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Abstract — This study aims to develop a novel regimen for enhanced efficacy and reduced side effect in inhibiting platelet

aggregation and blood coagulation by concurrent administration of triflusal and ibudilast as anticoaggulants. The result shows

this combination of triflusal and ibudilast (300~500 µM, respectively) has additive effect in inhibiting platelet aggregation

and blood coagulation over the administration of truflusal or ibdilast as a single treatment. This pharmaceutical composition

is expected to be useful for the prevention or treatment of various diseases and symptoms, for example, ischemic heart dis-

ease, ischemic cerebral infarction, arteriosclerosis, and thrombosis caused by the insertion of a stent.
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혈소판응집 또는 혈액응고 시스템의 비정상적인 활성화는 혈관

내 혈전생성의 원인이 되며, 동맥, 정맥 또는 미세혈관 등 폐쇄혈

관 내에 생성되는 혈전은 혈관 내 혈액의 원활한 흐름을 방해한

다. 혈소판 부착 및 응집은 혈관 내 혈전증의 주요한 요인이며, 혈

전은 동맥혈관을 막을 만큼 충분한 크기로 성장할 수 있다.1) 혈

전은 또한 정맥 내의 정체 또는 저혈류 속도 지역에서 형성될 수

있다. 정맥혈전은 그 자체의 위치에서 쉽게 분리되어 순환계를

통해 이동할 수 있고 폐동맥 같은 다른 혈관의 폐색을 초래할 수

있다. 따라서, 동맥혈전은 국소폐색에 의한 심각한 질환을 야기

하며, 정맥혈전은 주로 원거리 폐색, 또는 색전을 야기한다.2) 따

라서, 혈소판 응집억제 또는 혈전용해 작용을 하는 의약은 혈전,

색전과 관련이 있는 질병들 즉, 심근경색, 협심증, 혈전성 정맥

염, 동맥색전증, 관상 및 뇌동맥혈전증, 말초혈관 또는 심부정맥

혈전증, 임의 혈관의 동맥 혈전증, 정맥혈전증, 허혈성 뇌경색,

동맥경화, 고혈압, 폐고혈압, 뇌경색, 뇌졸증, 만성동맥폐색증, 폐

경색, 뇌색전증, 신장색전증, 혈전색전증 및 지주막하 출혈 후의

병적 증상, 경피적 관상동맥 성형술(PTCA) 및 스텐트(stent) 삽

입 시의 혈전 생성, 스텐트 설치 후의 재협착, 카테터 혈전성 폐

색 또는 재폐색, 급성 관상동맥증후군, TIA(일과성 뇌허혈 발작

또는 급성 뇌혈관 증후군), 심부전증, 허혈성 병인에 의한 가슴

통증, X 증후군, 진성당뇨병의 예방 및 치료에 사용될 수 있다.3)

Aspirin 및 dipyridamole과 같은 일부 제제는 예방적 항혈전제로

사용되었다. 현재 국내외에서 혈전생성 예방의 목적으로 임상적

으로 널리 사용되고 있는 aspirin은 소량을 지속적으로 복용할

경우 혈소판의 응집을 억제하여 혈전생성을 예방하는 것으로 알

려져 있다. 그러나 aspirin은 복용량, 복용기간에 따라 위염의 발

생, 출혈 등의 부작용의 위험이 있다. 또한, aspirin을 복용하여

도 혈소판응집을 적절하게 억제하지 못하는 아스피린 저항성

(aspirin resistance) 증상을 보이는 환자의 비율이 상당히 보고

되었다.4,5) Aspirin 다음으로 많이 사용되고 있고 ADP에 의해 유

도되는 혈소판 응집물질(칼슘, 세로토닌, 피브리노겐 등)을 억제

해 혈소판 응집 및 혈전형성을 감소시키는 작용을 하는 혈소판

응집억제제인 clopidogrel은 실제적인 부작용을 가질 뿐 아니라

저항성의 문제점이 있는 것으로 나타났고,6) thienopyridine의 경
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우 강력하게 생명을 위협하는 혈전성 혈소판감소성 자반증의 발

병률을 증가시키는 것으로 나타났다.7) ReoPro(7E3) 약물은 임

상효능은 인상적이나 과도한 출혈, 때때로 수혈을 필요로 할 만

큼의 증가된 위험과 관련이 있다는 것이 밝혀졌다.8) 따라서, 기

존의 제품이 갖는 문제점 및 부작용이 적고 효능이 우수한 제품

의 개발이 필요하다. 한편, triflusal은 Fig. 1의 구조를 갖는 화합

물로, 혈전증에 의한 합병증을 포함한 혈전, 색전 질환 예방 및

치료제, 혈소판 응집억제, 외과수술 후 심부정맥 혈전증 및 동맥

경화성 기능장애에 사용되는 혈소판응집억제 약물이다. Triflusal

은 화학구조가 aspirin과 매우 유사한 혈소판응집 억제작용물질

이나 aspirin보다 위장출혈 위험성이 월등히 낮다. 또한 triflusal은

aspirin과 유사하게 혈소판의 시클로옥시게나제(cyclooxygenase,

COX)를 억제하여 트롬복산 A2(Thromboxane A2) 생성을 억제

할 뿐 아니라 cAMP, 포스포디에스터라제(phosphodiesterase,

PDE)를 억제한다고 알려져 있다.9-11) Ibudilast는 Fig. 2의 구조

를 가지며, PDE 저해제로서 뇌경색 후유증에 따른 뇌순환장애

로 인한 어지럼증의 개선에 사용되는 약물이다. Ibudilast는 cAMP

PDE를 억제하여 cAMP 농도를 증가시킬 뿐 아니라 혈관내피 세

포에서 NO나 PGI2의 생성을 증가시켜 혈소판응집을 억제하는

것으로 알려져 있다.12)

즉 triflusal과 ibudilast를 단독 처리 시 혈소판 응집 억제 작용

과 혈액 항응고 작용에 미치는 영향을 각각 확인하고 이들을 복

합제제로 할 경우 혈소판 응집 억제 작용과 혈액항응고 작용에

미치는 영향을 확인하여 양의 감소 및 증가에 따른 효과를 비교

하여 기존의 제품이 갖고 있는 부작용은 줄이고 효능이 우수한

복합제제를 개발하고자 한다.

재료 및 방법

실험동물과 혈장

동물은 180~250 g의 Sprague-Dawley 웅성 흰쥐를 사용하였

고, 혈장은 서울대학교병원 혈액은행에서 사람의 신선 동결혈장

을 공급받아 사용하였다.

시험물질의 조제

활성을 검색하고자 하는 시료를 0.5% EtOH(최종농도)에 녹

여 사용하였다. 검색약물들은 용해가 가능한 최고농도로서 triflusal

은 최종농도 1400 µM, ibudilast는 최종농도 1000 µM까지 실험

하였다. Triflusal과 ibudilast는 주식회사 우남약품으로부터 제공

받아 사용하였다.

시험에 사용된 기기

Centrifuge(Hanil, Inchon, Korea), ExcellTM18 Hematology

Analyzer(Drew Scientific Inc., Dallas, TX, U.S.A.) 및 Platelet

aggregometer(490X, Chrono-Log Corp., Havertown, PA,

U.S.A.) 등을 사용하였다.

혈소판응집 억제작용 검색

Platelet rich plasma(PRP) 및 platelet poor plasma

(PPP)의 조제 −흰쥐를 diethyl ether로 흡입 마취하였으며, 모

든 혈소판을 이용한 실험에는 polystylene 또는 polyethylene 용

기를 사용하였다. 항응고제로서 2.2% trisodium citrate 0.1

volume를 plastic 주사기에 넣고, 이를 이용하여 심장으로부터

0.9 volume의 혈액을 채취하였다. 혈액을 조심스럽게 섞은 후,

상온에서 200×g로 10분간 원심분리하여 상층액 PRP를 얻었다.

PRP를 취하고 남은 층을 1500×g에서 20분간 원심 분리하여

PPP를 얻고, PRP을 PPP로 희석하여 혈소판 수를 350-450×106/

ml로 맞추어 실험에 사용하였다.

혈소판응집 억제작용의 검색(Turbidimetric method)

혈소판 수를 일정하게 맞춘 PRP 500 µl를 37oC platelet

aggregometer에서 2분간 배양시키고 1200 rpm으로 교반하면서

각 5 µl의 시료용액(또는 vehicle)을 가한다. 1분 30초 후 응집유

도물질로서 collagen 또는 ADP 5 µl를 첨가하여 혈소판응집을

유도하였다. AA에 의한 혈소판응집은, threshold concentration

의 collagen 존재 하에서 실험하였다. 즉 threshold concentration

Fig. 1 − Chemical structure of triflusal.

Fig. 2 − Chemical structure of ibudilast.
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의 collagen(1~1.8 µg/ml)을 가하고 30초 후 AA 5 µl를 가하여

혈소판응집을 유도하였다.13,14) 각각의 응집유도 물질의 최종농

도는 다음과 같다.

Collagen: 2~5 µg/ml, ADP: 2~3 µM, AA: 50~150 µM.

혈소판응집억제률(%)은 다음의 식에 의하여 구하였다.

A; PRP에 vehicle(0.5% EtOH, final concentration)을 가한

후 agonist을 가하였을 때의 혈소판응집도(%)

B; PRP에 0.5% EtOH(final concentration)에 녹인 실험시료

를 가한후 agonist를 가하였을 때의 혈소판응집도 (%)9,10)

시료물질의 농도 및 억제작용

우선 각각의 응집유도 물질(collagen, ADP 또는 AA)에 대하

여 triflusal 및 ibudilast이 각각 10~80%의 응집억제도를 보이

는 농도를 확인하고, 2종의 물질을 함께 가하였을 때의 억제도

를 %로 구하였다. 대조군으로 aspirin을 사용하여 복합시료의 작

용강도를 비교함으로써 실제 사용 시 결과를 예측하는데 목표를

두었다.

혈액 항응고작용 검색

aPTT(Activated Partial Thromboplastin Time) assay −

검색시료 3 µl(또는 vehicle)를 혈장 100 µl에 넣고 37oC에서 2분

간 배양시킨 후, aPTT 시약(STA®-PTT A⑤, Stago) 100 µl를
넣고 계속해서 37oC에서 3분간 배양시켰다. 0.025 M CaCl2

100 µl를 첨가한 후 혈장이 응고되기까지의 시간을 검체 중에

fibrin이 형성되면 그것이 이동전극에 휘감겨 전기회로에 전압이

걸리고, 그와 동시에 회로가 닫혀 타임레코더가 정지되는 자동

혈액응고 시간 측정기(fibrometer)로 측정하였으며 모든 데이터

는 초 단위로 표시 하였다.15)

PT(Prothrombine Time) assay −검색시료 3 µl(또는
vehicle)를 혈장 100 µl에 넣고 37oC에서 3분간 배양시킨 후, 미

리 37oC로 가열시켜 놓은 PT 시약(Neoplastine® CI Plus②,

Stago) 200 µl를 첨가하고 혈장이 응고되기까지의 시간을 자동

혈액응고 시간 측정기로 측정하였으며 모든 데이터는 초 단위로

표시하였다.15)

TT(Thrombin Time) assay −검색시료 3 µl(또는 vehicle)

를 혈장 100 µl에 넣고 37oC에서 3 분간 배양시킨 후, 미리 37oC

로 가열시켜 놓은 TT 시약(STA®-Thrombin②, Stago) 200 µl
를 첨가하고 혈장이 응고되기까지의 시간을 자동 혈액응고

시간 측정기로 측정하였으며 모든 데이터는 초 단위로 표시 하

였다.14)

시료물질의 농도 및 항응고작용

Triflusal과 ibudilast를 이용하여 각각 300~500 µM 농도에서

aPTT, PT 또는 TT 시간을 정상응고시간에 비하여 연장시키는

경향이 있는지 검색하였다. 또한 2종의 약물을 동시 처리하여 혈

소판응집억제작용의 상승작용을 보인 복합농도에서 2종의 물질

을 함께 가하였을 때의 혈액응고시간 연장효과가 있는가를 관찰

하였다. 대조군으로 heparin을 사용하여 복합시료의 작용강도를

비교함으로써 실제 사용 시 결과를 예측하는데 목표를 두었다.

통계처리

모든 실험결과는 평균±표준오차(Mean±S.E.)로 계산하였으며,

각 군 간의 유의성 검정은 Student's t-test를 사용하고, p값이

0.05 미만일 때 유의성이 있다고 판정하였다.

실험결과 및 고찰

혈소판응집 억제작용

Collagen 유도 혈소판응집에 대한 억제 활성 시험결과 −Table

I과 같이 collagen에 의하여 유도된 혈소판응집에 대하여 ibudilast

는 300~650 µM에서 14~91%의 억제도를 보여 aspirin과 유사한

정도의 억제작용을 가짐을 알 수 있었다. 또한 triflusal과 ibudilast

는 복합 투여할 때 대부분의 농도에서 additive effects를 보였다.

특히 trifusal 300 µM과 ibudilast 600 µM을 동시 투여할 때

collagen에 의한 혈소판응집은 72±3.8%의 억제작용을 보였고,

trifusal 500 µM과 ibudilast 300 µM을 동시 투여할 때 collagen에

의한 혈소판응집은 99±1.0%의 높은 억제작용을 보였다.

Inhibition of platelet aggregation %( )=A - B

A
------------- 100×

Table I − The effects of triflusal and ibudilast on collagen induced

platelet aggregation

Aspirin (M) Triflusal (M) Ibudilast (M) Inhibition (%)

300 - - 15±6.0

400 - - 70±11.0**

450 - - 98±1.2**

- 300 - 19±3.0

- 450 - 49±12.0*

- 500 - 71±13.0**

- - 300 14±1.7

- - 500 31±9.0

- - 600 46±13.0*

- - 650 91±8.3**

- 300 300 20±7.0

- 300 500 56±13.0*

- 300 600 72±3.8**

- 300 700 97±1.0**

- 450 300 36±7.6

- 450 600 56±9.4*

- 500 300 99±1.0**

- 500 600 98±0.5**

- 500 650 98±1.8**

*P<0.05, **P<0.01.
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Arachidonic acid 유도 혈소판응집에 대한 억제 활성 시험결과

Table II에 나타난 바와 같이, AA에 의하여 유도되는 혈소판

응집에 대하여 ibudilast의 경우 300~700 µM에서 13~58%의 농

도의존적인 응집억제도를 보였으며, triflusal은 300~600 µM에

서 23~65%의 응집억제도를 나타내었다. Ibudilast와 triflusal을

동시에 투여하면, 각각의 약물을 단독으로 투여하였을 때와 비

교하여 상승적으로 억제효과가 증가하였다. 예를 들어, ibudilast

600 µM 및 triflusal 300 µM을 단독으로 투여할 경우 각각 30±

8.0% 및 23±9.0%의 억제율을 보였으나, 두 약물을 동시 투여하

면, 86±8.0%의 억제작용을 보였다.

ADP 유도 혈소판응집에 대한 억제 활성 시험결과

Table III에서 보는 바와 같이, ADP에 의하여 유도되는 혈소

판응집에 대하여 ibudilast를 단독으로 첨가한 경우 600 µM 농

도까지 억제작용을 보이지 않았으며 1000 µM에서 10%의 억제

효과를 나타내었고, triflusal은 1000 µM까지 전혀 억제작용을 보

이지 않았으며 1400 µM에서 약 34%의 억제효과를 보여, 양성

대조군(positive control)인 aspirin과 비교하여 억제효과가 훨씬

낮았다. 그러나 위와 같이 단독으로 첨가하였을 때 ADP에 의해

유도된 혈소판 응집에 대한 억제효과를 보이지 않았던 농도인

ibudilast 300 µM 및 triflusal 300 µM을 동시에 첨가하면 16±

9.2%, ibudilast 600 µM 및 triflusal 300 µM을 동시에 첨가하면

15±6.8%, ibudilast 300 µM 및 triflusal 500 µM을 동시에 첨가

하면 24±7.0%의 억제효과를 나타내었다. 이와 같이 단독 사용

에 의해서는 혈소판 응집 억제효과가 없었던 두 가지 약물을 병

용함으로 인하여 억제효과를 보이는 것은 단독 약물로부터 전혀

예측할 수 없는 효과이다. 또한, 단독으로 사용할 때 10±0%의

억제효과를 보였던 ibudilast 1000 µM과 34±0.7%의 억제효과를

보였던 triflusal 1400 µM을 동시에 첨가할 경우 49±9.1%의 억

제효과가 나타나 두 약물의 각각의 억제효과를 더한 값보다 더

높은 억제률을 보여 두 약물을 병용 사용하면 억제효과가 상승

적으로 나타난다는 것이 확인되었다.

혈액 항응고작용

Fig. 3에서 ibudilast와 triflusal의 두 종의 약물을 병용처리하

여 혈소판 응집억제 작용의 상승효과를 보인 농도인 ibudilast 또

는 triflusal 각각 300~500 µM 농도에서 정상응고시간에 비하여

aPTT, PT　또는 TT 시간을 연장시키는가 관찰하였다. 또한 2

종의 약물을 동시 처리하여 혈소판응집 억제작용의 상승작용을

보인 농도에서 혈액응고시간 연장효과가 있는가를 관찰하였다.

양성 대조군으로 heparin을 사용하여 복합시료의 작용강도를 비

교함으로써 실제 사용 시 결과를 예측하였다. Ibudilast 및 triflusal

을 포함하는 조성물이 혈액 항응고작용을 갖는가를 내인계, 외

인계 및 공통 응고계에 대하여 응고시간을 연장시키는지 여부로

검토하였다. Heparin의 경우 0.05~2 U/ml의 농도에서 대조군과

비교하여 aPTT, PT, TT 시간(sec)이 각각 80.2%, 106.6%,

171.7% 연장되어 강력한 항혈액응고 효과를 나타냄을 알 수 있

었으며 이는 출혈 위험성이 상당히 크다는 것을 나타내며 따라

서 사용에 상당한 주의를 필요로 한다. Ibudilast 또는 triflusal을

단독처리할 때 PT와 aPTT 시간에는 영향이 없거나 10% 이하

의 약한 연장을 보인 반면, TT 시간을 12~18% 연장시켜 공통

계에 의한 혈액 응고시간 연장효과를 가져 항응고 효과를 보이

나, 대조군과 비교하여 그 정도가 그리 크리 않았다. 또한 ibudilast

와 triflusal을 동시 투여하였을 때 역시 PT와 aPTT 시간은 10%

Table II − The effects of triflusal and ibudilast on arachidonic acid

induced platelet aggregation

Aspirin (M) Triflusal (M) Ibudilast (M) Inhibition (%)

030 - - 8.0±7.1

050 - - .28±12.0

100 - - .98±0.0**

200 - - .97±0.6**

- 300 - .23±9.0

- 500 - .48±12.0*

- 600 - .65±7.8*

- - 300 .13±9.0

- - 600 .30±8.0

- - 700 .58±19.0*

- 300 300 .54±4.7*

- 300 600 .86±8.0**

- 300 700 .98±1.7**

- 500 300 .86±12.0**

- 500 600 .86±7.8**

- 600 300 .97±1.2*v

*P<0.05, **P<0.01.

Table III − The effects of triflusal and ibudilast on ADP induced

platelet aggregation

Aspirin (M) Triflusal (M) Ibudilast (M) Inhibition (%)

0300 - - 9.0±0.6*.

0400 - - 18±7.2*

0450 - - 17±2.5*

0500 - - 32±0.0*

1000 - - 35±4.2*

2000 - - 62±8.1*

- 0300 - N*

- 0500 - N

1000 - N

- 1400 - 34±0.7*

- - 0300 N

- - 0600 N

- - 1000 10±0.0*

- 0300 0300 16±9.2*

- 0300 0600 15±6.8*

- 0500 0300 24±7.0*

- 1400 1000 49±9.1*

N*: no effect.
*P<0.05.
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이하의 연장을 보인 반면, TT 시간을 19~23% 연장시켜 단독

투여하였을 때보다 약간 증가되었다. 이로부터, ibudilast 및

triflusal 병용처리는 혈액응고 기전 중 공통계인 TT 시간 만을

연장시켜 이들 물질들의 혈소판 응집억제 효과를 보완하면서, 출

혈 위험성이 적을 것으로 추정된다.

결 론

위의 실험결과로서 triflusal 와 ibudilast는 각각 300~500 µM

을 복합투여 함으로서 상가적인 혈소판응집억제작용 및 항혈액

응고 효과를 가짐을 알 수 있었으며, aspirin과 유사하게 혈전생

성 예방효과를 가지며 출혈성 부작용은 적을 것으로 기대된다.
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