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ABSTRACT

Synthesisofnaphthoquinonederivatives

asalgicidesagainstharmfulalgalspecies

DaeHeungByeon

AcademicAdvisor:Prof.ChoHoon,Ph.D.

Departmentofenergyconvergence

GraduateSchoolofChosunUniversity,SouthKorea

Quinonesarewidely distributed in natureand play essentialbiological

roles.Theyalsooccurassubstancesofpotentialtoxicologicalsignificance

inenvironmentalpollutants,andsomeareusedasanticancerdrugs.Chronic

exposuretoquinonesismutagenictoculturesofeukaryoticcellsandmay

cause cell death. Considerable interest has been focused on quinone

compounds especially,quinone moieties are present in many drugs a

backbone structure,such as anthracyclines and mixtoxantrones used as

antitumoragentandalgicides.

Harmful algal blooms (HABs) can occur when certain types of

microscopicalgaegrow quicklyinwater,formingvisiblepatchesthatmay

harm thehealth oftheenvironment,plants,oranimals.Green tidealgae

causesevereproblems,suchashinderingboattraffic,blockingapproaches,

obstructing wash processes and catching cavities,creating unattractive

foulsmellingloadsandkillingnaturalbiota.Manyscientistshaveconducted

physiologicalandecologicalstudiesinthehopeofreducingtheextentof

damagetofisheriescausedbyHABs.Theapplicationofclaycantreatthe

environmentalproblemsbutthetoxinsreleasedfrom flocculatedcellsand
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theadverseeffectonotherorganisms.

Therefore,designofecologicalsafeandselectivealgicideshasbeenan

evolvingresearchtopic.Inthisresearch,wesynthesized30naphthoquinone

(NQ) derivatives and invitro inhibitory activity was measured against

microalgae.Allthesynthesizedcompoundswereshowedinvitroinhibitory

activityforharmfulalgicides(Microcysticaeruginos,Anabaenaflos-aquae,

Cyclotellameneghiniana,Stephanodiscushantzchii),whilenonharmfulalgae

(Scedesmus obliguus and Chloreua vulgaris) were comparatively less

affectedbytheseNQ derivatives.Inparticular,compounds3,4,14,15,16,

19and20werethemostpotentagainst7categoriesharmfulalgicidieswith

IC50lowerthan1μM.Especially,compound19wasextremelycompetentand

selectiveinhibitorsagainstspecieswith IC50 valuesranging from 0.08to

0.162μM.
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Ⅰ.서 론

녹조는 부영양화 된 호소 (호수,늪,소택,습원 등)나 유속이 느린 하천에서 부유성

의 조류가 대량 번식하여 수 표면에 막층 또는 플락을 형성하여 물빛이 현저하게 녹색

또는 적갈색으로 변화하는 현상 (Fig.1)을 가리키는 말이기도 하고 물색을 녹색으로

변화시키는 원인 담수 조류군을 일컫기도 한다 [1].

Fig.1.Harmfulalgal(Microcystis aeruginosa)blooms.(Nakdong river,South

Korea).Sourcefrom http://www.idomin.com/news/articleView.html?idxno=415900

녹조현상을 일으키는 조류는 특정한 종만이 존재하는 것이 아니라 다양한 종류의 조

류에 의해 발생 된다 [2,3].남조류와 규조류가 녹조현상 발생의 주요 원인이며,지역

에 따라 와편모조나 소형 cryptomonad등이 원인일 수 있다 [4].(Table.1)
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Season

Station
Spring Summer Autumn Winter

Paldang

reservoir

Cyclotella

(diatom)

Cryptomonas

(chlorophyta)

Microcystis

(cyanobacteria)

Cyclotella

(diatom)

Melosira

(diatom)

Cyclotella

(diatom)

Daechung

reservoir

Asterionella

(diatom)

Microcystis

(cyanobacteria)

Oscillatoria

(cyanobacteria)

Melosira

(diatom)

Synedra

(diatom)

Synedra

(diatom)

Asterionella

(diatom)

Nakdong

River

Stephanodiscus

(diatom)

Synedra

(diatom)

Oscillatoria

(cyanobacteria)

Microcystis

(cyanobacteria)

Melosira

(diatom)

Stephanodiscus

(diatom)

Juam lake
Asterionella

(diatom)

Microcystis

(cyanobacteria)

Uroglenopsis

(Chrysophyta)

Asterionella

(diatom)

Table.1.Dominantalgalspeciesinobservablemajorkorea'sriversandreservoirs.

녹조현상의 발생원인은 다음의 4가지 주요 원인으로 요약 할 수 있다.(1)질소

(N)와 인 (P)등의 과도한 영양염 유입 (녹조현상의 가장 중요한 직접발생 원인은 수

체 내 과부하 된 인,질소 등의 영양염류의 농도,즉 부영양화 때문이라고 할 수 있다)

[5].(2)높은 표층 수온 (녹조 원인생물에 따라 최적 성장을 위해 요구되는 빛의 강도

나 수온은 제각각이기 때문에 주의를 요할 필요가 있다.일반적으로 여름철에 우리나

라 대부분의 정체성/폐쇄성 수계에서 녹조를 발생시키는 남조류의 경우는 상대적으로

강한 빛과 높은 온도를 요구하지만 저온 갈수기 때 녹조를 일으키는 와편모조류 또는

규조류 의 경우는 상대적으로 낮은 빛과 온도만을 요구하기 때문이다)[6].(3)체류시

간의 장기화와 수층의 성층화 (수체의 체류시간이 길수록 녹조생물이 대번식할 수 시

간을 주기 때문에 체류시간은 중요한 원인이 된다)[7].(4)호소 내 과도한 유기물의

양 (하천/호소 내 유기물의 양의 증가는 미생물에 의한 분해 작용으로 잠재적인 영양
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Methods Substances

In-lakephosphorus

precipitation

Prerequisitesforlasting successarelow external

loading, sufficient depth to prevent sediment

resuspensionduetowindevents,andadequatechoice

of flocculants (Sas, 1989). Experiments with

precipitation of phosphorus have been undertaken

with aluminium sulphate, ferric salts (chlorides,

sulphates),ferric aluminium sulphate,clay particles

andlime[asCa(OH)2andasCaCO3].

Sedimentdredgingand

phosphorusbinding

Optionsformeasurestocounteractsedimentrelease

areremovalofsediment(dredging)ortreatmentto

bindphosphorus.Sedimenttreatmentsaim attrapping

phosphorusin thesediment,eitherby oxidation to

insoluble iron compounds,or by adsorption onto

염으로 전환이 가능하기 때문에 중요하다)[8].녹조현상은 수질 부영양화의 상징적인

현상으로 심한 이취미를 유발시키며 독성물질을 생성하는 등 수자원으로서의 가치는

물론 전체 수중 생태계의 균형과 질서를 파괴한다.그로 인한 사회적 피해 현상으로는

다음과 같다.첫째,착색 또는 스컴 형성,죽은 물고기 등으로 시각적인 불쾌감 유발

및 레크레이션 활동의 저해.둘째,독소에 의한 인체 및 가축의 건강 손상,악취로 불

쾌감 유발 [9].셋째 생태계 파괴로 인하 토종 동물의 사멸 또는 서식처 이동,개체군

변화,먹이 손실 [4].넷째 레크리에이션 활동 및 여행의 저하로 인해 지역 경제적 손

실,농업용수,산업용수 부족으로 인한 경제적 손실 [10].다섯째 독소물질에 의한 가축

이나 야생동물의 폐사,대량 증식한 조류의 분해 동안 수중 용존산소 감소로 인한 물

고기 및 수중생물의 폐사 [11].여섯째,경제적 가치가 있는 종들(연어류와 송어류)에

악취 발생 등이 있다 [12].

녹조제어 기술은 크게 기계 ·물리학적,화학적,생물학적 제어방법 또는 복합적 제

어방법으로 구분할 수 있다.(Table.2)

Table.2.Internalmeasuresfornutrientandalgalbloom control[3,4,9,13].
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calcium carbonateorclayparticles.Duringthepast

two decades, broad experience collected with

numerousfailuresand a few successfulcaseshas

shownthateffectivetreatmentrequirescarefuldesign

on the basis of profound understanding of the

sedimentchemistryandhydrologyofthewaterbody

to be treated.Oxidisation may be achieved by

aeration,artificialmixing,ortheintroductionofpure

oxygen.Itappearstobemosteffectiveifachieved

with nitrate,which transports more oxygen and

penetratesmorereadilyintosediments.

Withdrawalofbottom

waterfrom the

hypolimnion

In thermally stratified eutrophic lakes,phosphorus

accumulatesin thehypolimnion (cold bottom water

layer)duringsummerstagnation,partlyfrom settled

organicmaterialoriginatingintheupperwaterlayers

and,in many lakes,largely from the release of

sediment-boundphosphorusunderanoxicconditions.

Althoughmostnaturaloutflowsdrainsurfacewater,

itisoftenpossibletodam thenaturaloutflow andto

abstracthypolimneticwaterinstead(Olzewski,1961).

Thisisespeciallyeasytoapplytoreservoirsandcan

reduce in-lake concentrations significantly.In the

Swiss Mauensee the biomass of Planktothrix

rubescenswasreducedfrom 152gm
-3
to42gm

-3

usingthisapproach(Gähter,1976).

Reductionbyflushing

Flushingwithwateroflow phosphorusconcentrations

can greatly reduce externalinputs and willalso

acceleraterecoveryfrom internalloadingbyremoving

in-lake phosphorus which would otherwise be

recycledforanumberofgrowingseasons.
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Successful examples are Veluwemeer in the

Netherlands(Sas,1989)andMosesLakeintheUSA

(Welch etal.,1972).However,this measure also

implies a relocation ofthe phosphorus to another

waterbody,andthisimpactmustalsobeevaluated.

Hydrophysicalmeasures

Algae show different"strategies" ofsurvivalin

competition against other algae. Many of these

strategies are adapted to specific hydrophysical

conditions.Changing theseconditionsmay therefore

substantially reduce the success of these algal

"ecostrategists"andallow otherphytoplanktonspecies

to become dominant.This approach can be an

effectivetemporary,supplementarymeasurealongside

reductionofexternalinputsofnutrients,particularly

if inlake nutrient concentrations have declined to

valuesaroundthethresholdwheresuccessmaybe

expected.Insomecases,whereeutrophicationlevels

cannot be decreased, permanent installation of

hydrophysicalmeasurescanbeasolution(Visseret

al.,1996).

A number of mixing projects have been

unsuccessfulbecausetheseprincipleswereneglected.

Manysystemsarenow onthemarket,providedby

differentengineeringcompanies.Engineeringexpertise

issufficientlydevelopedtodesignsystemsthatcan

meetthehydrophysicalrequirements.Caremustbe

taken,however,toselectcompetentcompanies,andto

planthemeasuretomeettheecologicaltargetssetin

combatingcyanobacterialblooms.

Biomanipulation Biomanipulationincludesarangeoftechniquesthat
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influencealgalgrowthbymanipulationofpartsofthe

food web of a lake.Examples are removal of

planktivorous and benthivorous fish populations,

providing refuges for zooplankton and introducing

predatoryfishsuchaspike(Esoxlucius)inorderto

decimate planktivorous fish populations, and

introducingsubmergedaquaticplantstocompetewith

phytoplanktoninconsumingnutrients(Kitchell,1992).

Thesetechniquesaim atstimulating thegrowthor

presence ofphytoplankton-grazing organisms orof

phytoplanktoncompetitors.

A disadvantageofbiomanipulationisthatnotall

phytoplankton species are eaten efficiently by

predators.Stimulatingthepredatorswithoutreducing

concentrations of phytoplankton nutrients may

stimulatedominanceofinediblephytoplanktonspecies,

suchascolony-forming(Microcystis,Aphanizomenon)

orfilamentouscyanobacteria(Planktothrix agardhii),

orthegreenalga,Enteromorpha.Highnutrientlevels

may also stimulate the growth ofepiphytic algal

specieswhichgrow onthesurfacesofmacrophytes

andsuppresstheirdevelopment.

Algicides

Algicides,especially copper sulphate,have been

usedratherwidelyinsomeregionstokillprevailing

cyanobacterialblooms.AsaresultofthePalm Island

catastrophe,itwasestablishedthatlysineabloom

may exacerbateproblemsbecausetoxinspreviously

contained within the cells are liberated and pass

throughdrinkingwaterfiltersfarmorereadilythan

toxinswithinintactcells(Lam etal.,1995).
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Nevertheless, preventative treatment at the

beginning ofbloom developmenthas been widely

used(Cameron,1989)andmaybenecessary.

Barleystraw

The use of decomposing barley straw for the

controlofcyanobacteria and microalgae has been

investigatedrecently(Welchetal.,1990;Jelbart,1993;

NewmanandBarrett,1993;EverallandLees,1996).

Theinhibitoryeffectsweresuggestedtobedueto

antibioticproduction by thefungalflora orto the

releaseofphenoliccompoundssuch asferulicacid

and fcoumaric acid from the decomposition ofthe

straw cell walls. A reduction in cyanobacterial

populationshasalsobeenreportedinreservoirtrials

afterapplyingbarleystraw (EverallandLees,1996)

andarecentfull-scalefieldtrialhasbeencarriedout

inapotablesupplyreservoirandwascreditedwith

reducing regularsummercyanobacterialpopulations

(Barrettetal.,1996).

Thereareconflicting datafrom Australiaon the

effectsofbarleystraw.Jelbart(1993)failedtofind

anyinhibitoryeffectswithextractsofrottingstraw

on Microcystis aeruginosa isolates.Cheng et al.

(1995)also found no algicidaloralgistatic effects

from barley straw overa six month period in a

comprehensivefieldtrialin six experimentalponds.

These contradictory findings and the unknown

identity ofthe inhibitory factors in rotting barley

straw indicatethatstraw-dosing isstilltoopoorly

understood to recommend for reliable use as a

cyanobacterialcontrolmeasure.



- 8 -

Otherapproaches

A market for rapid and cheap water resource

protection and restoration methods is evolving.In

Europe,poorly validated methods for reduction of

cyanobacterialand phytoplankton growth are being

advertised,someofwhicharequestionable.Insome

cases,transientsuccesswasactuallyduetonatural

seasonal"clear water" phenomena.Although new

approaches require field testing as part of

development,independentverificationoftheirsuccess

canreasonablyberequestedoftheirpromotersprior

tomarketing.Publichealthofficersandotherpublic

authorities are trained in other fields than

environmentalsciencesandrarelyhavetheexpertise

to judge restoration proposals. Review by

environmental authorities or experts is therefore

desirablepriortoinvestment.

기계 ·물리학적 제어방법은 태양광 차단,산소공급/대류,여과,초음파/오존,전기분

해,녹조생물의 기계적 수거 등 물리적인 방법을 주체로 하는 제어방법이고,화학적 제

어방법은 천연물에서 추출한 물질 또는 화학물질을 첨가하여 질소 (N)와 인 (P)같은

영양염 또는 녹조생물을 응집ㆍ침전,산화제 투입에 의한 유기물 산화 등을 통해 제거

하는 제어방법이며,마지막으로 생물학적 제어방법은 수계 중 미생물을 집적시켜 생물

에 의한 유기물의 분해ㆍ산화,특정 수생 생물에 의한 수계 중 영양염류의 흡수 제거

하는 방법과 녹조생물을 특이적으로 분해 또는 섭식하여 제거하는 미생물과 어패류를

살포하여 제거하는 방법 등으로 구분할 수 있다 [3,4,9,13].그 외에도 준설 및 도포

의 방법과 영양염의 유입을 차단하거나 과잉의 영양염을 제거 또는 희석 하는 방법을

통해 녹조를 사전예방 할 수 있는 방법 등도 자주 사용된다 [14,15,16,17].

현재 일반적으로 가장 많이 사용되는 방법 중 하나인 응집제를 사용하는 녹조제어

기법은 황토,세라믹 (ceramic),점토광물 (claymineral),보크사이트 (bauxite),숯

(charcoal),활성부식토 (activemold),산화철 (oxidizedsteel),산화칼슘 (oxidizedCa),
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산화마그네슘 (oxidizedMg),제올라이트 (zeolite)등의 원재료를 부영양화 된 수계 또

는 녹조가 발생한 수계 내에 살포하여 영양염류,조류독소 및 녹조생물을 응집/흡착

시켜 제거하는 방법이다 [13,17].상기 화학제재는 빠르고 검증된 녹조제어 효과를 나

타낸다.국내에서 구입이 용이하지만 침전슬러지 처분이 요구되고 일회성의 효과만을

보이기 때문에 지속적인 살포 관리가 필요하다.또한 부유물질 (suspendedparticles)

및 탁도 (turbidity)가 증가한다.특히 최근에는 원재료의 단독사용보다는 다양한 무기

재료 또는 화공약품을 처리하여 효율을 높인 개선제를 선보이고 있다.그 대표적인 예

가 미국 PhoslockWaterSolution사에서 만든 Phoslock®제품이다 [18].(Fig.2)

Fig.2.Poslock being applied to canning river,austrailaria (B).Phoslock is

bentonite which has been modified through theintroduction oftherareearth

elementlanthanum intoitsclaystructure(A).Sourcefrom http://www.phoslock.

com.au/index-usa2.php,©PhoslockWaterSolution.

영양 염,조류독소,유해조류 및 세균 등의 제거에 탁월한 효율을 가지고 있지만 상

대적으로 가격이 비싼 단점이 있다.주로 해양 적조/담수녹조 발생 시 그 효과가 입증

되었으며 전통적으로 해양에서 가장 많이 사용하는 방법이다.담수에서는 미국

medical호,스웨덴 lang호 등에 적용사례가 있었다 [19].그 외 중국과 일본의 연구

자들에 의해 녹조가 발생하는 호수나 기수역을 대상으로 살포한 예들이 있다 [20].중

국에서 Yu등이 1994년 이후로 담수 연못과 호소에서 발생하는 녹조를 제어하기위해

clay를 살포하고 있다.한 예로 m2당 clay를 188kg씩 총 48km2의 면적에 살포하여

효과를 본 기록이 있다 [21].국내 호소와 하천에 황토살포 예는 거의 없으나,2007년
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여름에 발생하여 6년 만에 가장 큰 피해를 준 경남지역의 적조 제어를 위해 해경에서

황토를 살포하였으며 매년 국내 적조를 제어하기 위한 방법으로 황토의 살포가 이루어

지고 있다.(Fig.3)

Fig.3.Yellow claysprayedaroundfishcagesforbythesprinkler(B)inSouth

Korea(A).Sourcefrom http://www.nfrdi.re.kr©2007,NFRDI(Nationalfisheries

ResearchandDevelopmentInstitute)

살조제 또한 응집제만큼 많이 사용되고 있는 녹조제어방법 중 하나이다.녹조생물을

직접 제거하는 화학물질로서 황산구리 (cupersulfite),활성알루미나 (activealumina),

중탄산나트륨 (sodium bicarbonate),이산화티탄 (titanium dioxide),유황 (sulfer),클로

라인 (chlorine),수산화마그네슘 (magnesium hydroxide),산화아연 (zincoxide)등의

화공약품을 사용하거나 식물과 과일,미생물 등 천연물로부터 화학물질을 추출하여 수

체에 직접 뿌려 녹조를 제어하는 방법이다 [2,4,9,22].상기 방법 또한 빠르고 검증

된 녹조제어 효과를 나타낸다.그러나 상기의 방법은 침전슬러지 처분이 요구되고 일

회성의 효과만을 보이기 때문에 지속적인 살포 관리가 필요하다.일부 약품은 고가이

므로 비용이 소요될 뿐 아니라 난분해성 물질일 경우 저니토에 축적되거나 먹이사슬을

통해 생물축적을 발생시켜 독성현상을 발생시키는 등 2차 오염문제를 발생할 수 있다.

따라서,본 연구에서는 앞에서 제시된 많은 한계점을 극복하여,실제 녹조현장에 적

용하기 위한 기법으로,미생물 추출 유래물질을 기반으로 생태계에 가장 친환경적인

새로운 녹조제어 기법을 개발을 목표로 하였다.

Naphthoquinone유도체는 다양한 식물 추출물과 미생물에서 생산된다.quinone은
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자연에서 산화-환원반응에 이용되며,α(1,4)-naphthoquinone과 β(1,2)-naphthoquinone

으로 나뉜다.두 구조는 색소로서 천연에 많이 존재하는 것은 α체이다.α(1,4)-naphtho

quinone은 고대 이집트부터 색조 화장품으로 식물성 염료로 사용되어 왔으며,비타민

K와 동일한 기본구조를 가지고 있다.또한 항암물질로 연구된 의약품의 원료로 사용

되고 있다.또한 살균제로도 이용되며 이 외에 고무 및 폴리에스터수지에 대한 중합조

절제로도 사용되고 있다.β(1,2)-naphthoquinone은 시약 및 중간체로서 쓰인다.

Naphthoquinone의 분자식은 C10H6O2이며,α(1,4)-naphthoquinone은 노란색 결정으

로,녹는점 126℃이며,100℃ 이하에서 승화한다.β(1,2)-naphthoquinone은 황금색 결

정으로 녹는점 145〜147℃이고,α체와 β체는 모두 피부에 자극성이 있다.(Fig.4.)

Fig.4.Chemicalstructuresofα(1,4)-naphthoquinone(a)andβ(1,2)-naphthoquinone

(b).

이 화합물은 두 개의 케톤이 방향족 고리에 치환된다.독성학적 관점의 생물학적 시

스템에서 자신의 반응성에 부여하는 두 가지 주요 화학적 특징을 지닌다.산화제이고

친전자체 속성의 상대적 기여도는 특정 치환기 효과의 화학 구조에 의해 영향을 받는

다.자연적으로 발생하는 quinone의 항암활동은 benzoquinone,naphthoquinone,anthra

quinone등의 세 가지 그룹에 의해 대부분 보여 진다.(Fig.5.)
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Fig.5.Chemicalstructureof1,4-benzoquinone(a),1,4-naphthoquinone(b)and

9,10-anthraquinone(c).

Anthraquinone,doxorubicin,daunorubicin은 anthraquinone의 일부로 구성된 반면,

mitomycin과 streptonigrin은 헤테로고리기의 p-benzoquinone로 구성되어있다.이러한

lapachol과 lapinone같은 일부 naphthoquinone의 항생물질은 종양세포에 강력한 독성

을 나타낸다 [23].거의 300개의 다른 구조 형태를 가지는 naphthoquinone유도체는

식물,박테리아,균류로 구분할 수 있다.이러한 자연발생화합물은 오랜 민속의학에서

사용되었으며,최근의 연구는 기생충과 항암제등 모두 천연 및 합성 naphthoquinone의

치료가치를 입증하였다 [24,25].

  1999년,천연 naphthoquinone의 이성질체인 alkannin과 shikonin은 항균성,항염증을

포함한 강력한 약물로 생물학적 활동범위에서 제약 준비를 위한 유효한 구성요소를 갖

는다.식물에서 기원된 이성질체 alkannin과 shikonin은 alkannatinctoria과 litho-

spermum erythrorhizon의 식물 뿌리에서 주로 발견된다.또한 그것은 L1210세포에

대하여 강한 세포독성을 발현함을 알 수 있었다.(Fig.6.)

Fig.6.Chemicalstructuresofalkannin(a)andshikonin(b).

2005년,현재 미국 환경보호국에 의해 승인된 coppersulphate,chelatedcopper화

합물 및 diuron(3-[3,4-dichlorophenyl]-1,1-dimethylurea)등 수생 제초제에 대한 선

택제어 기술의 개발절차를 평가 하고 있으며 일부 화학물질은 HABs를 완화시키는데

사용되고 있다 [26].그러나 더 안전하고 선택적인 살조제 물질을 찾는 것이 더 많은

HABs를 제어하는데 필요로 하다.

따라서 본 실험에서는 기존의 후보물질인 naphthoquinone(NQ)기반의 다양한 유

도체를 가지는 신규물질을 유기 합성하여 조류 대발생 수준의 유해조류에 농도 별로
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접종하여 IC50-120h값의 측정을 통해 조류 제어능력을 평가하였다.이후 살조활성이

크게 개선된 화학적 조절기법의 연구를 위해 살조활성과 화학구조골격 간의 상관관계

를 분석하였다.마지막으로 우수한 살조활성을 보유한 화합물들의 급성생태독성 평가

를 통해 안전성 평가를 수행하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재 료

합성을 하기 위하여 사용되어진 모든 화학물질들은 sigma-Aldrich,TCI,junsei,

merck사의 시약을 사용하였다.수분에 민감한 화합물들은 N2분위기에서 반응하였다.

각 화합물의
1
H Nuclearmagneticresonance(이하 NMR)범위는 300MHz,296K에

서 YH 300(Oxford,Japan)을 사용하여 측정하였다.NMR범위에 사용되는 표준시료

는 CDCl3또는 DMSO 의 TMS를 사용되었다.
1
H MNR의 화학적 이동량(δ 등급)은

partspermillion (ppm,백만 분율)으로 표시하였으며,J-coupling 결합상수는 Hz

(Hertz)단위로 측정하였다.

컬럼 크로마토그래피는 혼합물 용리제와 슬러리를 함께 준비하고 컬럼 안에 실리카

겔로 출진 후 사용하였다.시료의 모아진 부분은 얇은 막 크로마토그래피 (ThinLayer

Chromatography:TLC)에서 확인하였다.

2.Algae

유해조류종인 남조류 2종 (microcystisaeruginosa,anabaenaflos-aquae),규조류 2

종 (stephanodiscushantzchii,cyclotellameneghiniana)과 무해조류 2종 (scedesmus

obliguus,chloreuavulgaris)총 6종의 조류를 한양대학교 한명수 교수님 연구실에서

기증받아 사용하였다.

녹조류와 남조류는 각각 pH 7과 pH 9로 조절된 100ml의 BG11배지에서 25℃,50

μM photonsm-2s-1,12:12(light:dark)cycle,정치조건으로 배양되고,2주에 한번 씩

신선한 배지로 계대 배양하였다. 규조류 또한,pH 7조절된 DM배지에서 15℃,50μM

photonsm
-2
s
-1
,12:12(light:dark)cycle,정치조건으로 배양되고,위와 동일하게 2주

에 한번 씩 신선한 배지로 계대 배양하였다.

3.Microplateassay
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Algicidalactivity(%)=(1-Tt/Ct)×100 1)

조류 경보 수준의 m.aeruginosa를 배양액 0.2ml을 96-wellplate에 준비하고 합성

된 NQ 종의 화합물을 다양한 농도로 접종하여 최종농도가 각각 1,2,5,10,20,50 μ

M이 되도록 처리해 주었다.처리조건은 접종 후 m.aeruginosa의 최적 배양조건 하에

서 5일 동안 배양하면서 5일 째 되는 날에 10μl을 분취해 neubauerhemocytometer

(superior,germany)에 올리고 CX31 inverted microscope (ⅹ400 magnification)

(olympus,japan)하에서 온전한 형태의 조류 세포수를 계수해 주었다.이 때,각 농도

별 대조구 대비 세포의 감소율 (=살조활성)(Algicidalactivity),즉 살조활성 (%)은

방정식 1)을 사용해 계산하였다.

이때 T (처리구)와 C(대조구)는 각각 NQ 화합물이 접종되었을 때와 접종되지 않

았을 때의 조류밀도를 세포수로 표현하여,t는 접종 후 일(day)수를 나타내었다.향후

추가 선별실험을 위해 접종농도 1μM에서 m.aeruginosa의 세포수를 100% 제거할 수

있었던 NQ유도체 1차 선별하였다.

본 실험은 3회 반복 (triplicate)하여 수행되었으며,결과의 raw data는 평균과 표준

편차 (themeanandstandarddeviation)로 표현되었다.이후 특별한 언급이 없을 경우

상기와 같은 방법으로 조류 6종의 살조활성을 측정해 주었다.

4.MeasurementofIC50value

앞선 실험에서 1μM에서 m.aeruginosa의 세포수를 90% 이상 제거할 수 있었던

NQ 유도체를 대상으로 1ml의 m.aeruginosa배양액 (5×10
5
cellsml

-1
)이 포함된

96-well에 접종 후 0.1,0.2,0.5,1,2,5 μM의 농도가 되도록 조절하고 남조 최적 배

양조건에서 5일간 정치 배양하였다.상기에 기술한 방법으로 각 농도 별 대조구 대비

살조활성을 구하였다.NQ 화합물이 접종되고 120시간 경과 후 상기조류 세포수를

50% 제어할 수 있는 농도 (IC50-120h)를 standardcurve인 fourparameterlogistic

curve를 사용해 sigmaplotversion11.2softerware에서 계산하였다.
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2)

Y는 화합물 각각의 접종농도에 따른 살조활성 (%)을 나타내며,A는 접종농도에 따

른 최대 살조활성 (%),D는 접종농도에 따른 최소 살조활성 (%),C는 접종농도 범위

내의 IC50-120h값,B는 -Hillslope(-기울기)값을 의미한다.따라서 상기 식을 사

용해 접종농도 별 살조활성의 IC50값을 구하였다.

5.Zebrafish(Daniorerio)급성독성시험

Zebrafish(Daniorerio)는 우리나라를 비롯하여 전 세계적으로 분포하며 국제적으로

신뢰성 있는 표준시험법의 공시어종으로 생태독성평가에 널리 사용되는 생물종이다.

본 실험은 어류(zebrafish)를 대상으로 급성생태독성을 평가하여 생태계 내 적용 가능

한 최적의 살조물질을 선택하기 위한 목적으로 실험을 수행하였다.

어류 zebrafish(daniarerio)급성독성시험에 사용된 zebrafish는 구입하여 실험을 수

행하였다.유리 및 플라스틱수조의 유수식 배양 시스템을 이용하여 6,60L로 각각 나

누어 25±1℃,pH 7.5±0.2,dissolvedoxygen7〜8mg/L및 광주기 12:12(L:D

cycle)조건으로 사육하였으며,먹이로 colorcharasin을 이틀에 한번 씩 공급하였다.

사육수는 수돗물을 일반 필터로 1차 여과한 후,carbon필터로 2차 여과하여 활성탄으

로 탈염하여 사용하였다.부화 후 3개월 이상 된 2±1cm 크기의 개체를 이틀간 절

식시킨 후 시험을 수행하였다.시험시작 전 14일 동안 0%의 사망률을 확인하고 순응

시킨 뒤,2±1cm 의 zebrafish(daniorerio)를 선별하여 준비하고 최적의 살조 물질

로 선별된 NQ 화합물을 농도 별로 접종하여 각각 2.5,2,1.5,1,0.5μM이 되도록 준

비하였다.시험 기간 동안에는 시험액을 교환하지 않는 지수식 시험방법 (static

nonrenewaltest)으로 진행하였다.

시험 조건으로는 최적 배양조건과 동일하게 설정하여 수행하였다.24시간 간격으로

일주일 동안 지표생물 사망률과 기형율 변화를 관찰하였다.



- 17 -

OMe OMe

OMeOMe

CHO

OH

OH

OMe

OMe

Br OMe

BrOMe

OMe OMe

OMeOMe

O

O

OMe

OMe

1 2 3 4 a

b

6.방 법

Fig.7.Chemicalstructuresofnaphthoquinone.

1,5-dihydroxynaphthalene (1),1,5-dimethoxynaphthalene (2),4,8-dibromo-1,5-dime

thoxynaphthalene (3), 1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene (4), 2-formyl-1,4,5,8-tetra

methoxynaphthalene(4a)and5,8-dimethoxynaphthalene-1,4-dione(4b).

6.1.Procedureforthesynthesisofcompounds(2〜4,4a,4b)

6.1.1.1,5-Dimethoxynaphthalene(2)

1,5-dihydroxynaphthalene100g(0.62mol)을 mechanicalstirrer로 10% NaOH 수

용액 450ml에 녹이고,dimethylsulfate182ml를 실온에서 약 30분 동안 적가 하여 6

시간 동안 교반하였다.생성된 갈색 침전물을 5% NaOH 수용액으로 여러 번 세척한

후 약 80℃에서 12시간 이상 건조하여 탈수시켰다.80℃ 오일상태에서 건조물 30g

을 ethylacetate에 완전히 녹인 다음 여기에 activecarbon을 가하여 약 1시간 30분

동안 교반하였다.이를 buchnerfunnel로 여과한 다음 여액을 냉각시켜 노란색의 결정

1,5-dimethoxynaphthalene(2)23g얻었다.

Yield:65%



- 18 -

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 7.84(2H,d,J=8.7Hz),7.37(2H,t,J=8.7Hz),6.86

(2H,d,J=7.8Hz),3.99(6H,s)

6.1.2.4,8-Dibromo-1,5-dimethoxynaphthalene(3)

1,5-dimethoxynaphthalene(1)23g(0.12mol)을 acetonitrile용액에 넣은 다음 0℃

상태에서 n-bromosuccinimide45g을 천천히 넣어 교반하였다.반응물이 갈색상태의

현탁한 상태에 이르러 여과한 다음 acetonitrile와 methanol로 여러 번 씻어준다. 50

℃에서 건조시켜 4,8-dibromo-1,5-dimethoxynaphthalene(3)36g얻었다.

Yield:80%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 7.92(2H,d,J=8.5Hz),6.75(2H,d,J=8.4Hz),3.95

(6H,s)

6.1.3.1,4,5,8-Tetramethoxynaphthalene(4)

4,8-dibromo-1,5-dimethoxynaphthalene36g(0.104mol),copper(I)iodide67.6g

(0.36mol)과 sodium methoxide19.3g(0.36mol)을 DMF50% methanol용액 750

ml에 녹이고,약 28시간 동안 70℃ 상태에서 환류 하였다.반응 혼합액을 냉각시킨

다음 얼음물을 첨가하여 생성되는 침전물을 여과,세척하였다.얻어진 화합물을 80℃

에서 약 12시간 이상 건조시킨 후,methylenechloride1L에 녹여 불용물을 깨끗이

여과하여 제거한 다음 여액을 감압 농축하여 얻은 생성물을 benzene으로 재결정하여

미갈색의 결정 1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene14g(4)얻었다.

Yield:55%

1HNMR(300MHz,CDCl3)δ 6.93(4H,s),3.98(12H,s)

6.1.4.2-Formyl-1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene(4a)

250mlthree-neckroundbottomedflask에 DMF8.15ml(0.1mol)와 POCl39.78

ml(0.1mol)를 넣어 혼합한 다음 여기에 1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene(4)5.1g

(0.02mol)을 chloroform 45ml에 녹여 20분 동안 서서히 적가한 후 환류 하에서 약 6

시간 동안 교반하였다.반응 혼합물을 냉각시킨 다음 얼음물 100 ml를 넣고,
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methylenechloride로 2〜3회 추출하였다.methylenechloride층을 모아 무수 황산마그

네슘으로 물을 제거한 다음 감압건조하고,benzene과 n-hexane으로 재결정하여 형광

을 띠는 황색의 결정 2-formyl-1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene(4a)5.3g을 얻었다.

Yield:96%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 10.89(1H,s),7.26(1H,s),7.05(1H,d,J=8.7Hz),

6.94(1H,d,J=8.7Hz),4.0(3H,s),3.99(3H,s),3.92(3H,s),3.91(3H,s)

6.1.5.5,8-Dimethoxynaphthalene-1,4-dione(4b)

1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene 10g (40.3mol)와 acetonitrile 450ml,chloroform

150ml을 넣어 혼합 시킨 후 cerium ammonium nitrate54g(98.5mmol)를 물 300ml에

녹여 서서히 가 한다.혼합물을 실온에서 한 시간 교반시킨 후 물 600ml과 CHCl3

600ml로 2〜3회 추출 하였다.methylenechloride층을 모아 무수 황산마그네슘으로

물을 제거한 다음 감압건조 하였다.이 결과물을 MeOH로 재결정하여 5,8-dimethoxy

naphthalene-1,4-dione(4b)4.80g의 붉은 고체를 얻었다.

Yield:55%

1
HNMR(300MHz,CDCl3)δ 7.33(2H,s),6.79(2H,s),3.97(6H,s)

6.2.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ1〜4)

6.2.1.2-(1,4,5,8-Tetramethoxy-naphthalen-2-ylmethylene)-malonicacid

dimethylester

Dean-Stark trap이 장착된 100ml 플라스크에 2-formyl-1,4,5,8-tetramethoxy

naphthalene2g(7.25mmol)을 넣고,benzene30ml에 녹인 다음 여기에 dimethyl
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malonate0.83ml(7.25mmol),piperidine80µl(0.81mmol)및 aceticacid240µl

(4.2mmol)를 넣고,환류하에서 약 4시간 동안 반응시켰다.반응이 진행되면서 발생되

는 물은 azeotropicdistillation에 의해 dean-Starktrap에 제거하였다.반응의 진행정도

는 TLC로 확인하였으며,반응이 더 이상 진행되지 않을 때까지 반응을 진행시킨 다음

실온에서 냉각시킨 후 반응물을 5% HCl, NaHCO3,5% aceticacid및 물로 충분히

세척하였다.유기용매 층을 따로 모아 무수 황산마그네슘으로 탈수 시킨 다음 감압 증

류하여 얻어진 물질을 ethylacetate와 ethylether로 재결정하여 순수한2-(1,4,5,8-

tetramethoxy-naphthalen-2-ylmethylene)-malonicaciddimethylester을 얻었다.

Yield:71%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 8.29(1H,s),6.89(2H,q),6.82(1H,s),3.95(3H,s),

3.90(3H,s),3.89(3H,s),3.87(3H,s),3.81(3H,s),3.78(3H,s)

6.2.2.2-(1,4,5,8-Tetramethoxy-naphthalen-2-ylmethylene)-malonicacid

diethylester

Yield:68%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 8.25(1H,s),6.9(2H,d),6.88(1H,s),4.31(4H,m),

3.94(3H,s),3.89(6H,s),3.78(3H,s),3.81(3H,s),1.35(3H,t),1.24(3H,t)

6.2.3.2-(1,4-Dimethoxy-5,8-dioxo-5,8-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-

malonicaciddimethylester(NQ1)
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2-(1,4,5,8-tetramethoxy-naphthalen-2-ylmethylene)-malonic acid dimethyl ester

781mg(2mmol)을 acetone10ml에 녹인 다음 여기에 H2SO4250µl,H2O 770µl,

CrO3 300mg(3mmol)을 넣고,실온에서 1시간 동안 반응시켰다.얻어진 반응물을

ethylacetate,n-hexan의 혼합용매를 이동상으로 하여 실리카겔이 충전된 컬럼으로 분

리하여 순수한 2-(1,4-dimethoxy-5,8-dioxo-5,8-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-

malonicaciddimethylester을 얻었다.

Yield:56%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 8.02(1H,d),7.37(2H,s),6.82(1H,d),3.94(3H,s),

3.89(6H,s),3.83(3H,s),3.78(3H,s).(부록,그림 1참조)

6.2.4.2-(1,4-Dimethoxy-5,8-dioxo-5,8-dihydro-2-naphthalenyl)-malonic acid

diethylester(NQ2)

Yield:59%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 7.79(1H,d),7.33(2H,s),6.87(1H,d),4.31(4H,m),

3.96(3H,s),3.95(3H,s),1.31(6H,m).(부록,그림 2참조)

6.2.5.2-(5,8-Dimethoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-

malonicaciddimethylester(NQ3)
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2-(1,4,5,8-Tetramethoxy-naphthalen-2-ylmethylene)-malonic acid dimethylester

781mg(2mmol)을 acetonitrile12ml에 녹인 다음 여기에 CAN 3.29g(6mmol)을

물 15ml에 녹인 용액을 천천히 적가한 다음 실온에서 1시간 동안 반응시켰다.얻어진

반응물을 ethylacetate,n-hexan의 혼합용매를 이동상으로 하여 실리카겔이 충전된

컬럼으로 분리하여 순수한 2-(5,8-Dimethoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2

-ylmethylene)-malonicaciddimethylester을 얻었다.

Yield:51%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 8.02(1H,s),7.37(1H,s),6.82(2H,d),3.94(3H,s),

3.89(3H,s),3.83(3H,s),3.78(3H,s).(부록,그림 3참조)

6.2.6.2-(5,8-Dimethoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-

malonicaciddiethylester(NQ4)

Yield:55%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 7.99(1H,s),7.41(1H,s),6.81(2H,d),4.33(2H,q),

4.23(2H,q),1.36(3H,t),1.22(3H,t).(부록,그림 4참조)

6.3.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ5〜6)
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6.3.1.2-Butylamino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone(NQ5)

5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone500mg(2.29mmol)을 MeOH 30ml에 녹인 용

액에 butylamine341 μl(3.44mmol)을 첨가하였다.혼합물을 실온에서 4시간 동안

교반시키고 반응의 진행정도는 TLC로 확인 더 이상 반응이 진행되지 않으면 감압하

에서 증발시키고 반응 화합물을 컬럼 크로마토그래피로 정제하여 순수한 2-Butyl

amino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone을 얻었다.

Yield:72%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 7.35(1H,d,J=9.51Hz),7.19(1H,d,J=9.51Hz),5.60

(1H,s),3.96(3H,s),3.93(3H,s),3.12(2H,q),1.65(2H,m),1.42(2H,m),0.95

(3H,t).(부록,그림 5참조)

6.3.2.2-Cyclohexylamino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone(NQ6)

Yield:65%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ 7.35(1H,d,J=9.18Hz),7.19(1H,d,J=9.18Hz),5.62

(1H,s),3.96(3H,s),3.94(3H,s),3.22(1H,m),2.00(2H,q),1.76(2H,q),1.31

(6H,m).(부록,그림 6참조)

6.4.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ7〜8)
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6.4.1.2-(2-Diethylamino-ethylamino)-1,4-naphthoquinone(NQ7)

1,4-naphthoquinone 500 mg (3.16 mmol)을 MeOH 30 ml에 녹인 용액에

n,n-diethylethylenediamine449μl(3.16mmol)을 첨가하였다.혼합물을 실온에서 24시

간 동안 교반시키고 반응의 진행정도는 TLC로 확인 더 이상 반응이 진행되지 않으

면 감압 하에서 증발시키고 반응 화합물을 컬럼 크로마토그래피로 정제하여 순수한

2-butylamino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone을 얻었다.

Yield:63%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.09(1H,dd,J=7.68Hz),8.03(1H,dd,J=7.68Hz),

7.72(1H,td),3.96(1H,td),6.61(1H,s),5.71(1H,s),3.17(2H,q),2.74(2H,t),2.58

(4H,q),1.05(6H,t).(부록,그림 7참조)

6.4.2.2-Cyclohexylamino-1,4-naphthoquinone(NQ8)

Yield:70%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.10(1H,dd,J=7.68Hz),8.05(1H,dd,J=7.68Hz),

7.72(1H,td),7.61(1H,td),5.75(1H,s),3.29(1H,m),2.06(2H,t),1.80(2H,m),

1.69(1H,t),1.34(6H,m).(부록,그림 8참조)
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6.5.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ9〜16)

6.5.1.2-Chloro-3-[2-(2-hydroxy-ethoxy)-ethylamino]-1,4-naphthoquinone

(NQ9)

2,3-dichloro-1,4-napthoquinone1g(4.4mmol)을 diethylether30ml에 녹인 용액에

2-(2-aminoethoxy)ethanol658μl(6.6mmol),triethylamine610μl을 첨가하여 실온에

서 24시간 동안 교반 하여준다.반응의 진행정도는 TLC로 확인하고 더 이상 반응이

진행되지 않으면 감압 하에서 증발시켜준다.화합물을 컬럼 크로마토그래피 로 정제하

여 순수한 2-chloro-3-[2-(2-hydroxy-ethoxy)-ethylamino]-1,4-naphthoquinone을 얻

었다.

Yield:61%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.16(1H,dd,J=7.68Hz),8.05(1H,dd,J=7.68Hz),

7.74(1H,td),7.63(1H,td),6.41(1H,s),4.10(2H,m),3.77(4H,m),3.64(2H,t).

(부록,그림 9참조)

6.5.2.2-Chloro-3-(3-diethylamino-propylamino)-1,4-naphthoquinone(NQ10)
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Yield:73%

1
H NMR(300MHz,CDCl3)δ  8.15(1H,dd,J=7.68Hz),8.02(1H,dd,J=7.68Hz),

7.70(1H,td),7.59(1H,td),6.41(1H,s),4.01(2H,q),2.59(6H,m),1.82(2H,m),

1.07(6H,t).(부록,그림 10참조)

6.5.3.2-Chloro-3-(2-morpholin-4-yl-ethylamino)-1,4-naphthoquinone(NQ11)

Yield:62%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.16(1H,dd,J=7.68Hz),8.04(1H,dd,J=7.68Hz),

7.73(1H,td),7.63(1H,td),6.41(1H,s),6.91(1H,s),3.97(2H,q),3.76(4H,t),2.67

(2H,t),2.52(4H,t).(부록,그림 11참조)

6.5.4.2-Chloro-3-piperidin-1-yl-1,4-naphthoquinone(NQ12)

Yield:59%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.12(1H,dd,J=7.68Hz),8.01(1H,dd,J=7.68Hz),

7.67(2H,m),3.54(4H,t),1.74(6H,m).(부록,그림 12참조)

6.5.5.2-Chloro-3-cyclopentylamino-1,4-naphthoquinone(NQ13)
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Yield:59%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.16(1H,dd,J=7.68Hz),8.04(1H,dd,J=7.68Hz),

7.73(1H,td),7.62(1H,td),6.09(1H,s),4.85(1H,m),2.10(2H,m),1.68(6H,m).

(부록,그림 13참조)

6.5.6.2-Chloro-3-morpholin-4-yl-1,4-naphthoquinone(NQ14)

Yield:64%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.14(1H,dd,J=7.68Hz),8.03(1H,dd,J=7.68Hz),

7.70(2H,m),3.87(4H,t),3.63(4H,t).(부록,그림 14참조)

6.5.7.2-Chloro-3-(3-hydroxy-propylsulfanyl)-1,4-naphthoquinone(NQ15)
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Yield:55%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.14(1H,dd,J=7.68Hz),8.03(1H,dd,J=7.68Hz),

7.70(2H,m),3.81(2H,t),3.51(2H,t),1.94(2H,m).(부록,그림 15참조)

6.5.8.2-Chloro-3-(2-hydroxy-ethylsulfanyl)-1,4-naphthoquinone(NQ16)

Yield:58%

1
H NMR (300MHz,CDCl3)δ 8.12(1H,dd,J=7.68Hz),8.06(1H,dd,J=7.68Hz),

7.47(2H,m),4.53(2H,t),3.27(2H,t).(부록,그림 16참조)

6.6.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ17〜23)

6.6.1.2-Hydroxy-3-[phenyl-(thiazol-2-ylamino)-methyl]-1,4-naphthoquinone

(NQ17)

2-hydroxynaphthalene-1,4-dione500mg(2.87mmol),benzaldehyde300 μl(2.87

mmol),2-aminothiazole 287mg(2.87mmol)과 촉매로 사용되는 InCl3를 water에 첨



- 29 -

가하여 6시간 환류 하여준다.반응의 진행정도는 TLC로 확인하고 더 이상 반응이 진

행되지 않으면 반응 생성물을 여과한 후 water와 EtOH로 세척하여 순수한

2-hydroxy-3-[phenyl-(thiazol-2-ylamino)-methyl]-1,4-naphthoquinone을 얻었다.

Yield:80%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 7.96(2H,td),7.79(2H,m),7.42(2H,d),7.23(3H,

m),7.02(1H,d),6.65(1H,d),6.48(1H,s).(부록,그림 17참조)

6.6.2.2-Hydroxy-3-[(5-methyl-isoxazol-3-ylamino)-phenyl-methyl]-1,4-naph

thoquinone(NQ18)

Yield:76%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 7.96(2H,m),7.81(2H,m),7.41(2H,d),7.28(2H,

t),7.18(1H,t),6.57(1H,s),6.17(1H,s),5.83(1H,s),2.18(3H,s).(부록,그림 18

참조)

6.6.3.2-Hydroxy-3-[(5-methyl-[1,3,4]thiadiazol-2-ylamino)-phenyl-methyl]

-1,4-naphthoquinone(NQ19)
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Yield:69%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.13(1H,d),7.87(2H,m),7.72(2H,m),7.31(2H,

d),7.19(2H,t),7.10(1H,q),6.45(1H,d),2.40(3H,s).(부록,그림 19참조)

6.6.4.2-Hydroxy-3-[(5-methylsulfanyl-[1,3,4]thiadiazol-2-ylamino)-phenyl-

methyl]-1,4-naphthoquinone(NQ20)

Yield:66%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.43(1H,d),7.97(2H,m),7.83(2H,m),7.42(2H,

d),7.23(3H,m),6.57(1H,d),2.56(3H,s).(부록,그림 20참조)

6.6.5.2-Hydroxy-3-(phenylamino-phenyl-methyl)-1,4-naphthoquinone(NQ21)

Yield:70%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 7.95(3H,m),7.79(2H,m),7.41(3H,m),7.27(1H,

q),7.20(2H,m),7.05(1H,m),6.83(1H,t),6.71(1H,d),6.54(1H,t),6.03(1H,s).

(부록,그림 21참조)
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6.6.6.2-[(4-Bromo-phenylamino)-phenyl-methyl]-3-hydroxy-1,4-naphtho

quinone(NQ22)

Yield:62%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 7.96(3H,m),7.80(2H,m),7.58(1H,m),7.46(1H,

d),7.22(5H,m),6.57(1H,s),6.66(1H,d),6.58(1H,d),6.17(1H,s),5.97(1H,s).

(부록,그림 22참조)

6.6.7.2-[(3-Chloro-4-methyl-phenylamino)-phenyl-methyl]-3-hydroxy-1,4-

naphthoquinone(NQ23)

Yield:71%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 7.96(2H,m),7.78(2H,m),7.51(1H,d),7.37(1H,

s),7.30(1H,t),7.18(1H,m),7.00(1H,q),6.75(1H,d),6.56(1H,m),6.17(1H,s),

5.96(1H,s).(부록,그림 23참조)
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6.7.Generalprocedureforthesynthesisofcompounds(NQ24〜30)

6.7.1.2-{[(Furan-2-ylmethyl)-amino]-phenyl-methyl}-3-hydroxy-1,4-naphtho

quinone(NQ24)

2-hydroxy-1,4-napthoquinone 871 mg(5.0mmol)을 ethanol15ml에 녹인 용액에

furfurylamine508mg(5.5mmol)를 첨가하였다.혼합물을 실온에서 5분간 교반시키고

lawsonate형성 후 benzaldehyde610µM (6.0mmol)첨가하고 빛이 들어오지 않도록

호일로 막아 실온에서 24시간 동안 교반 하여준다.반응의 진행정도는 TLC로 확인하

고 더 이상 반응이 진행되지 않으면 반응 생성물을 여과한 후 ethanol와 diethylether

로 세척하여 순수한 2-{[(furan-2-ylmethyl)-amino]-phenyl-methyl}-3-hydroxy-1,4-

naphthoquinone을 얻었다.

Yield:69%

1
H NMR (300MHz,DMSO)δ 7.90(1H,dd,J=7.68Hz),7.82(1H,dd,J=7.68Hz),

7.70(2H,m),7.57(3H,q),7.31(3H,m),6.48(2H,d),5.48(1H,s).(부록,그림 24

참조)

6.7.22-Hydroxy-3-{phenyl-[(pyridin-3-ylmethyl)-amino]-methyl}-1,4-

naphthoquinone(NQ25)
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Yield:68%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.55(2H,q),7.89(1H,dd,J=7.68Hz),7.81(2H,dd,

J=7.68Hz),7.70(1H,td),7.58(3H,m),7.55(3H,m),6.48(2H,d),5.48(1H,s).(부

록,그림 25참조)

6.7.3.2-Hydroxy-3-{phenyl-[(pyridin-2-ylmethyl)-amino]-methyl}-1,4-

naphthoquinone(NQ26)

Yield:66%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.55(2H,d),7.89(1H,dd,J=7.68Hz),7.81(2H,dd,

J=7.68Hz),7.70(1H,td),7.58(3H,m),7.55(3H,m),6.48(2H,d),5.48(1H,s).(부

록,그림 26참조)

6.7.4.2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-pyridin-4-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-naphtho

quinone(NQ27)
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Yield:62%

1H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.44(2H,d),7.87(1H,dd,J=7.68Hz),7.79(1H,dd,

J=7.68Hz),7.69(1H,td),7.59(3H,m),7.31(5H,m),5.57(1H,s).(부록,그림 27

참조)

6.7.5.2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-pyridin-3-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-naphtho

quinone(NQ28)

Yield:71%

1
H NMR(300MHz,DMSO)δ 8.43(2H,d),7.89(1H,dd,J=7.68Hz),7.81(1H,dd,

J=7.68Hz),7.64(5H,m),7.31(4H,m),5.57(1H,s).(부록,그림 28참조)

6.7.6.2-Hydroxy-3-{[2-(4-methoxy-phenyl)-ethylamino]-phenyl-methyl}

-1,4-naphthoquinone(NQ29)
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Yield:64%

1
H NMR (300MHz,DMSO)δ 7.89(1H,dd,J=7.68Hz),7.81(1H,dd,J=7.68Hz),

7.69(1H,td),7.56(1H,td),7.31(3H,m),7.10(2H,d), 6.84(2H,d),5.57(1H,s),

3.72(3H,s).(부록,그림 29참조)

6.7.7.2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-thiophen-2-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-

naphthoquinone(NQ30)

Yield:68%

1
H NMR (300MHz,DMSO)δ 7.90(1H,dd,J=7.68Hz),7.81(1H,dd,J=7.68Hz),

7.69(1H,td),7.59(3H,m),7.32(4H,m),6.93(2H,d), 5.58(1H,s),3.14(4H,m).

(부록,그림 30참조)
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NO.

(NQ)

IC50(µM)

Harmful

algalspecies

Non-harmful

algalspecies

Anabaena

flos-aquae

Microcystis

aeruginosa

C.meneghi

niana
S.hantzchii

Scedesmus

obliguus

Chloreua

vulgaris

1 4.32μM >5μM >5μM 0.835μM >5μM >5μM

2 >5μM >5μM >5μM 0.861μM >5μM >5μM

Ⅲ.결과 및 고찰

1.NQ화합물의 살조능 테스트 결과

새로운 살조물질 발견을 위한 효과적인 유해조류 제어 연구를 위해 총 30종의

naphthoquinone화합물을 유해조류 4종과 무해조류 2종에 처리하여 살조율 IC₅₀값을

조사하였다.여러 NQ화합물 중에서 유해조류에 살조 효과가 높게 나타나며 상대적으

로 무해조류에 살조 효과가 낮은 NQ화합물을 선별하였다.이들 중 7종의 NQ화합물

들은 유해조류 4종에 대해서는 1μM 수준의 낮은 농도의 IC₅₀값을 보이며 무해조류에

서는 상대적으로 5μM 이상의 높은 농도의 IC₅₀값이 나타나 선택적으로 유해조류를

제어하는 특징을 알 수 있었다.

선별된 화합물은 7종 (NQ 3,4,14,15,16,19,20)으로서 2,3-dichloro-1,4-naptho

quinone의 골격에 치환된 유도체 3종과 2-formyl-1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene의

골격에 치환된 유도체 2종,2-hydroxy-1,4-napthoquinone의 골격에 치환된 유도체 2종

중 평균적으로 가장 살조 능력이 높은 화합물은 NQ16이며,NQ3,NQ4은 s.hantzchii

종에만 뛰어난 살조활성을 보였다.(Table.3.)

Table.3.Algicidaleffectsofthevariousnapthoquinones.
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3 >5μM >5μM >5μM 0.213μM >5μM >5μM

4 4.39μM 3.881μM >5μM 0.285μM >5μM >5μM

5 >5μM 3.76μM >5μM 4.055μM >5μM >5μM

6 0.73μM >5μM >5μM 4.651μM >5μM >5μM

7 1.58μM >5μM >5μM 0.409μM >5μM >5μM

8 1.6μM 2.23μM >5μM 2.48μM >5μM >5μM

9 0.65μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

10 0.58μM 1.5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

11 1.45μM 0.8μM >5μM 1.544μM >5μM >5μM

12 4.64μM >5μM >5μM 3.497μM >5μM >5μM

13 1.4μM 3.75μM >5μM 1.53μM >5μM >5μM

14 0.39μM >5μM >5μM 0.826μM >5μM >5μM

15 0.39μM >5μM >5μM 0.5μM >5μM >5μM

16 0.04μM 0.088μM >5μM 0.157μM >5μM >5μM

17 1.54μM 1.89μM >5μM 3.4174μM >5μM >5μM

18 >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

19 0.08μM 0.162μM >5μM >5μM >5μM >5μM

20 0.198μM 0.39μM >5μM >5μM >5μM >5μM

21 0.568μM 3.18μM >5μM >5μM >5μM >5μM

22 0.533μM 1.21μM >5μM >5μM >5μM >5μM

23 0.732μM 4.1μM >5μM >5μM >5μM >5μM

24 >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

25 >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

26 >5μM 0.88μM >5μM >5μM >5μM >5μM

27 >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

28 >5μM 3.49μM >5μM >5μM >5μM >5μM

29 2.57μM >5μM >5μM >5μM >5μM >5μM

30 >5μM 1.92μM >5μM >5μM >5μM >5μM

2.살조능 테스트 결과 선택된 NQ 화합물의 구조

30개의 NQ 유도체 살조능 테스트 결과 2종의 무해조류에는 큰 영향을 미치지 않으

며 4종의 유해조류에 선택적 반응을 보이는 NQ 화합물 7종을 선별하여 연구를 진행

하였다.천연상태로 볼 수 있는 형태는 α(1,4)-naphthoquinone의 골격을 기반으로는
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2-formyl-1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene, 5,8-dimethoxy-1,4-napthoquinone, 2,3-

dichloro-1,4-napthoquinone,1,4-napthoquinone,2-hydroxy-1,4-napthoquinone구조에

치환된 구조가 electrodonatinggroup인가 electrowithdrawinggroup에 의해 살조활

성의 차이를 보고 대부분의 높은 살조활성을 보이는 NQ 유도체의 치환기 구조는

electrodonatinggroup이였고,보다 간결한 구조를 다시 말해 입체장애가 적을수록 그

살조활성이 높아짐을 IC₅₀값을 통해 확인 할 수 있었다.

3.선택된 NQ유도체에 대한 유해조류의 형태 변화

선택된 NQ 화합물의 살조 기작을 밝히고자 우선 형태 변화를 관찰하였다.가장 살

조 효과가 좋은 NQ 16을 이용하였으며 1μM의 농도를 처리하여 연속된 사멸과정을

확인하였다.NQ161μM을 microcysticaeruginosa종에 처리한 결과 2시간부터 대조

구 세포 크기보다 작은 크기의 구형으로 변하고 3시간 안에는 세포막이 터지며 세포질

이 사출되는 모습을 확인하였다.6시간 후 microcysticaeruginosa종은 원래의 형태를

알 수 없을 정도로 세포가 터져 흩어짐을 알 수 있었다.(Fig.8.)

Fig.8.NQ161μM 처리 후 microcysticaeruginosa의 형태 관찰.(a)control,(b)∼

(f)NQ16처리 후(b:2hr,c:3hrs,d:4hrs,e:5hrs,f:6hrs.)
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NQ화합물 2-64μM을 anabaenaflos-aquae종에 처리한 결과 3시간 이내에 세포

chain이 늘어지며 순식간에 세포질이 사출되는 현상을 관찰할 수 있다.9시간 후 관찰

결과 anabaenaflos-aquae종은 100% 사멸되었다.(Fig.9.)

Fig.9.NQ161μM 처리 후 anabaenaflos-aquae의 형태 관찰.(a)control,(b)∼(f)

NQ16처리 후(b:2hr,c:3hrs,d:5hrs,e:7hrs,f:9hrs.)

NQ 161μM을 stephanodiscushantzchii종에 처리한 결과 15시간 이내에 대조구

세포 형태와 다른 모양으로 변형이 시작되고,24시간 지나 세포 외형이 변형되는 단계

를 지나 세포막이 터지며 모습을 확인하였다.(Fig.10.)
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Fig.10.NQ161μM 처리 후 stephanodiscushantzchii의 형태 관찰.(a)control,(b)

∼(f)NQ16처리 후(b:5hr,c:10hrs,d:15hrs,e:20hrs,f:24hrs)

4.우수한 살조활성을 보인 NQ유도체의 급성독성평가

우수한 살조활성을 보이는 NQ 유도체 7종에 생태독성평가에 널리 사용되는 공식어

종인 zebrafish(daniorerio)를 대상으로 급성생태독성을 평가하여 생태계 내 적용 가

능한 최적의 살조물질을 선택하기 위한 목적으로 실험을 수행하였다.

유리 및 플라스틱수조에 배양수 6L에 10마리의 zebrafish를 각각 나누어 담고 각

수조에 NQ19을 2.5,2,1.5,1,0.5μM이 되도록 약물처리 하였다.시험 기간 동안에는

시험액을 교환하지 않는 지수식 시험방법 (staticnonrenewaltest)으로 진행하였으며

시험 조건으로는 최적 배양조건과 동일하게 설정하여 수행하였다.24시간 간격으로 일

주일 동안 지표생물 사망률과 기형율 변화를 육안으로 관찰하였다.그 결과 2,3-

dichloro-1,4-napthoquinone을 사용해 합성된 유도체에서는 대부분 2μM의 IC50을 가

졌으며 대부분의 유도체에서 독성이 검출되었다.하지만 2-hydroxy-1,4-napthoquinone

을 사용하여 합성된 유도체에서는 사망과 기형을 찾아 볼 수 없었고,5μM의 고농도

에서도 전혀 독성을 나타내지 않았으며,현제 30μM까지 실험을 수행한 결과 독성을

찾아 볼 수 없었다.
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Ⅳ.결론

본 연구는 의약품,제초제,살균제 등 다양한 용도로 사용되는 naphthoquinone의 기

본구조를 근간으로 기존 naphthoauinone 유도체 (1,4-naphthoquinone과9,10-anthra

quinone등)와는 차별되는 신규 유도체를 합성하여 남조류를 포함한 유해 담수조류에

제어효과를 입증하였다.그렇다면 NQ유도체의 조류제거능력은 어떠한 기작을 통해서

이루어질까?NQ 유도체의 세포 또는 생물제거능력은 몇 가지 주요인자 (factor)에 의

해 결정된다고 알려져 있다.

첫 번째,독성효과에 작용하는 인자는 생물의 형태,크기,세포내 구조,생화학적 조

성,화학물질에 대한 민감성 등이다.사용된 남조 m.aeruginosa의 형태는 구형으로 5

μm 정도인 직경을 가지고 있으며,세균에 가까운 구조와 생화학적 조성을 가지는 광

합성 조류이다.이미 naphthoquinone은 병원성세균 등에 세포독성을 나타낸다고 알려

져 있다.실제로 30종의 NQ화합물 중 7종이 1μM의 초기 접종농도에서 90% 이상

의 m.aeruginosa의 세포를 효과적으로 제어할 수 있었다.그러나 같은 anabaena속의

남조인 a.flos-aquae는 최종 선정된 7종의 유도체 (NQ14,15)에 서로 현격한 민감도

차이를 보여주었다.m.aeruginosa의 경우 7종의 유도체에 상대적으로 강한 저항성을

보여준 반면,a.flos-aquae는 보다 적은 농도에서도 낮은 저항성을 보였다.또한 전반

적으로 남조류와 규조류는 녹조류에 비해 NQ유도체에 낮은 저항성을 보였다.생태계

내에서 무해한 종으로 알려져 있는 녹조류가 NQ에 저항성이 높은 점은 유해종 위주

의 선택적 제어가 가능하다는 것을 말해준다.

두 번째,독성효과에 중요한 작용인자는 NQ유도체의 화학구조 (중심골격구조의 형

태,주변구조에서 치환기의 형태,수,위치 등,화합물의 charge)이다.따라서 IC50-120

h값으로 평가한 살조활성을 화학구조와 상관관계 분석을 수행하였다.먼저 중심골격

인 2-formyl-1,4,5,8-tetramethoxynaphthalene,5,8-dimethoxy-1,4-napthoquinone,2,3-

Dichloro-1,4-napthoquinone,1,4-napthoquinone,2-hydroxy-1,4-napthoquinone에 치환

된 구조가 electrodonatinggroup인가 electrowithdrawinggroup에 의해 살조활성의

차이를 보였다.대부분의 높은 살조활성을 보이는 NQ유도체의 치환기 구조는 electro

donatinggroup이였고,보다 간결한 구조를 다시 말해 입체장애가 적을수록 그 살조

활성이 높아짐을 확인 할 수 있었다.
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세 번째,살조활성에 중요한 인자는 사용되는 빛의 파장과 강도이다.강도가 강한 빛

은 singletoxgen의 생산율과 매우 관계가 높기 때문에 상대적으로 더 높은 독성효과

를 얻을 수 있다.singletoxygen에 의한 ROS의 살균능력 (biocidalpower)은 1960년

대부터 생물학자와 화학자의 관심의 대상이었다.많은 연구를 통해서,다양한 quinone

구조의 화합물들이 세균,바이러스,효모,곰팡이 등에게 우수한 세포독성을 보였으며,

특히 남조류와 매우 유사한 특징을 가지고 있는 세균 등에 작용하는 주요기작이 free

radical에 의한 superoxide의 생성이었다.Quinone은 ‘oxidative stress’의 형성을

수반하게 되고, 이어서 flavo-enzyme (NADPH-cytochrom-P-450 reductase)과

mitochondrialNADH-ubiquinoneoxidoreductase에 의해 semiquinonefreeradical이

형성된다.Semiquinone free radical로부터 다시 quinone으로 되돌아가는 과정에서

superoxide를 생성하게 되고 (Fig.11.),superoxide로부터 hydroxylradical이 생성되는

데,이것은 DNA에 작용하여 세포분열을 억제하는 것으로 판단된다.그러나 우리의 연

구에서는 singletoxygen의 생성에 대한 정량적인 연구를 수행하지 않았다.다만 명조

건 (lightcondition)과 암조건 (darkcondition)하에서 1시간단위로 24시간 동안 m.

aeruginosa의 세포수의 변화를 계수했을 때 명조건에서 1.5배 남조세포의 사멸율이 높

았으나 암조건 하에서도 지속적인 세포사멸이 발생하였다.따라서 Reddi등의 결과와

마찬가지로,ROS이외에도 화합물 자체가 독성을 가지고 있어 남조세포와 직접접촉을

통한 세포사멸을 유도할 것으로 사료되었다.

Fig.11.Electrontransfermechanism forDNA damagebyanthracyclines.
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그 외에도 naphthoquinone의 골격을 갖고 있는 약물들은 DNA 복제에 관여하는

topoisomerase에 작용하여 세포분열 억제효과를 나타내는 것으로 알려져 있다.

Naphthoquinone계 약물 등 현재 사용되어지고 있는 많은 약물들은 DNA에 결합함

으로써 DNA의 복제 및 전사를 억제하는 intercalation현상에 의해 주로 세포들을 살

멸하는 것으로 알려져 왔으나 최근의 연구결과를 보면 intercalation이라는 현상은 세

포분열억제효과를 나타내는 여러 단계의 작용 메커니즘 중 단지 첫 번째 단계일 뿐이

며,대부분의 intercalating약물들은 DNA복제에 관여하는 topoisomeraseⅡ라는 효소

를 억제함으로써 세포분열억제효과를 나타내는 것으로 밝혀지고 있다.topoisomerase

Ⅱ는 DNA 합성에 이어 다른 DNA를 분리하므로 세포의 proliferation에 밀접한 관련

이 있다.그러므로 이효소의 활성저지는 곧 세포증식의 중지를 뜻한다.

다양한 기작의 세포독성을 보유한 살조물질 naphthoquinone의 살조활성을 개선하여

경제성 높은 화학적 제재를 개발하기 위한 목적으로,기존 NQ 기반구조를 변형하여

30종의 NQ유도체를 합성하였다.살조활성과 화학구조 간의 상관관계를 입증하여 향

후 더욱 우수한 살조활성을 보유한 살조물질의 개발에 도움을 줄 것으로 사료된다.또

한 상기 실험을 통해 1μM 이하의 접종농도에서 m.aeruginosa,a.flos-aquae와 s.

hantzschii를 각각 효과적으로 제어 가능한 7종의 NQ 유도체를 선별하였으며,그 중

NQ 16의 가장 우수한 살조활성을 보였다.또한 NQ 16의 제어 대상이 국내 호서생태

계 내에서 크게 우점하여 문제를 발생시키는 남조와 규조 종들만을 제어 할 수 있기

때문에 생태계 내 안전성 확보가 가능할 것으로 사료된다.

하지만 2-hydroxy-1,4-napthoquinone을 이용하여 합성된 유도체를 제외한 나머지

유도체에서 zebrafish을 이용한 생태독성실험을 진행한 결과,독성이 있는 것으로 나타

났다.특히 2,3-dichloro-1,4-napthoquinone을 이용하여 합성된 유도체는 대부분 2μM

정도의 IC50값을 가졌다.2μM은 매우 고농도이긴 하지만 그 독성이 생태계에 어떤

영향을 미칠지는 미지수이기 때문에 독성이 전혀 나타나지 않은 2-hydroxy-1,4-

napthoquinone의 유도체의 연구가 계속해서 진행되어야 할 것이고 향후,우수한 살조

활성을 보인 유도체의 구조골격을 기반으로 살조활성 관련 구조골격의 상관관계에 대

한 연구가 추가로 이루어지고 선별된 우수 유도체에 대한 생태독성평가가 추가로 수행

된다면 유해조류 대량발생시 효과적으로 제어 할 있을 것으로 판단된다.
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(그림 1.)2-(1,4-Dimethoxy-5,8-dioxo-5,8-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-malonic

aciddimethylester.

(그림 2.)2-(1,4-Dimethoxy-5,8-dioxo-5,8-dihydro-2-naphthalenyl)-malonic acid

diethylester.
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(그림 3.)2-(5,8-Dimethoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-malonic

aciddimethylester.

(그림 4.)2-(5,8-Dimethoxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-naphthalen-2-ylmethylene)-malonic

aciddiethylester.
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(그림 5.)2-Butylamino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone.

(그림 6.)2-Cyclohexylamino-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone.
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(그림 7.)2-(2-Diethylamino-ethylamino)-1,4-naphthoquinone.

(그림 8.)2-Cyclohexylamino-1,4-naphthoquinone.
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(그림 9.)2-Chloro-3-[2-(2-hydroxy-ethoxy)-ethylamino]-1,4-naphthoquinone.

(그림 10.)2-Chloro-3-(3-diethylamino-propylamino)-1,4-naphthoquinone.
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(그림 11.)2-Chloro-3-(2-morpholin-4-yl-ethylamino)-1,4-naphthoquinone.

(그림 12.)2-Chloro-3-piperidin-1-yl-1,4-naphthoquinone.
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(그림 13.)2-Chloro-3-cyclopentylamino-1,4-naphthoquinone.

(그림 14.)2-Chloro-3-morpholin-4-yl-1,4-naphthoquinone.
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(그림 15.)2-Chloro-3-(3-hydroxy-propylsulfanyl)-1,4-naphthoquinone.

(그림 16.)2-Chloro-3-(2-hydroxy-ethylsulfanyl)-1,4-naphthoquinone.
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(그림 17.)2-Hydroxy-3-[phenyl-(thiazol-2-ylamino)-methyl]-1,4-naphthoquinone.

(그림 18.)2-Hydroxy-3-[(5-methyl-isoxazol-3-ylamino)-phenyl-methyl]-1,4-naphtho

quinone.
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(그림 19.)2-Hydroxy-3-[(5-methyl-[1,3,4]thiadiazol-2-ylamino)-phenyl-methyl]

-1,4-naphthoquinone.

(그림 20.)2-Hydroxy-3-[(5-methylsulfanyl-[1,3,4]thiadiazol-2-ylamino)-phenyl-

methyl]-1,4-naphthoquinone.
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(그림 21.)2-Hydroxy-3-(phenylamino-phenyl-methyl)-1,4-naphthoquinone.

(그림 22.)2-[(4-Bromo-phenylamino)-phenyl-methyl]-3-hydroxy-1,4-naphthoquinone.
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(그림 23.)2-[(3-Chloro-4-methyl-phenylamino)-phenyl-methyl]-3-hydroxy-1,4-naph

thoquinone.

(그림 24.)2-{[(Furan-2-ylmethyl)-amino]-phenyl-methyl}-3-hydroxy-1,4-naphtho

quinone.
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(그림 25.)2-Hydroxy-3-{phenyl-[(pyridin-3-ylmethyl)-amino]-methyl}-1,4-naphtho

quinone.

(그림 26.)2-Hydroxy-3-{phenyl-[(pyridin-2-ylmethyl)-amino]-methyl}-1,4-naphtho

quinone.
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(그림 27.)2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-pyridin-4-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-naphtho

quinone.

(그림 28.)2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-pyridin-3-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-naphtho

quinone.
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(그림 29.)2-Hydroxy-3-{[2-(4-methoxy-phenyl)-ethylamino]-phenyl-methyl}

-1,4-naphthoquinone.

(그림 30.)2-Hydroxy-3-[phenyl-(2-thiophen-2-yl-ethylamino)-methyl]-1,4-naphtho

quinone.
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