-succinate(2.85g,0.5583mmol)를
benzene50mL에 녹인 용액에 K2CO3(116mg,0.8375mmol),NaI(209mg,1.3959
mmol)과 18-Crown-6(86mg,0.3257mmol)를 넣고 85℃에서 24시간 동안 환류시켰
다.반응이 끝난 용액을 상온까지 냉각시킨 후 회전증발기를 사용하여 용매를 제거하
였다.이때 생성된 고체혼합물을 dichloromethane으로 용해시킨 후 용해되지 않은 염
은 여과를 통해 제거하고 여액을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.유기층을 회
수하여 용매를 회전증발기로 증발시키고,생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정하
여 최종 생성물 3.19g(수득률 :93%)을 얻었다.

1H-NMR,300 MHz(CDCl3,ppm);6.85~6.80(q,1H,-OCOO-CHCH3-OOC-),
4.39~3.38(m,mPEG),1.56~1.50(m,3H,-OCOO-CHCH3-OOC-)0.80(s,9H,
butyl),-0.02(s,3H,-CH3),-0.26(s,3H,-CH3)

222...888...222PPPEEEGGGyyylllaaattteeeddd---PPP222ccc로로로부부부터터터 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

PEGylated-P2c(1.00g,0.1629mmol)를 acetonitrile27mL에 녹인 용액에 50
% HF용액(inactonitrile)을 3mL첨가하여 전체용액의 HF농도를 5%로 조절한 후 상
온에서 6 시간 동안 교반시켰다.HF용액이 아닌 HCl수용액을 사용하는 경우에는
ethanol용매하에서 전체용액의 HCl농도를 2%로 조절하였으며 상온에서 48시간 동
안 교반시켰다.1시간 간격으로 반응용액을 회수하여 1H-NMR을 사용해서 반응여부
를 확인하였다.반응이 끝난 혼합용액을 과량의 NaHCO3포화수용액으로 중화시킨 후
dichloromethane으로 추출하여 얻은 유기층을 5% HCl수용액으로 수회 세척하였다.
회수된 유기층을 magnesium sulfate로 탈수처리하고 용매를 회전증발기로 증발시켜
생성된 고체혼합물을 acetone으로 재결정한 후 Prep-LC를 통해 최종 생성물 707mg
(수득률 :72%)을 얻었다.
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Prep-LC를 실행함에 있어 이동상 용매로는 acetonitrile과 3차 증류수를 사용
하였고 시간에 따라 용매조성에 구배를 주었으며 20mL/min의 유속에서 Xterra RP
7 μm 19300mm C8Column을 사용하여 분취하였다.

1H-NMR,300 MHz(CDCl3,ppm);6.84~6.79(q,1H,-OCOO-CHCH3-OOC-),
4.39~3.38(m,mPEG),1.56~1.50(m,3H,-OCOO-CHCH3-OOC-)
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Figure31.1H-NMRspectrum ofPEGylatedP2c(CDCl3).
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Figure32.1H-NMRspectrum ofPP7-5000c(CDCl3).
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222...999프프프로로로드드드럭럭럭들들들의의의 용용용해해해도도도 및및및 가가가수수수분분분해해해 실실실험험험

합성된 프로드럭들의 물에 대한 용해도는 증류수 1mL에 프로드럭들을 점차
적으로 첨가하여 용해시키면서 hazemeter로 측정하였다.용액이 유동성이 있고 0.5이
하의 haze값을 보일 때 첨가된 화합물의 양을 용해도로 결정하였다.

프로드럭의 가수분해 속도를 측정하기 위해 (주)대한실험동물센터에서 구입한
Sprague-Dawleyrat(수컷 종,270~300g)의 ratplasma를 사용하였다.10mL의 rat
plasma를 37℃의 수조에서 미리 평형을 맞춘 다음 여기에 프로드럭(포함된 파클리탁
셀의 0.5mg에 해당하는 양)을 넣어 용해하였다.시간별(0,0.5,1,1.5,2,2.5,3,4,5,
10,15,20분)로 상기 용액을 100 μL씩 취하여 acetonitrile200 μL가 담긴 튜브에 넣
어 혼합한 후 11,000rpm에서 5분 동안 원심분리하여 상등액 200 μL를 취하였다.상
등액에 포함된 프로드럭과 가수분해로 형성된 파클리탁셀의 농도는 HPLC로 분석하였
다.PBS(phosphatebuffersolution)및 증류수에서의 가수분해 실험은 위와 동일한 방
법으로 실시하였으며 실험검체는 24시간 간격으로 채취하여 분석하였다.

222...111000암암암세세세포포포에에에 대대대한한한 동동동물물물실실실험험험

프로드럭의 항전이능(anti-metastaticpotential)을 평가하기 위한 동물실험은
GLP(GoodLaboratoryPractice)를 인증 받은 Quintiles사에 의뢰하여 실시하였으며
그 실험내용은 다음과 같다.C57B/6mice에 3105 개의 B16/F10흑색종 세포들
(melanomacells)을 정맥주사하고 2일 후 10일간 약물을 처방(1일 1회)하였다.세
포주입 후 14일째 되는 날 폐로 전이하여 형성되는 흑색종 군락(melanomalung
colony)의 수와 폐의 무게변화를 조사하였다.
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제제제 333장장장 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

333...111mmmPPPEEEGGG555000000000---sssuuucccccciiinnnaaattteee의의의 합합합성성성

파클리탁셀의 수용성을 증대시키기 위해 사용되는 mPEG5000-succinate는 분
자량이 5000인 mPEG과 succinicanhydride를 toluene용매하에서 환류시키는 방법으
로 합성하였다.생성물인 mPEG5000-succinate의 기본적인 물성은 화합물에서 차지하는
부분이 상대적으로 큰 mPEG에 의존하기 때문에 미 반응 mPEG이 존재하게 되면 생
성물과의 분리가 매우 어려워 제거가 용이한 succinicanhydride를 과량으로 사용하였
다.미반응 succinicanhydride는 반응이 끝난 후 반응용액이 상온으로 냉각될 경우 재
결정에 의해서 대부분 석출되어 단순여과를 통해서 쉽게 제거되었으며,이때 제거되지
않은 양도 acetone을 이용한 최종 재결정으로 제거가 가능하였다.

생성물의 합성여부는 FT-IR과 1H-NMR을 이용하여 확인하였다.그림 33은
mPEG5000과 mPEG5000-succinate의 FT-IR스펙트럼을 비교한 것으로 생성물에서 새롭
게 형성되는 ester결합에 의한 C=O작용기의 피이크가 1736cm-1에서 관찰되었다.또
한 그림 34의 1H-NMR스펙트럼에서는 화학반응의 결과로 mPEG의 말단 수산화작용
기가 위치한 탄소의 proton들이 ester작용기의 영향을 받아 그에 해당하는 피이크가
4.26ppm으로 이동하여 형성되었고,mono-succinate의 ethyleneproton들에 해당하는
피이크가 2.68~2.61ppm에서 새롭게 형성되었다.이렇게 새롭게 생성되는 피이크들과
적분비를 통해서 mPEG5000-succinate의 합성을 확인하였다.
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Figure33.FT-IRspectraof(a)mPEG5000and(b)mPEG5000-succinate.

Figure34.1H-NMRspectraofmPEG5000andmPEG5000-succinate.
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333...222파파파클클클리리리탁탁탁셀셀셀 유유유도도도체체체 및및및 프프프로로로드드드럭럭럭의의의 합합합성성성

파클리탁셀의 7-OH에 구조적인 변화를 주고자 한다면 7-OH보다 큰 반응성을
갖는 2'-OH에 쉽게 제거 가능한 보호 작용기를 우선적으로 도입시킨 후 원하는 단계
에서 그 작용기를 제거하는 방법으로 구조적 변경을 시도해야 한다.본 실험에서는
silylatingagent인 TBDMSCl을 이용하여 2'-OH에 silyl작용기를 도입시킨 후 도입
된 작용기를 제거하는 단계를 달리하여 PP7-5000a를 합성하였다.PP7-5000a의 합성경
로에 따른 수득율,생성물의 순도 및 정제의 용이성을 비교하여 보다 더 효율적인 합
성경로로 나머지 프로드럭들을 합성하였다.

333...222...111합합합성성성경경경로로로 111에에에 따따따른른른 PPPPPP777---555000000000aaa와와와 PPPPPP777---222000000000000의의의 합합합성성성

파클리탁셀의 PEGylation에 앞서 수용성 고분자인 PEG와 모약인 파클리탁
셀 중간에 위치하여 프로드럭의 가수분해 속도를 변화시키는 methylenecarbonate
간격자를 도입시키기 위해 3단계에 거쳐 파클리탁셀 유도체(P3)를 합성하였다.각 단
계별 중간 유도체들(P1과 P2a)및 최종 유도체인 P3의 합성여부는 TLC와 1H-NMR
을 이용하여 확인하였다.

파클리탁셀의 7-OH에 methylenecarbonate간격자를 도입하기 전,첫 번째
단계로 보다 더 큰 반응성의 2'-OH를 TBDMSCl과 반응시켜 silyl작용기로 변화시켰
다.미반응 파클리탁셀을 최대한 줄여주기 위해 TBDMSCl을 10배 과량으로 사용하
였으며 이때 과량으로 사용된 TBDMSCl은 반응 후 5% HCl수용액과 NaHCO3포화
수용액을 이용한 추출과 ethylacetate와 diethylether를 이용한 재결정으로 제거하였
다.그림 35는 출발물질인 파클리탁셀과 합성된 P1유도체의 1H-NMR스펙트럼을 상
호 비교한 것이다.4.80~4.78ppm에서 3'-H와 2'-OH의 proton과의 짝지음으로 인하여
4중 갈라짐으로 나타나는 파클리탁셀의 2'-H 피이크가 2'-OH에 silyl작용기가 도입
됨으로써 3'-H만의 짝지음으로 인하여 2중 갈라짐 피이크가 되어 4.67~4.66ppm에서
나타났으며,3.55~3.53ppm에서 보이는 2'-OH의 피이크가 P1의 스펙트럼에서는 사라
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짐을 보였다.또한 silyl작용기에 있는 -butyldimethyl의 proton들에 해당하는 피
이크들이 0.80ppm과 -0.29ppm에서 새롭게 형성되었으며,적분비는 2'-H의 피이크와
비교하였을 때 1:9:4로 이론치와 일치하여 반응에서 과량으로 사용된 TBDMSCl은
2'-OH에만 반응하며 반응성이 상대적으로 낮은 7-OH와는 본 실험의 조건에서 반응
하지 않음을 확인하였다.

Figure35.1H-NMRspectraofpaclitaxelandP1.

간격자를 도입시키는 두 번째 단계는 발열반응으로 chloromethylchloro-
formate를 첨가할 경우 반응기 내부의 온도가 상승하며,이러한 온도상승은 여러 부
반응을 일으킬 수 있기 때문에 얼음중탕을 이용하여 반응기 내부의 온도가 25℃를 넘
지 않도록 천천히 첨가하였다.이때 반응촉매로는 pyridine을 사용하였으며 사용된 양
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은 P1의 5당량일 경우 가장 좋은 수득율을 보여주었다.P1에서 P2a로의 반응여부는
n-hexane과 ethylacetate를 1:1(v/v)로 혼합한 전개용매를 사용하여 TLC로 확인하였
는데,반응이 진행됨에 따라 Rf값이 0.58인 P1의 반점(spot)이 점점 사라지고 Rf값이
0.83인 P2a의 반점이 새롭게 생성됨을 보여주었다.P1에서 P2a로의 전환에서 나타나는
이러한 Rf값의 상승은 극성인 7-OH 작용기가 좀 더 비극성인 작용기로의 치환에 의한
전체화합물의 비극성화에 따른 것이다.그림 36은 반응물인 P1과 chloromethyl
chloroformate그리고 생성물인 P2a의 1H-NMR 스펙트럼을 비교한 것으로 P1의
7-OH에 간격자 그룹이 도입됨으로써 6-C의 두개의 proton및 7-OH의 proton과의 짝
지음의 영향으로 4.48~4.41ppm에서 나타나는 P1의 7-H의 다중 피이크가 P2a에서는
carbonate작용기의 영향을 받아 5.61~5.55ppm의 4중 피이크로 이동해서 나타남과 동
시에 6.01~5.98ppm(d,J=6.60Hz)과 5.54~5.51ppm(d,J=6.60Hz)에서 chloromethyl
carbonate작용기의 proton에 의한 2개의 2중 피이크가 새롭게 형성됨을 확인하였다.
반응 전 chloromethylchloroformate의 스펙트럼에서는 5.76ppm에서 단일 피이크로
나타나던 methylene작용기에 존재하는 2개의 proton이 P2a에서는 2개의 2중 피이
크의 갈라진 형태로 나타나는 것은 거대한 파클리탁셀 분자에 의한 chloromethyl
carbonate작용기의 분자사슬의 회전운동이 제한됨으로써 인접 proton에 대한 스핀상
태의 영향이 상쇄되지 않기 때문에 발생하는 스핀-스핀 짝지음 현상에 기인한다.

PEGylation반응 전,P2a의 2'-C에 있는 silyl작용기를 산을 이용하여 원래의
작용기인 수산화작용기로 다시 바꿔줌으로써 파클리탁셀의 마지막 단계 유도체(P3)를
합성하였다.반응에서 전체용액의 HF농도는 5%가 되도록 조절하였다.P3로의 반응
여부는 TLC로 확인하였으며,이때 n-hexane과 ethylacetate를 1:1(v/v)로 혼합한 전
개용매를 사용하였다.0.83의 Rf값을 갖는 P2a의 2'-C에 있는 silyl작용기가 다시 수
산화 작용기로 전환되면서 P3의 극성이 증가하여 Rf가 0.52인 지점에 반점이 새롭게
형성되었다.산에 의한 반응물의 산화가 비교적 빠르게 일어나기 때문에 TLC를 이용
하여 반응여부를 확인한 직후 NaHCO3 포화수용액으로 반응용액을 중화시켜 반응을
종결시켰다.재결정을 거친 생성물 P3의 합성여부는 1H-NMR스펙트럼으로 확인하였
다.그림 37은 P2a와 P3의 1H-NMR스펙트럼을 비교한 것으로 P2a의 silyl작용기가
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제거됨으로써 0.80ppm과 -0.29ppm에서 나타나는 -butyldimethyl의 proton피
이크들이 사라짐과 동시에 3.56ppm에서 2'-OH의 proton에 해당하는 피이크가 다시
생성되었다.또한 4.82~4.79ppm에서 나타나는 2'-C의 proton피이크가 3'-C과 2'-OH
의 proton과의 짝지음으로 인하여 4중 피이크로 갈라짐을 보였다.

Figure36.1H-NMRspectraofP1,chloromethylchloroformate,andP2a.
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Figure37.1H-NMRspectraofP2aandP3.

mPEG5000-succinate와 mPEG20000-succinate의 P3에 대한 PEGylation은 파
클리탁셀에 도입된 chloromethylcarbonate의 염소와 mPEG-succinate의 한 쪽 말
단에 위치한 carboxylicacid작용기의 친핵성 치환반응으로 염소보다 요오드일 경우
acid작용기의 친핵성 공격이 용이하기 때문에 할로겐 교환반응을 목적으로 NaI를 사
용하였고,phasetransferagent로 18-crown-6를 첨가하였다.반응이 진행되는 동안
반응기 내부의 온도는 파클리탁셀의 구조적 변형이 발생하지 않도록 90℃를 넘지 않
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1H-NMR로 확인하였다.제거되지 않은 미반응 mPEG-succinate의 존재여부는 8.13
ppm에서 나타나는 파클리탁셀의 이중 피이크(2H,-Ph2)와 3.90~3.38ppm에서 나타나
는 mPEG의 반복단위 ethyleneproton에 의한 다중 피이크의 적분비를 비교함으로써
확인하였다.미 반응 mPEG-succinate가 존재하지 않는다고 가정할 때,즉 파클리탁셀
과 mPEG-succinate가 1:1로 반응하였다면 앞에서 언급한 proton의 적분비가 이론적으
로 mPEG의 분자량이 5000인 PP7-5000a의 경우 1:225가 되어야 하며 20000인
PP7-20000의 경우 1:906이 되어야 하지만 간단한 추출과 재결정만으로 얻은 생성물의
적분비를 비교한 결과 PP7-5000a는 1:370,PP7-20000은 1:1820으로 미반응 mPEG이
상당량 존재함을 알 수 있었다.이러한 미반응 mPEG-succinate의 존재는 약물의 정량
적인 약효 측정에 영향을 주기 때문에 미반응 mPEG-succinate를 제거해야 한다.하지
만 mPEG이 프로드럭에서 차지하는 부분이 파클리탁셀에 비하여 상당히 크기 때문에
프로드럭과 mPEG-succinate의 물성이 유사하여 추출이나 재결정과 같은 간단한 방법
으로는 서로 분리하기가 매우 어려워 Prep-HPLC를 이용한 분리 및 분취를 시도하였
다.반응 생성물에 대한 Prep-HPLC는 Xterra RP7 μm 19300mm C8Column을
이용하였고,효율적인 분리를 위해 표 4와 같이 20mL/min의 유속에서 시간에 따른
용매(acetonitrile과 3차 증류수)의 조성에 구배를 주었으며 검출기로는 파장을 228nm

Table4.GradientconditionofPrep-HPLC.

Time(min) Flow rate
(mL/min) % Acetonitrile % H2O

Initial 20 20 80
5 20 20 80
10 20 30 70
35 20 70 30
40 20 100 0
45 20 100 0
50 20 20 80
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로 고정시킨 자외선 검출기를 사용하였다.이때 시료는 3차 증류수에 10w% 농도로
녹인 후 3mL씩 주입하였다.그림 38과 39는 P3에 mPEG5000-succinate와 mPEG20000
-succinate를 반응시켜 얻은 생성물에 대한 Prep-HPLC크로마토그램으로 각각 18분
과 15.5분에 주피이크를 보였다.자외선 검출기를 사용하였기 때문에 발색단을 갖지 않
는 미반응 mPEG-succinate에 해당하는 피이크는 보이지 않아 프로드럭과 미반응
mPEG-succinate의 분리여부는 직접 확인할 수 없지만 동일한 조건에서 자외선 검출
기가 아닌 증기화광산란 검출기(ELSD)를 사용하였을 때 15~16 분에 mPEG5000-
succinate의 검출 피이크를 보였고 mPEG부분의 분자량 증가에 따른 친수성의 증가로
인하여 mPEG20000-succinate는 머루름 시간이 짧아져 13~14분에 피이크를 보임으로써
그림 38과 39에서 보이는 주피이크는 얻고자 하는 프로드럭의 검출에 의한 피이크임을
예상하였다.각각의 크로마토그램의 주피이크에 대해서 분취하였으며 분취를 통해 얻
은 시료는 1H-NMR,UV,MALDI-TOF와 분석용 HPLC를 이용하여 미반응 mPEG-
succinate가 제거된 최종 화합물임을 확인하였다.

Figure38.Prep-HPLCchromatogram ofcrudePP7-5000a.
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Figure39.Prep-HPLCchromatogram ofcrudePP7-20000.

Prep-HPLC를 통해 분취해서 얻은 시료들에 대한 1H-NMR스펙트럼은 그림
40과 같다.P3에 mPEG-succinate가 PEGylation됨에 따라 3.90~3.38ppm에서 mPEG의
ethyleneproton에 해당하는 다중 피이크가 보였다.앞서 언급했던 8.13ppm에서 나타
나는 파클리탁셀의 기준 피이크와 mPEG의 ethylene proton 피이크의 적분비가
Prep-HPLC전의 화합물과 비교하였을 때 PP7-5000a의 경우 1:370에서 1:235로 감소하
였으며 PP7-20000의 경우도 1:1820에서 1:980으로 크게 감소하여 미반응 mPEG-
succinate가 효과적으로 제거되었음을 확인하였다.그러나 1H-NMR 스펙트럼을 이용
한 적분비의 비교는 이론값과는 약간의 차이를 보임으로써 정확한 정량적 분석에 문제
점을 갖는다.이와 같은 이론값과의 차이는 기준 피이크에 해당하는 proton수에 비하
여 mPEG의 ethyleneproton수가 상대적으로 너무 크기 때문에 mPEG의 etylene
proton에 해당하는 피이크가 곁 피이크를 동반할 뿐만 아니라 3.90~3.38ppm에서 파클
리탁셀의 다른 피이크들과 중첩을 일으킴으로써 나타난다.1H-NMR 스펙트럼을 이용
한 정량적 해석의 문제점을 해결하기 위해서 파클리탁셀과 최종 프로드럭의 농도에 따
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른 UV 흡광도를 이용하여 프로드럭내에 포함된 파클리탁셀의 농도를 계산함으로써
미반응 mPEG-succinate의 존재여부를 확인하였다.

Figure40.1H-NMRspectraofPP7-5000aandPP7-20000afterPrep-HPLC.

그림 41은 파클리탁셀의 농도를 1.9510-5M에서 9.7610-5M까지 변화시키
며 얻은 UV 스펙트럼으로 모든 농도에 대하여 228nm에서 가장 큰 흡광도를 보이며
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파클리탁셀의 농도가 증가함에 따라 228nm에 해당하는 흡광도가 그림 42와 같이 선
형적으로 증가하였다.이와 같이 농도에 따른 흡광도의 선형적인 증가는 해당 농도에
서 Beer-Lambert식을 만족함을 의미하여 그림 42를 검정곡선으로 이용하여 특정 농
도에서 프로드럭의 흡광도를 알면 프로드럭내에 존재하는 파클리탁셀의 농도를 계산할
수 있다.그림 43은 최종 프로드럭인 PP7-5000a와 PP7-20000의 UV스펙트럼으로 파
클리탁셀과 동일하게 228 nm의 파장에서 가장 큰 흡광도를 보이며 228 nm에서
PP7-5000a(9.3210-6M)와 PP7-20000(1.7010-6M)은 각각 0.273과 0.044의 흡광도를
보였다.이 흡광도 값을 그림 42의 검정곡선을 대입하여 얻은 프러드럭내의 파클리탁
셀의 함유농도는 PP7-5000a의 경우 100%로 Prep-HPLC를 통해 미반응 mPEG-
succinte가 완전히 제거되었음을 확인하였고,PP7-20000은 92%로 미반응 mPEG-
succinte에 대한 효과적인 제거는 이루어졌지만 소량 존재함을 확인할 수 있다.분자량
이 상대적으로 큰 PP7-20000에 대한 Prep-HPLC의 분리효율의 저하는 분자내에서 차
지하는 mPEG의 비율이 PP7-5000a의 경우 보다 더 증가되어 프로드럭과 미반응
mPEG-succinte와의 극성차이에 기여하는 소수성 부분의 영향이 감소하기 때문이다.

최종적으로 미 반응 mPEG-succinate의 제거여부와 순도를 확인하기 위해
Prep-HPLC후의 PP7-5000a와 mPEG-succinate에 대하여 MALDI-TOF와 분석용
HPLC를 실시하였다.그림 44는 PP7-5000a와 mPEG-succinate에 대한 MALDI-TOF
스펙트럼으로 프로드럭과 mPEG-succinate의 분자량차이는 파클리탁셀의 분자량에 해
당함을 확인하였다.그림 45는 분석용 HPLC크로마토그램으로 Prep-HPLC를 통해 얻
은 PP7-5000a는 99% 이상의 순도를 보였다.
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Figure41.UV-spectraofpaclitaxelatdifferentconcentrations.
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Figure42.Calibrationcurveforabsorptivityasafunctionof
concentrationofthePaclitaxel.

Figure43.UV-spectraofprodrugsataspecificconcentration.
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Figure44.MALDI-TOFspectraofmPEG5000-succinateandPP7-5000a.
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Figure45.AnalyticalHPLCchromatogram ofPP7-5000aafterPrep-HPLC.
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333...222...222합합합성성성경경경로로로 222에에에 따따따른른른 PPPPPP777---555000000000aaa의의의 합합합성성성

합성경로 1에 의한 프로드럭의 합성의 경우 파클리탁셀의 2'-OH에 간격자
작용기가 반응하지 못하도록 도입시킨 보호 작용기를 제거하는 유도체합성의 마지막
단계에서 강산의 사용에 따른 파클리탁셀의 구조변형으로 인하여 높은 순도와 수득율
을 기대하기 어렵다.이러한 문제점은 최종 PEGylation후 높은 순도의 프로드럭을
얻는데 있어 큰 장애물로 작용하며 값비싼 모약의 손실이라는 점에서 바람직하지 못하
다.유도체의 합성에서 나타나는 문제점뿐만 아니라 최종단계인 PEGylation과정은
mPEG-succinate말단에 위치한 -COO-의 alkylhalide에 대한 친핵성 반응으로
2'-OH를 갖는 P3에 대한 PEGylation일 경우 2'-O-의 친핵성 공격성향에 의한 주반
응의 반응효율의 저하를 배제할 수 없어 수득율의 저하를 예상할 수 있다.실제로
Prep-HPLC후 얻은 PP7-5000a와 PP7-20000의 수득율은 각각 60%와 48%로 낮은 수
득율을 보였다.이와 같은 문제점을 극복하기 위하여 2'-OH가 silyl작용기에 의해서
보호된 파클리탁셀의 유도체(P2a)에 먼저 PEGylation을 한 후 보호 작용기를 제거하는
합성경로 2로 PP7-5000a를 합성하여 합성과정의 용이성 및 수득율을 비교하였다.

PEGylated-P2a의 합성은 P3에 대한 PEGylation과 동일한 방법으로 실시하였
으며 합성여부는 1H-NMR로 확인하였다.PEGylated-P2a와 P2a의 1H-NMR스펙트럼
은 그림 46과 같다.P2a의 PEGylation으로 인하여 4.39~3.38ppm에서 mPEG의 proton
들에 해당하는 다중 피이크가 나타남으로써 생성물의 합성여부를 확인하였다.또한
Prep-HPLC를 이용한 정제과정을 거치지 않은 상태에서 파클리탁셀의 8.13ppm 기준
피이크와 mPEG의 다중 피이크와의 적분비가 1:245로 P3에 대한 PEGylation에서 보여
줬던 1:370과 비교하였을 때 상당히 작은 값을 보였으며,Prep-HPLC후의 순도 높은
PP7-5000a가 1:232인 점을 감안하면 P2a에 대한 PEGylation은 상당히 높은 반응정도
를 보였다.이러한 결과는 앞서 언급한 2'-O-의 친핵성에 의한 반응성의 저해효과가
P2a의 경우에는 배제되기 때문에 나타나는 것으로 P2a에 대한 PEGylation이 2'-OH
작용기를 가지고 있는 P3에 대한 PEGylation보다 효율적인 반응임을 예측할 수 있다.
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Figure46.1H-NMRspectraofP2aandPEGylated-P2a.
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silyl작용기의 제거반응은 물론 파클리탁셀과 간격자 사이에 위치한 carbonate작용기
의 가수분해 반응도 동시에 발생함을 의미하며 이러한 가수분해 반응은 프로드럭의 수
득율을 저하시키는 원인이 된다.

반응 생성물내에 존재하는 mPEG-succinate를 제거하기 위해서 앞서 언급한
방법과 동일한 조건으로 Prep-HPLC를 실시하였으며 그에 대한 크로마토그램은 그림
47과 같다.합성경로 1에 의한 방법으로 얻은 프로드럭의 크로마토그램과 큰 차이점을
보이지 않았으며 주 피이크에 해당하는 부분을 분취하여 최종 프로드럭을 얻을 수 있
었다.그림 48은 분취를 통해 얻은 최종 프로드럭과 silyl작용기의 제거반응 전
PEGylated-P2a의 1H-NMR스펙트럼으로 0.80ppm과 -0.29ppm의 silyl작용기의 피
이크는 사라졌으며 8.13 ppm과 3.90~3.38 ppm 피이크와의 적분비 또한 1:234로
mPEG-succinate가 완전히 제거된 PP7-5000a임을 확인하였다.합성경로 2의 최종반응
에서 발생하는 가수분해 반응으로 인하여 프로드럭의 높은 수득율은 기대하기 어려웠
지만 합성경로 1의 60%에 비하면 높은 78%의 수득율을 보여 silyl작용기를 제거하
는 반응의 순서를 달리함으로써 모약인 파클리탁셀의 손실을 줄일 수 있었다.

Figure47.Prep-HPLCchromatogram ofcrudePP7-5000a.
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Figure48.1H-NMRspectraofPEGylated-P2aandPP7-5000a.
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간격자를 달리하기 위해 파클리탁셀의 2'-OH가 silyl작용기에 의해 치환된
유도체(P1)에 각각 2-bromoethylchloroformate와 1-chloroethylchloroformate를 P2a
의 합성과 동일한 방법으로 반응시켰다.반응여부는 TLC를 이용하여 확인하였으며
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1H-NMR로 생성물들에 대한 구조를 확인하였다.반응물들과 P2b의 1H-NMR스펙트
럼은 그림 47과 같다.P1의 7-OH에 간격자 그룹이 도입됨으로써 6-C의 두개의
proton및 7-OH의 proton과의 짝지음으로 인하여 4.48~4.41ppm에서 나타나는 P1의
7-H에 대한 다중 피이크가 P2b에서는 carbonate작용기의 영향을 받아 5.53~5.50ppm
의 4중 피이크로 이동해서 나타남과 동시에 4.62~4.58ppm에서 나타나는 반응물의 3중
피이크가 P2b에서는 4.54~4.41ppm으로 이동하면서 다중 피이크로 나타남을 확인하였
다.이와 같은 현상은 P2a에서와 동일하게 파클리탁셀에 의한 간격자 작용기의 분자사
슬의 회전운동이 제한되어지기 때문에 나타나는 스핀-스핀 짝지음에 의한 피이크 갈
라짐에 기인한다.

Figure49.1H-NMRspectraofP1,2-bromoethylchloroformate,andP2b.

ppm

3.54.04.55.05.56.0

P1

2-Bromoethyl
chloroformate

P2b

P2b

O
O

O

OH

H H

O

O
O

O
C OCH2CH2Br

O

P1

4.48 ~ 4.41 ppm( m )

5.53 ~ 5.50 ppm ( q )

7 6
7

6

4.54 ~ 4.41 ppm ( m )

Cl C

O

OCH2CH2Br

4.62 ~ 4.58 ppm ( t )



- 88 -
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Figure50.1H-NMRspectraofP1andP2c.
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P1에 1-chloroethylchloroformate을 반응시켜 얻은 화합물의 1H-NMR 스
펙트럼은 그림 50과 같다.P1의 4.48~4.41ppm에서 나타나는 7-H 피이크가 화학반
응의 결과로 P2c의 스펙트럼에서는 5.50~5.44ppm으로 이동하여 나타나며 6.52~6.46
ppm과 1.89~1.87ppm에서 간격자의 proton에 의해 각각 4중 피이크와 2중 피이크가
새롭게 형성됨으로써 합성여부를 확인하였다.

서로 다른 치환기를 7-C에 갖는 두 파클리탁셀 유도체들의 PEGylation은
PEGylated-P2a의 합성과 동일한 방법을 사용하였다.P2b의 경우 다른 유도체들(P2a
와 P2c)과는 달리 7-C에 도입된 치환기의 말단에 위치한 할로겐이 염소가 아닌 브롬
으로 보다 우수한 이탈성을 갖기 때문에 할로겐 교환반응을 위한 NaI를 사용하지는
않았다.그림 51은 반응이 완결된 후 재결정으로 미반응 파클리탁셀의 유도체들을 제
거한 후 얻은 생성물들의 1H-NMR스펙트럼으로 두 화합물 모두 4.39~3.38ppm에서
mPEG-succinate의 피이크들이 새롭게 생성됨으로써 파클리탁셀 유도체들에 대한
PEGylation여부를 확인하였다.반응정도를 가늠할 수 있는 8.13 ppm 피이크와
3.90~3.38 ppm 피이크의 적분비는 PEGylated-P2b의 경우에 1:243이었으며,
PEGylated-P2c에서는 상대적으로 높은 1:256이었다.PEGylated-P2c에서 나타나는 적
분비의 상대적 증가는 P2c에 대한 mPEG-succinate의 반응성이 다른 유도체들에 비하
여 낮다는 것을 의미하여 이러한 반응성의 감소는 -COO-의 친핵성 공격을 받는 탄소
가 P2c의 경우 2차 탄소로 1차 탄소인 P2a와 P2b에 비하여 큰 입체장애를 갖기 때문
에 나타나는 것으로 생각된다.

최종 프로드럭들을 얻기 위한 과정은 PP7-5000a와 동일하였으며,PP7-5000b
와 PP7-5000c의 경우에도 silyl작용기의 제거반응에서 프로드럭의 가수분해를 동반하
였다.그림 52와 53은 PEGylation에서의 미반응 mPEG-succinate와 silyl작용기 제거
반응에서 가수분해로 생성되는 mPEG-succinate를 제거하기 위해 실시한 반응 생성물
들에 대한 Prep-HPLC크로마토그램으로,주피이크에 대한 분취를 통해 각각 60%와
57%의 수득율에 해당하는 양을 얻었다.
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Figure51.1H-NMRspectraofPEGylated-P2bandPEGylated-P2c.
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Figure52.Prep-HPLCchromatogram ofcrudePP7-5000b.

Figure53.Prep-HPLCchromatogram ofcrudePP7-5000c.
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그림 54와 55는 Prep-LC로 분취를 하여 얻은 시료들의 1H-NMR스펙트럼이
다.0.80ppm과 -0.29ppm에서 보이는 silyl작용기의 TBDM과 관련된 피이크들이 완
전히 사라짐과 동시에 제거반응의 가수분해로 인하여 증가했던 8.13ppm과 3.90~3.38
ppm 피이크의 적분비가 Prep-HPLC를 통해 1:236과 1:234로 감소함으로써 두 프로드
럭 반응물에서 mPEG-succinate의 제거가 효과적으로 이뤄졌음을 확인하였다.

Figure54.1H-NMRspectraofPEGylated-P2bandPP7-5000b.
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Figure55.1H-NMRspectraofPEGylated-P2candPP7-5000c.
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1H-NMR 스펙트럼의 결과를 입증하기 위한 또 다른 실험으로 분취 후 얻은
시료들에 대하여 특정농도에서 UV 흡광도를 측정하였고 측정된 흡광도 값을 농도에
따른 파클리탁셀의 흡광도 값으로 만들어진 검정곡선(그림 42)에 대입하여 프로드럭내
에 포함된 모약의 농도를 계산하였다.그림 56은 6.5610-6M 농도의 PP7-5000b와
8.2310-6M 농도의 PP7-5000c에 대한 UV 흡광 스펙트럼으로 검정곡선을 이용하여
계산한 결과 각각 프로드럭의 순도가 97%와 98%로 1H-NMR스펙트럼의 결과와 일
치하였다.또한 그림 57과 58의 분석용 HPLC크로마토그램을 통하여 두 프로드럭들에
대한 정제가 효율적임을 확인하였다.

Figure56.UV-spectraofprodrugsataspecificconcentration.
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Figure57.AnalyticalHPLCchromatogram ofPP7-5000bafterPrep-HPLC.

Figure58.AnalyticalHPLCchromatogram ofPP7-5000cafterPrep-HPLC.
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333...333프프프로로로드드드럭럭럭의의의 용용용해해해도도도 및및및 가가가수수수분분분해해해

프로드럭들의 물에 대한 용해도 실험결과는 표 5와 같다.파클리탁셀의 물에
대한 용해도(<0.01mg/mL)는 매우 낮지만 합성된 모든 프로드럭들은 400mg/mL이
상의 용해도를 보여 물에 대한 용해도가 크게 향상되었다.이러한 용해도의 큰 증가는
파클리탁셀에 도입된 수용성 고분자인 PEG의 영향에 기인한 것으로,PP7-5000a의 경
우 포함된 파클리탁셀의 함유량으로 환산하면 57mg/mL이상에 해당하는 양을 다른
용제 없이 물에만 용해시킬 수 있음을 의미한다.일반적으로 환자에게 투여하는 파클
리탁셀의 양이 200~500mg인 것을 감안하면 현재 정맥주사용으로 사용되는 제제의 경
우 많은 양의 CremophorEL을 포함하게 되어 과민증을 유발시키기 때문에 과민증을
줄이기 위한 방법으로 환자에게 미리 항히스타민제(antihistamines)와 스테로이드제
(corticosteroids)를 처방하면서 장시간에 걸쳐 서서히 투여하고 있다.용해도 측면에서
합성된 프로로드럭들이 현재 사용되는 조합형 제제를 대신한다면 CremophorEL로
인하여 발생되는 문제점을 원천적으로 제거 할 수 있다.

Table5.Water-solubilityofpaclitaxelandprodrugs.

Compound Amountofdissolving(mg/mL)

Paclitaxel <0.01

PP7-5000a >400

PP7-20000 >400

PP7-5000b >400

PP7-5000c >400
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그림 59는 ratplasma에서 프로드럭의 가수분해로 인한 프로드럭과 파클리탁
셀의 농도변화를 시간에 따라 도표화한 것으로,PP7-5000a와 PP7-5000c의 경우 빠르
게 프로드럭에서 파클리탁셀로 전환되어짐을 알 수 있다.프로드럭의 농도에 로그값을
취해 시간에 따른 변화에 대해서 도시하면 그림 60과 같은 직선의 그래프를 얻을 수
있으며,이 직선의 기울기로부터 반감기를 구하여 표 6에 나타내었다.
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Figure59.Hydrolysisofprodrugsinratplasma(%Conc.vs.Time).
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Figure60.Hydrolysisofprodrugsinratplasma(ln[%Conc.]vs.Time).

Table6.Enzymatichydrolysisrateofpaclitaxelprodrugsinratplasma.

a)USpatent5,648,506.

Prodrug T1/2Hydrolysisinratplsma
(pH 7.3)

Taxol2'-PEG diestera) 1.6hr
Taxol2'-PEG monoestera) >7hr
PP7-5000a 0.94min
PP7-5000b 42.7min
PP7-5000c 1.12min
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단순 ester결합으로 이루어진 PEG-파클리탁셀 프로드럭의 경우 가수분해 반
감기가 7시간 이상으로 매우 느리게 가수분해가 일어나는 반면 self-immolationg간
격자를 갖는 프로드럭들은 반감기가 0.94~42.7분으로 ratplasma에서 빠르게 가수분해
되었으며,간격자내에 methylene구조를 갖는 PP7-5000a와 PP7-5000c가 ethylene구
조를 갖는 PP7-5000b보다 상대적으로 빠른 가수분해 반감기를 보였다.그림 15와 그
림 61의 가수분해 기전을 통해 알 수 있듯이 단순 ester결합의 프로드럭에서는 말단에
형성된 -COO-의 친핵성 공격이 파클리탁셀의 구조적인 입체장애를 받지만,self-
immolating간격자를 포함하는 프로드럭들에서는 간격자의 carbonate작용기의 탄소로
보다 용이한 친핵성 공격이 가능하여 입체장애를 받지 않기 때문에 빠르게 가수분해
되어진다.이와 같은 빠른 가수분해는 환자에게 투여 시 프로드럭에서 항암활성이 큰
모약으로의 전환이 빠르게 이루어짐을 의미하는 것으로 느린 가수분해 때문에 신장을
통해 프로드럭 상태로 제거됨으로써 나타나는 약효감소를 최소화할 수 있어 보다 좋은
약효를 기대할 수 있다.

Figure61.Hydrolysismechanism ofPP7-5000a.
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정맥주사를 통한 약물의 처방에 있어 약물의 주사용수에서의 안정성 역시 중
요한 사항으로 증류수와 PBS에서 PP7-5000a의 비효소적 가수분해 속도와 수용액에
서의 pH의존 관계를 조사하여 표 7과 그림 62에 나타내었다.Ratplasma에서 매우
빠른 효소적 가수분해를 보였던 PP7-5000a이지만 PBS와 증류수에서는 가수분해 반감
기가 각각 26.7시간과 201.5시간으로 비효소적 가수분해는 느리게 일어나며 pH가
4.5인 약산성에서 가장 안정함을 보였다.느린 비효소적 가수분해에 따른 주사용수에서
의 프로드럭의 안정성은 정맥주사를 통한 약물의 처방 시 가수분해로 인한 주사용수에
서의 파클리탁셀의 침전을 막을 수 있어 PP7-5000a의 경우 주사용수에서 약물의 불안
정에 따른 문제점은 발생하지 않음을 확인하였다.

Table7.Non-enzymatichydrolysisrateofprodrugs.

a)USpatent5,648,506.

Prodrug
T1/2Hydrolysis(hr)

PBS(pH 7.3) DistilledWater(pH 6.8)
Taxol2'-PEG monoestera) >96 >96
PP7-5000a 26.7 201.5
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333...444PPPPPP777---555000000000aaa의의의 BBB111666///FFF111000흑흑흑색색색종종종 세세세포포포에에에 대대대한한한 항항항전전전이이이능능능

프로드럭의 항전이능 평가실험은 합성된 프로드럭들 중 가장 빠른 가수분해
특성을 보이는 PP7-5000a를 선정하여 표 8과 같이 비교군과 실험군으로 분류하여 실
시하였다.

Table8.Studydesignoftheanti-metastaticpotentialtestofPP7-5000a.

a)administeredintravenously,oncedailyfor10daysstartingonDay-2.(Micereceived3105

B16/F10cellsintravenouslyonDay-0.)
b)formulatedin0.9% w/vsalineoneachdayofdosing.

그림 63은 C57B/6mice에 3105개의 B16/F10흑색종 세포들(melanomacells)
을 정맥주사한 후 2일째 되는 날부터 10일간 약물을 처방(1일 1회)하고 세포주입
14일째 되는 날 종양세포들이 폐로 전이하여 형성되는 흑색종 군락(melanomalung
colony)의 수를 도표화한 것으로 그 결과는 표 9와 같다.항암제를 투입하지 않은
vehicle의 경우 폐로 전이하여 형성된 군락의 수가 141.414.16개이지만 5mg/kg에
해당하는 프로드럭을 처방하게 되면 관찰된 흑색종 군락의 수가 106.712.38개로
vehicle만을 주입한 경우와 비교할 때 24.5 %의 감소율을 보임으로써 전이하는
B16/F10흑색종 세포에 대한 프로드럭의 항암효과를 확인 할 수 있었다.또한 프로드
럭의 투여량을 2배로 증가시킬 경우 흑색종 군락의 수가 84.8310.28개로 40.0%의

Group Treatmenta) Dose
1 Vehiclecontrol(0.9% w/vsaline) 10mL/kg
2 PP7-5000a 5mg/kgb)

3 PP7-5000a 10mg/kgb)

4 Paclitaxel 5mg/kg

5 Untreatedcontrol(nomelanomacellinjection;
notesttreatment) -
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감소율을 보여 정맥주사한 프로드럭의 양이 증가할수록 전이하는 B16/F10흑색종 세
포에 대한 항암효과가 증가함을 확인하였다.파클리탁셀을 5mg/kg투여한 실험군의
46.9%의 감소율과 비교할 때 프로드럭을 처방한 두 실험군 모두 파클리탁셀 실험군
보다 감소율이 낮지만 실제 프로드럭내에 포함된 파클리탁셀의 양이 프로드럭 실험군
들의 경우 각각 0.71mg/kg과 1.42mg/kg인 것을 고려하면 약효가 감소하였다고 볼
수 없다.파클리탁셀의 양을 기준으로 투여한다면 오히려 모약인 파클리탁셀보다 더
우수한 항암효과를 기대할 수 있다.폐의 무게를 조사하여 도표화한 그림 64와 그 결
과를 나타낸 표 10에서도 동일한 결과를 보였다.

Figure63.TheeffectofPP7-5000aandpaclitaxelonthedevelopmentof
B16/F10melanomalungcoloniesinC57BL/6mice.



- 104 -

Table9.TheeffectofPP7-5000aandpaclitaxelonthedevelopmentof
B16/F10melanomalungcoloniesinC57BL/6mice.

Dataareexpressedasmean s.e.mean.
a) 0.01,comparedtovehicle(ANOVA andDunnett'stest).

Figure64.TheeffectofPP7-5000aandpaclitaxelonthelungweightof
C57BL/6micefollowingi.v.administrationofB16/F10
melanomacells.

Group Treatment Intravenous
Dose ColonyCount % Reduction

1 Vehicle
(0.9% w/vsaline) 10mL/kg 141.4 14.16 -

2 PP7-5000a 5mg/kg 106.7 12.38 24.5
3 PP7-5000a 10mg/kg 84.83 10.28a) 40.0
4 Paclitaxel 5mg/kg 75.12 12.05a) 46.9
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Table10.TheeffectofPP7-5000aandpaclitaxelonthelungweightofC57BL/6
mice following i.v. administration of B16/F10 melanoma cells.

Dataareexpressedasmean s.e.mean.
a) 0.01,comparedtovehicle(ANOVA andDunnett'stest).

PP7-5000a의 증가된 항암활성은 파클리탁셀과 컨쥬게이트를 형성하는 PEG에
의한 파클리탁셀의 순환수명(circulatinglifetime)의 증가와 프로드럭의 암세포와의 특
정 상호작용에 기인하는 것으로 예상된다.파클리탁셀의 순환수명에 가장 큰 영향을
주는 요인은 대사작용과 신장등을 통한 제거이다.투여된 전체 파클리탁셀의 약 50%
에 해당하는 양은 간의 cytochromeP450효소들(CYP3A와 CYP2C)에 의한 대사과정
을 통해 제거되며 5~10%에 해당하는 양은 대사작용을 거치지 않고 신장을 통해 소변
으로 제거된다고 알려져 있다.129~132)이러한 순환수명과 관련된 파클리탁셀의 약효감소
이외에도 세포내에 존재하고 있는 다중약물 전달제(multidrug transpoter)인 P-gp
(P-glycoprotein)에 의해 발생되는 세포의 내성과 연관된 약효감소도 예상할 수 있다.
P-gp는 파클리탁셀과 같이 소수성인 약물이 세포내에 축적되는 것을 막기 위해 세포
밖으로 약을 방출시키는 역할의 수행하는데,약물의 농도가 증가할 수 록 세포의
P-gp의 이러한 제거능력은 증가하게 되며 결국 P-gp의 능력이 증가된 세포는 약물에
내성을 갖는 세포를 복제하게 되어 약물의 약효는 감소하게 된다.133~135)하지만 프로드

Group Treatment Intravenous
Dose

LungWeight
(mg) % Reduction

1 Vehicle
(0.9% w/vsaline) 10mL/kg 282.5 16.53 -

2 PP7-5000a 5mg/kg 277.9 11.42 1.6
3 PP7-5000a 10mg/kg 263.8 11.06 6.6
4 Paclitaxel 5mg/kg 228.0 10.19a) 19.3

5 Untreated
Control n/a 191.2 9.95a) 32.3
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럭인 PP7-5000a의 경우,고분자인 PEG에 의한 구조적 구름(conformationalcloud)형성
으로 cytochromeP450효소들의 대사작용에 따른 파클리탁셀의 약효감소를 최소화할
수 있으며,또한 친수성인 PEG에 의한 영향으로 파클리탁셀의 소수성때문에 나타나는
P-gp에 의한 파클리탁셀의 방출현상을 감소시켜 모약인 파클리탁셀보다 우수한 항암
효과를 보이는 것으로 생각된다.

PEG에 의한 파클리탁셀의 순환수명의 증가와 약물에 대한 세포의 내성감소
및 암세포와의 친화력에 관련된 프로드럭의 약효증가의 정확한 원인을 밝히기 위해서
는 체계적인 약동력학적(pharmacokinetic)연구가 필요로 되지만 본 연구의 결과에 의
하면 self-immolating간격자를 포함하는 파클리탁셀 프로드럭은 물에 대한 용해도와
약효 측면에서 현재 사용되는 파클리탁셀 제제를 충분히 대체 가능하리라 기대된다.
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제제제 444장장장 결결결 론론론

우수한 항암효과에도 불구하고 물에 대한 낮은 용해도로 인하여 환자에 대한
처방법에 제한이 있을 뿐만 아니라 여러 부작용을 동반하는 파클리탁셀의 문제점을 해
결하기 위해 본 연구에서 실시한 새로운 수용성 파클리탁셀 프로드럭의 합성과 그 프
로드럭의 가수분해에 따른 모약의 방출 및 암세포에 대한 항전이능 특성에 대한 결과
는 다음과 같다.

1.파클리탁셀의 물에 대한 용해도를 증가시키기 위해 수용성 고분자인
mPEG을 이용하였으며,프로드럭로써의 효율인 모약의 방출속도를 빠르게 하기 위해
mPEG과 모약인 파클리탁셀 사이에 여러 종류의 self-immolating간격자를 도입하여
새로운 수용성 파클리탁셀 프로드럭들을 합성하였다.

2.합성의 용이성과 수득율의 증가를 위해 파클리탁셀 유도체의 PEGylation
과 파클리탁셀의 2'-OH에 도입된 silyl보호 작용기의 제거 순서를 변화시키면서 합
성경로 1과 2로 구분하여 프로드럭을 합성하였다.2'-OH가 silyl작용기에 의해 보호
된 유도체들에 대한 PEGylation(합성경로 2)은 60%이하의 수득율을 보이는 보호되지
않은 상태의 유도체에 대한 PEGylation(합성경로 1)보다 높은 95%의 수득율을 보였
다.이는 2'-OH 작용기의 존재유무에 따른 결과로 합성경로 1의 경우 mPEG-
succinate의 친핵성 치환반응이 2'-O-로 인하여 영향을 받기 때문이다.마지막 단계인
silyl작용기의 제거반응에서 가수분해에 따른 프로드럭의 손실을 감안하더라도 높은
수득율의 PEGylation으로 인하여 합성경로 2의 경우 최종 프로드럭의 수득율이 78%
로 향상됨을 확인 할 수 있었다.

3.프로드럭 분자내에서 mPEG이 상대적으로 많은 비율을 차지하기 때문에
프로드럭의 물성이 mPEG과 유사하여 추출이나 재결정등과 같은 간단한 조작으로 프
로드럭을 정제하기에는 어려움이 있어 Prep-HPLC를 사용하여 정제하였다.시간에
따라 용매의 조성에 변화를 주어 실시한 Prep-HPLC로 높은 순도(99%)의 프로드럭
을 얻을 수 있었다.

4.합성된 모든 프로드럭들의 물에 대한 용해도는 400mg/mL이상 이였다.프
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로드럭내에 포함된 파클리탁셀의 해당량을 계산하면 PP7-5000a의 경우 57mg/mL로
파클리탁셀의 0.01mg/mL이하에 비해 물에 대한 용해도가 크게 향상되었다.

5.프로드럭의 효율과 관련된 ratplasma에서의 효소적 가수분해는 self-
immolating간격자가 도입됨으로 인하여 가수분해 반감기가 PP7-5000a의 경우 0.94
분으로 단순 ester결합의 7시간에 비하여 매우 짧아졌으며 간격자의 종류에 따라 간
격자내의 구조적 영향으로 가수분해속도가 변화하였다.이로써 간격자의 구조적 변화
를 통해 프로드럭의 가수분해속도를 조절할 수 있음을 확인하였다.또한 느린 비효소
적 가수분해와 주사용수에 대한 안정성으로 인하여 제제로서의 활용이 가능함을 알 수
있었다.

6.B16/F10흑색종 세포를 주입한 C57BL/6mice에서의 PP7-5000a와 파클리
탁셀의 항전이능 평가를 위한 동물 실험에서 PP7-5000a를 10일 동안 5mg/kg(1일
1회)씩 처방한 실험군은 vehicle(0.9% w/vsaline)만을 주입한 경우와 비교하였을 때
폐로 전이하여 형성된 흑색종 군락의 수가 24.5% 감소하였으며,투여한 양을 10
mg/kg으로 증가시키면 감소율도 40.0%로 증가함을 보여 PP7-5000a의 항전이능을 확
인할 수 있었다.또한 파클리탁셀을 5mg/kg투여한 실험군의 46.9%의 감소율과 비
교할 때 실제 프로드럭내에 포함된 파클리탁셀의 양이 프로드럭 실험군들의 경우 각각
0.71mg/kg과 1.42mg/kg인 것을 고려하면 모약인 파클리탁셀 보다 약효가 증가함을
예상할 수 있으며,이러한 약효의 증가는 PEG에 의한 파클리탁셀의 순환수명의 증가
와 약물에 대한 세포의 내성감소 및 암세포와의 친화력에 기인하는 것으로 생각된다.
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