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Abstract — A series of 8-(substituted)aryloxy- and 8-alkyloxy-caffenines were prepared from 8-bromocaffeine and (sub-

stituted) phenols as well as alkanols by Ullmann reaction and their inhibitory activities on topoisomerase II were evaluated.

A compound, 8-(quinolin-2-yl)oxycaffeine showed the strongest inhibitory activity against topoisomerase II.
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카페인(1,3,7-trimethylxanthine, 1a)은 독일의 화학자 Runge

에 의하여 처음으로 분리되어 Kaffebase(커피 염기)로 명명된

xanthine 알칼로이드이다.1) 비슷한 시기에 프랑스의 화학자

Robiquet,2) 그리고 Pelletier와 Caventou3)에 의하여 각각 분리되

었으며 Pelletier와 Caventou는 cafeine으로 명명하였다. 카페인

은 중추신경계에 흥분제로 작용하는 등 다양한 생물학적 활성을

나타내어 그 활성에 대한 연구는 지속적으로 이어져 왔다.4-6) 다

양한 생물학적 활성 중에서 카페인 및 그 유도체 특히 methylated

oxypurine들이 식물, 초파리(Drosophila)와 포유동물의 배양세포

에 있는 유전물질에서 S-independent chromosomal aberration

에 관여한다7,8)는 보고는 카페인의 새로운 약리활성에 대한 보고

임에 분명하다. 이와 같은 보고는 카페인 및 그 유도체가 핵산에

미치는 영향에 대하여 관심을 가지게 되는 계기가 되었고 이어

서 카페인 및 8-메톡시카페인(1b)의 DNA unwinding activity9)

와 DNA-strand breaking activity가 보고되었으며,10) 최근

Chène 등은 퓨린 유도체의 topo II 저해작용을 보고하였다.11)

Tornaletti 등은 Kihlman과 Anderson은 카페인 및 그 유도체의

이와 같은 활성의 배경으로 DNA topoisomerase II(topo II)와의

상호작용을 보고한 바 있다.12) Tornaletti 등은 1b에 의한 초파

리의 DNA topo II 억제효과를 확인하고, 1b가 cleavable

complex를 안정화시킴으로써 topo II의 절단(cleavage)과 재이음

(reliagation)현상을 방해하는 메카니즘을 제시한 바 있다.13)

Topo II는 정상적인 세포성장과정에서 double-strand break에

의하여 DNA topology를 조절하는 중요 효소의 하나로 복제, 전

사 및 크로모좀에서의 형태적 변화(chromosomal conformational

change)를 포함한 DNA의 대사에 관여한다.14,15) 이와 같은 이유

로 임상에서 암세포에 대한 화학요법의 하나로 중요한 역할을 하

는 효소이고 anthracyclcine 계 항암제의 항암활성 메커니즘으로

밝혀져 있다.16,17)

카페인과 그 유도체인 8-methoxycaffeine의 이와 같은 활성에

대한 체계적인 연구가 진행되지 않았음에 착안하여 일련의 8-

alkoxy- 및 8-aryloxy-caffeine을 합성하고 이들에 대한 topo II 저

해활성을 평가하였다.
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실험재료 및 방법

융점은 Fischer-Jones 융점측정기를 이용하여 측정하였으며 보

정하지 않았다. IR 스펙트럼은 Perkin-Elmer 1330 spectropho-

tometer를 사용하여 측정하였으며 cm-1으로 나타내었다. 1H NMR

스펙트럼과 13C NMR 스펙트럼은 Bruker-250 spectrometer

250 MHz와 62.5 MHz를 사용하여 각각 측정하였으며 화학적 이

동은 TMS를 내부 표준물질로 사용하여 ppm(parts per million)

으로 나타내었다. 반응에 사용한 화합물과 용매는 시약용을 구입

하여 사용하였으며 별도로 명시하지 않은 한 정제하지 않았다. 8-

Methoxycaffeine(1b), 8-ethoxycaffeine(1c) 및 8-n-butyloxy-

caffeine(1d)는 문헌의 방법에 따라 합성하였다.18) 화합물의 분자량

은 Thermo Finnigan(San Jose, CA, USA)사의 LCQ advantage-

trap mass spectrometer를 이용하여 electrospray ionization

(ESI) mass spectrometry(MS)로 측정하였다.

8-Bromocaffeine (2)

브로민(94 g, 0.59 mol)을 초산(60 ml)에 녹인 용액을 카페인

(100 g, 0.52 mol)과 NaOAc(43 g, 0.52 mol)을 초산(300 ml)에 녹

인 용액에 서서히 적가한 후 100oC에서 2시간 동안 가열한다.

반응액을 감압하에서 농축하여 대부분의 초산을 제거한 다음 얼

음물에 부어서 생성되는 침전을 8-bromocaffeine(128.7 g, 91%)

으로 얻고 재결정하거나[EtOAc : hexanes(1 : 1)] 칼럼크로마토그

라피로 정제한다[Rf = 0.25, EtOAc : CH2Cl2(1 : 6)]: mp 208~

210oC(lit.19 mp 205~206oC). 1H NMR(CDCl3, 250 MHz) δ 3.97

(s, 3H), 3.56(s, 3H), 3.40(s, 3H).

8-(Substituted)aryl Caffeine Ether (1e~1q)

질소 기류하에서 8-bromocaffeine(100 mg, 0.036 mmol),

(substituted)arenol(동일 당량) 및 무수 K2CO3(동일 당량)을 무

수 DMF(10 ml)에 녹이고 100~110oC에서 2~3시간 동안 가열

한다. 실온으로 냉각한 다음 냉장고에서 보관하여 생성되는 침

전을 여과한 후 헥산으로 세척하여 목적 화합물을 얻는다.

8-(Phenyloxy)caffeine (1e)

White solid(70%): mp 142~143oC(lit.18 mp: 140~143oC).

Unreported spectral data are as follows: 1H NMR(CDCl3, 250

MHz) δ 7.41(t, J=8.1 Hz, 2H), 7.25(m, 3H), 3.86(s, 3H), 3.44(s,

3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz) δ 154.92, 153.41, 153.33,

151.62, 145.82, 129.75, 125.64, 119.36, 103.77, 30.41, 29.88, 27.81.

MS(ESI) Calcd for C14H14N4O3[M+H]+ 287.3. Found 287.3.

8-(4-Nitrophenyloxy)caffeine (1f)

White solid(65%): mp 207oC. 1H NMR(CDCl3, 250 MHz):

δ 8.30(dm, J=9.1 Hz, 2H), 7.52(dm, J=9.1 Hz, 2H), 3.88(s,

3H), 3.44(s, 3H), 3.38(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): d

157.52, 154.86, 151.54, 151.45, 145.36, 144.88, 125.68,

119.73, 104.03, 30.61, 29.87, 27.86. MS(ESI) Calcd for

C14H13N5O5[M+H]+ 332.3. Found 332.3.

8-(3-Formylphenyloxy)caffeine (1g)

White solid(87%): mp 164~165oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 10.00(s, 1H, -CHO), 7.81(s, 1H), 7.76(m, 1H), 7.58

(m, 2H), 3.87(s, 3H), 3.41(s, 3H), 3.37(s, 3H). 13C NMR

(CDCl3, 62.5 MHz): δ 190.90, 154.86, 153.80, 152.75, 154.50,

145.57, 137.93, 130.51, 127.43, 125.50, 119.49, 103.90, 30.46,

29.86, 27.81. MS(ESI) Calcd for C15H14N4O4[M+H]+ 315.3.

Found 315.3.

8-(4-Formylphenyloxy)caffeine (1h)

White solid(87%): mp 167~168oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 9.99(s, 1H, -CHO), 7.94(dm, J=8.6 Hz, 2H), 7.48

(dm, J=8.6 Hz, 2H), 3.87(s, 3H), 3.43(s, 3H), 3.38(s, 3H).
13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 190.54, 157.65, 154.89,

152.03, 151.50, 145.51, 133.61, 131.63, 119.59, 103.96, 30.56,

29.89, 27.84. MS(ESI) Calcd for C14H14N4O3[M+H]+ 315.3.

Found 315.3.

8-(2-Methoxy-5-formylphenyloxy)caffeine (1i)

White solid(86%): mp 185oC. 1H NMR(CDCl3, 250 MHz):

δ 9.95(s, 1H, -CHO), 7.51~7.49(m, 3H), 3.88(s, 3H), 3.85(s,

3H), 3.38(s, 3H), 3.36(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz):

δ 190.84, 154.94, 153.37, 151.56, 151.36, 146.87, 145.77,

134.93, 124.90, 121.91, 111.21, 103.90, 56.23, 30.52, 29.85,

27.80. MS(ESI) Calcd for C16H16N4O5[M+H]+ 345.3. Found

345.3.

8-(2-Methoxy-4-acylphenyloxy)caffeine (1j)

White solid(91%): mp 218oC. 1H NMR(CDCl3, 250 MHz):

δ 7.59(s, 1H, H3'), 7.57(dd, 1H, J=8.1, 1.8 Hz), 7.35(d, J=

8.1 Hz, 1H), 3.86(s, 3H), 3.81(s, 3H), 3.345(s, 3H), 3.340(s,

3H), 2.59(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 196.75,

154.88, 153.56, 151.53, 150.77, 145.82, 145.77, 135.67, 122.06,

121.36, 111.82, 103.81, 56.13, 30.45, 29.80, 27.74, 26.50.

MS(ESI) Calcd for C17H18N4O5[M+H]+ 359.2. Found 359.2.

8-(Quinolin-8-oxy)caffeine (1k)

White solid(95%): mp 184oC. 1H NMR(CDCl3, 250 MHz):
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δ 8.79(dd, 1H, J=4.3, 1.4 Hz, H2'), 8.18(dd, 1H, J=8.4, 1.3

Hz, H4'), 7.74(dd, 1H, J=8.0, 0.8 Hz, H5'), 7.64(dd, 1H, J=

7.5, 0.8 Hz, H7'), 7.62(t, 1H, J=8.0 Hz), 7.58(t, 1H, J=8.0

Hz), 7.54(t, 1H, J=8.0 Hz), 7.42(dd, 1H, J=8.0, 4.3 Hz, H3'),

4.01(s, 3H), 3.38(s, 3H), 3.27(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5

MHz): δ 155.03, 154.99, 151.63, 150.50, 149.47, 145.95,

140.50, 136.01, 129.73, 126.24, 125.78, 121.94, 119.70,

103.82, 30.78, 29.80, 27.77. MS(ESI) Calcd for C17H15N5O3

[M+H]+ 338.3. Found 338.3.

8-(Pyridin-2-oxy)caffeine (1l)

White solid(86%): mp 287oC. 1H NMR(CDCl3, 250 MHz):

δ 7.47(ddd, 1H, J=8.0, 6.8, 2.0 Hz, H5'), 7.35(ddd, 1H, J=

6.8, 2.0, 0.8 Hz, H6'), 6.63(d, 1H, J=9.4 Hz), 6.63(d, 1H, J=

8.3 Hz, H3'), 6.33(td, 1H, J=8.3, 1.0 Hz, H4'), 3.83(s, 3H),

3.54(s, 3H), 3.40(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz):

δ 162.56, 161.21, 155.25, 151.42, 146.37, 143.90, 141.53,

136.41, 121.83, 107.18, 32.86, 29.84 and 28.07. MS(ESI)

Calcd for C13H13N5O3[M+H]+ 288.2. Found 288.2.

8-(2-Chloropyridin-3-oxy)caffeine (1m)

White solid(92%): mp 174~175oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 8.29(d, 1H, J=3.8 Hz, H6'), 7.89(d, 1H, J=7.8 Hz,

H, H4'), 7.34(dd, 1H, J=7.8, 4.8 Hz, H5'), 3.89(s, 3H), 3.35

(s, 3H), 3.34(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 154.81,

152.27, 151.40, 146.42, 145.74, 145.36, 143.07, 130.40,

123.43, 104.04, 30.51, 29.78, 27.26. (ESI) Calcd for

C13H12ClN5O3[M+H]+ 322.7. Found 322.7.

8-(5-Chloropyridin-3-oxy)caffeine (1n)

White solid(98%): mp 193~194oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 8.56(d, 1H, J=2.5 Hz, H2'), 8.46(d, 1H, J=2.0 Hz,

H6'), 7.81(t, 1H, J=2.2 Hz, H4'), 3.86(s, 3H), 3.42(s, 3H),

3.36(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 154.83, 152.03,

151.41, 149.51, 145.77, 145.27, 139.65, 131.90, 127.23,

103.98, 30.51, 29.86, 27.82. (ESI) Calcd for C13H12ClN5O3

[M+H]+ 322.7. Found 322.7.

8-(6-Chloropyridin-2-oxy)caffeine (1o)

White solid(94%): mp 169~170oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 7.77(t, 1H, J=8.0 Hz, H4'), 7.22(dd, J=8.0, 1.2 Hz,

H5'), 7.16(d, J=8.0 Hz, H3'), 3.83(s, 3H), 3.48(s, 3H), 3.40

(s, 3H). 13CNMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 159.48, 155.10, 151.57,

150.60, 149.38, 145.64, 142.28, 121.58, 110.45, 104.74, 30.93,

29.87 and 27.89. (ESI) Calcd for C13H12ClN5O3[M+H]+

322.2. Found 322.2.

8-(6-Methylpyridin-2-oxy)caffeine (1p)

White solid(80%): mp 165~166oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 7.67(t, 1H, J=7.8 Hz, H4'), 7.01(d, J=8.2 Hz, H5'),

6.98(d, 1H, J=8.6 Hz, H3'), 3.79(s, 3H), 3.47(s, 3H), 3.39(s,

3H), 2.41(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): δ 159.73,

157.84(2 C’s), 155.08, 151.59, 145.76, 140.32, 120.56, 108.74,

104.53, 30.87, 29.86, 27.83 and 23.97. (ESI) Calcd for

C14H15N5O3[M+H]+ 302.3. Found 302.3. m/z, [M+H]+ 302.2.

8-(3-Chloro-6-trifluoromethylpyridin-2-oxy)caffeine (1q)

Yellow solid(75%): mp 288~289oC. 1H NMR(CDCl3, 250

MHz): δ 7.77(s, 2H, H4' and H5'), 3.86(s, 3H), 3.54(s, 3H),

3.41(s, 3H). 13C NMR(CDCl3, 62.5 MHz): 156.77, 155.17,

151.28, 146.22, 142.02, 134.80(3JC-F=6 Hz), 134.40, 128.60,

122.02(1JC-F=250 Hz), 111.26(2JC-F=36 Hz), 108.24, 33.23,

28.88 and 28.1d(ESI) Calcd for C14H11ClF3N5O3[M+H]+

390.7. Found 390.7.

DNA relaxation assay of Topoisomerase II

Supercoiled pBR322 plasmid DNA(100 ng)와 human DNA

topoisomerase IIα(Amersham, USA, 0.2 units)의 혼합액을

assay buffer(10 mM Tris-HCl(pH 7.9)(containing 50 mM

NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM ATP, and 15 µg/ml

bovine serum albumin) 합성한 화합물과 함께 또는 없이 37oC

에서 30분간 배양하였다. 최종 반응액(10 µl)에 7 mM EDTA

(3 µl)을 첨가하여 반응을 종결한 다음 반응 생성물을 running

buffer of TAE에서 1% agarose gel에 25 V로 4 h에 걸처 분석하

였다. Gel을 ethidium bromide(0.5 µg/ml) 수용액으로 30분간 염

색하고 DNA band는 UV로 transillumination하여 가시화하고

Alpha Innotech Corporation의 AlphaImagerTM로 정량하였다.

실험결과 및 고찰

합성

카페인의 8번 위치에 에테르기를 도입하는 방법으로 몇 가지

방법20,21이 알려져 있으나 그 고전적인 방법인 sodium 또는

potassium alcoholate 존재하에서 8-chloro- 또는 8-bromocaffeine

과 알코올을 반응하는 Fischer 합성법이 주로 활용되고 있다. 그

러나 이 방법은 저급 알코올에 제한적인 단점이 있다.20) 한편,

caffeine을 강한 염기로 처리하여 생성되는 탄소음이온을 이용하

는 방법은 반응 조건의 확보가 반응의 결과를 좌우하는 문제가
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있다.21) 따라서 본 연구에서는 Ullmann aryl ether 합성법을 이

용하였으며 무수 DMF 용매에서 동일 당량의 K2CO3 존재하에

서 8-bromocaffeine과 (substituted)phenol을 반응하는 방법으로

변형하였다. 목적 화합물은 65~95%의 수율로 합성하였으며 그

구조는 분광학적인 방법으로 확인하였다.

출발물질인 8-bromocaffeine은 이미 보고된 방법18)을 변형하

여 caffeine과 Br2을 HOAc에 녹이고 NaOAc를 가한 다음 100oC

에서 3시간 가열하는 방법으로 합성하였다.

생물학적 활성

합성한 8-alkoxy- 및 8-aryloxycaffeine에 대한 tipo II 저해활

성을 문헌의 방법22)에 따라 supercoiled pBR 322 plasmid DNA

의 relaxation을 측정하는 방법으로 평가하였으며 대조물질로는

topo II 선택적 저해제인 etoposide를 사용하였다(Table I). 합성

된 화합물은 대부분 약한 저해활성을 나타내었다. 구조적으로 특

별한 상관관계는 찾기 어려웠지만 alkyloxy-caffeine의 경우 8-

methoxycaffeine이 상대적으로 우수한 저해효과를 나타내었다.

한편 치환기를 가지는 페닐 및 피리딘을 가진 유도체보다 퀴놀

린 기가 도입된 2-(quinolin-2-yl)oxycaffeine(1k)가 가장 우수한

활성을 나타내었으나 그 활성은 etoposide의 활성에 미치지 못

하였다.

결 론

일련의 8-알콕시 및 아릴옥시카페인을 합성하고 DNA

topoisomerase II에 대한 저해활성을 평가하였으며 합성한 화합

물 중에서 8-(quinolin-2-yl)oxycaffeine(1k)이 새로운 topo II 저

해제로서의 가능성을 나타내었다.
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