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항-당뇨 약제 후보물질을 빠르고 편리하게 검출할 수 있는 효과가 있다.   또한, 형광성 글루코오스 유도인자를

사용하여 이의 제브라피시 내 섭취된 양을 형광측정 함으로써 편리하고 빠르게 글루코오스 유도인자 섭취량을 측

정 가능하며, 종래의 방사성 글루코오스 추적자의 사용으로 인한 부수적 시설 및 방사능 정화 처리의 필요성을

제거하는 이점이 있다.   더불어, 제브라피시-기반된 시스템은 수반되는 독성 분석이 가능하고, 하우징이 간편하

며, 제브라피시와 형광성 글루코오스 유도인자 접촉 시 글루코오스 섭취가 가능하여 미세주입과 같은 고도의 기

술이 불필요한바,  척추동물-기반된 대규모 스크리닝 수행 시 투입 비용 및 시간을 감소시킬 수 있는 이점이

있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 하기 화학식 I 또는 Ⅱ로 표시되는 화합물의 치료학적 유효량; 및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함

하는 당뇨 예방 또는 치료용 약제학적 조성물:

화학식 I

 

상기 화학식 I에서, R1은 H이고; R2는 -(CONH)-[(CH2)m-O]n-(CH2)p-NH2(상기 m, n 및 p는 각각 1-5의 정수이다)이

고; R3은 H이고; R4는 C7-C16 아랄킬(aralkyl)이고; 상기 아랄킬의 아릴기는 할로겐으로 치환될 수 있고; R5는 H

이고; R6은 C1-C8 직쇄 또는 가지쇄의 알킬, C2-C10 직쇄 또는 가지쇄 알케닐, 아릴, C7-C16 아랄킬(aralkyl) 또는

C3-C10 사이클로알킬이고; 상기 아릴은 할로겐으로 치환될 수 있고;

화학식 Ⅱ

상기 화학식 Ⅱ에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는

가지쇄의 알킬알코올이다.

청구항 2 

제  1  항에  있어서,  상기  화학식  I의  R2는  -(CONH)-[(CH2)m-O]n-(CH2)p-NH2(상기  m,  n  및  p는  각각  1-3의

정수이다)인 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 화학식 I은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물인 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물:
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화학식 1

상기 화학식 1에서, R5는 H이고; R6은 C1-C8 직쇄 또는 가지쇄의 알킬, C2-C10  직쇄 또는 가지쇄 알케닐, 아릴,

C7-C16 아랄킬(aralkyl) 또는 C3-C10 사이클로알킬이고; 상기 아릴은 할로겐으로 치환될 수 있다.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 화학식 Ⅱ는 하기 화학식 9로 표시되는 화합물인 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물:

화학식 9

상기 화학식 9에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는

가지쇄의 알킬알코올이다.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 당뇨병 치료제의 제브라피시-기반된 스크리닝 방법 및 당뇨병 치료, 개선 또는 완화용 조성물에 관한[0001]

것이다.

배 경 기 술

인슐린은 연소성 발병 당뇨병(제1형) 또는 후발성 당뇨(제2형)를 치료하기 위하여 개발된 유일한 제재이다(1).[0002]

제2형 당뇨병에 대한 많은 약제들이 개발되어 왔으나, 상기 약제들은 부작용(예컨대,  총 사망 위험 증가(2),

저혈당증(3) 및 위장 질환(4))을 동반하거나, 피하 전달을 필요로 한다(5).   당뇨병에 대한 외과적 개입은 문

제가 있다.   예컨대, 제1형 당뇨병에 대한 췌장 이식은 장기 기증자가 부족하고, 제2형 당뇨병에 대한 위 우회

술은 영양결핍증을 발생시킬 수 있다(6).   따라서 인슐린 효과를 개괄하는 신규한 화합물(요컨대, 인슐린 모방

체)의 발견이 임상적으로 긴급히 요구된다.

약물(drugs) 발견 과정에서 통상적인 ‘병목’은 후보 약제의 동물 실험에서의 실패이다.   이는 섭취, 용해도,[0003]

대사 안정성 또는 독성과 관련된 문제에 의하여 발생한다(7, 8).   이러한 문제는 신규한 약물의 발견에서 보고

된 둔화의 주요한 원인 요소이다(9, 10).   작은 설치 포유류에서의 대규모 후보 약물 스크리닝은 이러한 문제
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를 다루는 것이 가능하다.   그러나 작은 포유류는 과도한 비용 및 물류적 문제(요컨대, 특수 설비 내 하우징

(housing)이 요구되는 기관의 지침 및 기술적 지원을 제공하기 위한 추가적인 인력) 때문에 큰-규모 스크리닝

프로그램에 적합하지 않다.   결과적으로, 높은 번식력 및 단순한 하우징이 장점이 될 수 있는 작은 사이즈의

동물 모델이, 약물 발견 연구를 위한 스크리닝 도구로서 개발되고 있다(11).   또한, 작은 유기체-기반된 약물

스크리닝은 약물 타겟 동정이 불필요하고(9), 포유류 실험 모델에서 유효성 검사를 위한 신규한 활성 화합물의

발견을 촉진할 수 있기 때문에 유용하다.

당뇨병 연구의 맥락에서, 항-당뇨 약제에 대한 화학적 라이브러리 스크리닝 시스템은 세포의 글루코오스 섭취[0004]

(glucose  uptake)  측정(12,  13)을 기반으로 발전되어왔다.    이는 두 형광물질-태깅된 글루코오스 생물탐침

(fluorescein-tagged  glucose  bioprobe;  2-데옥시-2-[(7-니트로-2,1,3-벤족사디아졸-4-일)아미노]-D-글루코오

스(2-NBDG)  및 6-데옥시-2-[(7-니트로-2,1,3-벤족사디아졸-4-일)아미노]-D-글루코오스(6-NBDG))의 개발에 의하

여 급속화되었다.   방사성 글루코오스 추적자(tracer)를 대신하여 이러한 NBDG 탐침을 사용할 수 있고, 글루코

오스  유량의  편리하고 빠른 측정을 제공할 수  있다(14).    세포  내  글루코오스 트랜스포터(GLUT:  glucose

transporter)에 대한 NBDG 탐침의 친화성이 유리 글루코오스보다 300배 높다는 사실의 입증(14, 15)에 의하여

비통상적인 NBDG 탐침의 동역학적 거동에 관한 종전의 우려가 완화되었다.   더욱이, 세포의 6-NBDG 섭취의 온

도 계수(Q10)는 적혈구 내 GLUT1의 Q10과 유사함이 판명되었고(단순 확산에 대한 Q10 보다 매우 높음), 이는 단

순 확산이 NBDG 섭취에서 사소한 역할을 함을 나타낸다(15).

1980년대 초반에 동물 모델이 설립된 이래로, 제브라피시(Danio rerio)는 약물 스크리닝을 위한 중요한 유기체[0005]

로 개발되어 왔다(16).   제브라피시는 유일하게 96-웰 또는 384-웰 플레이트 구성방식에서 스크리닝이 가능하

기 때문에 다른 척추동물 모델과 비교하여 상당한 장점을 가지고 있다(17).   더욱이, 제브라피시의 지놈은 인

간의 지놈과 약 80%의 상동성이 있어, 초파리인 드로소필라 멜라노게스터(Drosophila melanogaster)(60%) 및 선

충인 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans)(36%)과 같은 인기 있는 작은 유기체 모델과 비교하여 호의적이다

(18-20).  또한, 제브라피시 및 인간은 글루코오스 항상성 조절에 있어 유사한 메카니즘을 공유한다(21, 22).

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0006]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 인슐린 모방 화합물의 발견을 위한 단순한 척추동물-기반된 스크리닝 시스템을 구축하기 위하여[0007]

제브라피시  및  글루코오스  유도인자인  NBDG  탐침의  실험적  유용성을  조합하였다.    그  결과,  균질화된

(homogenized) 제브라피시 유생(larvae) 및 눈(GLUT 발현이 상대적으로 높은 조직)에서의 NBDG 축적의 형광 분

석에 의하여 글루코오스 섭취 조절인자(regulator)들을 검출 할 수 있고, 이러한 NBDG 섭취는 GLUT 수용체에 대

한 경쟁을 억제할 수 있음을 확인하였다.   또한, 본 발명자들은 본 발명의 시스템에서 종래 글루코오스 섭취를

유발하는 것으로 규명된 화합물인 마슬린산(Maslinic acid)의 검출이 가능함을 확인함으로써 신규한 항-당뇨 약

물 후보의 빠른 동정을 위한 매우 단순하고, 경제적이며 효과적인 제브라피시-기반된 스크리닝 시스템을 완성하

게 되었다.

따라서 본 발명의 목적은 제브라피시-기반된 당뇨병 치료제의 스크리닝 방법을 제공하는 데 있다.[0008]

본 발명의 다른 목적은 당뇨 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공하는데 있다.[0009]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0010]

과제의 해결 수단
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본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 다음 단계를 포함하는 당뇨병 치료제의 제브라피시-기반된 스크리닝 방[0011]

법을 제공한다: (a) 제브라피시와 시험물질을 접촉시키는 단계; (b) 상기 단계 (a)의 결과물과 형광성 글루코오

스 유도인자를 접촉시키는 단계; 및 (c) 상기 제브라피시 내로 섭취(uptake)된 상기 형광성 글루코오스 유도인

자의 양을 형광측정을 통하여 측정하는 단계; 상기 시험물질이 상기 형광성 글루코오스 유도인자의 제브라피시

내 섭취를 증가시키면, 당뇨병 치료제로 판단된다.

본 발명자들은 인슐린 모방 화합물의 발견을 위한 단순한 척추동물-기반된 스크리닝 시스템을 구축하기 위하여[0012]

제브라피시 및 글루코오스 유도인자인 NBDG 탐침의 실험적 유용성을 조합하였다.   그 결과, 균질화된 제브라피

시 유생(larvae) 및 눈(GLUT 발현이 상대적으로 높은 조직)에서의 NBDG 축적의 형광 분석에 의하여 글루코오스

섭취 조절인자(regulator)들을 검출 할 수 있고, 이러한 NBDG 섭취는 GLUT 수용체에 대한 경쟁을 억제할 수 있

음을 확인하였다.   또한, 본 발명자들은 본 발명의 시스템에서 종래 글루코오스 섭취를 유발하는 것으로 규명

된 화합물인 마슬린산(Maslinic acid)의 검출이 가능함을 확인함으로써 본 발명의 제브라피시-기반된 스크리닝

시스템이 신규한 항-당뇨 약물 후보를 빠르고, 단순하며, 경제적이고 효과적으로 동정할 수 있음을 확인하였다.

따라서, 본 발명은 제브라피시 내로 섭취된 글루코오스 글루코오스 유도인자를 이용하여 당뇨병을 효과적으로[0013]

예방 또는 치료할 수 있는 화합물을 동정하는 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명의 방법을 각각의 단계별로 상세히 설명하면 다음과 같다:[0014]

단계 (a): 제브라피시와 시험물질을 접촉[0015]

우선 제브라피시와 시험물질을 접촉시킨다.[0016]

본 명세서의 용어 “접촉”이란, 물질과 물질이 맞닿는 것을 의미한다.   상기 단계 (a)에서 제브라피시와 시험[0017]

물질을 접촉시키는 방법은 제브라피시와 시험물질을 맞닿게 할 수 있는 어떠한 경우도 포함되며, 예컨대 제브라

피시가 배양 또는 유지되는 배지(예컨대, E3 물과 같은 피시 워터(fish water) 등)에 상기 시험 물질을 첨가

(add) 또는 투여(administer)하여 제브라피시와 시험물질이 맞닿을 수 있는 상태에 놓이게 하는 것을 포함한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 제브라피시는 제브라피시 유생이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르[0018]

면, 상기 제브라피시 유생은 24-168 hpf(hour post fertilization), 24-144 hpf, 24-120 hpf, 48-120 hpf, 48-

96 hpf, 60-96 hpf, 60-84 hpf, 64-80 hpf 또는 68-76 hpf 유생이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 시험물질은 1-15 mg/mL 농도로 접촉시킨다.   본 발명의 다른 구현예에 따[0019]

르면, 상기 농도는 1-13 mg/mL 또는 1-11 mg/mL이다.   본 발명의 어떠한 구현예에 따르면, 상기 농도는 3-15

mg/mL, 5-15 mg/mL 또는 8-15 mg/mL이다.   본 발명의 특정 구현에에 따르면, 상기 농도는 3-13 mg/mL, 5-13

mg/mL, 8-13 mg/mL이다.   본 발명에서 상기 시험물질은 상기의 농도범위 내에서 독성 활성을 갖지 않는다.

단계 (b): 형광성 글루코오스 유도인자와 접촉[0020]

단계 (a)의 실시 이후, 상기 단계 (a)의 결과물과 형광성 글루코오스 유도인자를 접촉시킨다.[0021]

상기 단계 (b)에서 상기 단계 (a)의 결과물과 형광성 글루코오스 유도인자를 접촉시키는 방법은 상기 단계 (a)[0022]

의 결과물과 형광성 글루코오스 유도인자를 맞닿게 할 수 있는 어떠한 경우도 포함되며, 예컨대 상기 단계 (a)

의 결과물이 존재하는 배지(예컨대, E3 물과 같은 피시 워터(fish water) 등)에 상기 시험 물질을 첨가(add) 또

는 투여(administer)하여 상기 단계 (a)의 결과물과 형광성 글루코오스 유도인자가 맞닿을 수 있는 상태에 놓이

게 하는 것을 포함한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 형광성 글루코오스 유도인자는 2-데옥시-2-[(7-니트로-2,1,3-벤족사[0023]

디아졸-4-일)아미노]-D-글루코오스(2-NBDG) 또는 6-데옥시-2-[(7-니트로-2,1,3-벤족사디아졸-4-일)아미노]-D-글

루코오스(6-NBDG)이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 형광성 글루코오스 유도인자는 2-NBDG이다.

본 발명의 2-NBDG 및 6-NBDG은 형광물질-태깅된 글루코오스 유사체(analogues)로 글루코오스 트랜스포터 1(GLUT[0024]

1)를 연구하기 위하여 6-NBDG가 1985년에 개발되었고, 박테리아에서 글루코오스 섭취를 연구하기 위하여 2-NBDG

가 1996년에 개발되었다. 2-NBDG 및 6-NBDG의 운명은 세포 내 섭취에 따라 달라지는데, 2-NBDG는 당분해 경로에
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서 헥소키나아제에 의해 인산화된 후 비-형광성 산물로 빠르게 분해되나, 6-NBDG는 헥소키나아제에 의해 인산화

되지 않기 때문에 형광성 형태로 세포질에 축적된다.   2-NBDG의 화학식은 C12H14N4O8이고, 6-NBDG의 화학식은

C12H14N4O8이며 화학 구조는 도 1에 개시하였다.

상기 2-NBDG 및 6-NBDG는 환경에 민감할 지라도 약 465/540 nm에서 전형적인 여기/발광 스펙트라를 나타내기 때[0025]

문에, 형광물질(fluorescein)용 광학 필터를 이용하여 현미경 하에서 시각화할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 형광성 글루코오스 유도인자는 100 μM-5 mM의 농도로 접촉시킨다.[0026]

 본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 농도는 100 μM-3 mM, 100 μM-2.5 mM 또는 100 μM-2 mM이다.   본

발명의 어떠한 구현에에 따르면, 상기 농도는 200-5 mM, 300 μM-5 mM, 400 μM-5 mM 또는 500 μM-5 mM이다.

 본 발명의 어떠한 구현예에 따르면, 상기 농도는 150 μM-3 mM, 150 μM-2.5 mM, 200 μM-2.5 mM, 200 μM-2

mM, 300 μM-2 mM, 400 μM-2 mM , 500 μM-2 mM, 500 μM-1.5 mM, 500 μM-1 mM, 500 μM-800 μM, 또는 500

μM-700 μM이다.   본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 농도는 500 μM-3 mM, 500 μM-2.5 mM, 550 μM-

2.5 mM, 550 μM-2 mM, 550 μM-1.5 mM, 550 μM-1 mM, 550 μM-800 μM, 550 μM-700 μM 또는 550 μM-650

μM이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 단계 (b)의 접촉은 0.1-20시간 실시한다.   본 발명의 다른 구현예에[0027]

따르면, 상기 단계 (b)의 접촉은 0.1-15 시간 또는 0.1-13시간 실시한다.   본 발명의 어떠한 구현예에 따르면,

상기 단계 (b)의 접촉은 0.5-20 시간, 0.5-15 또는 0.5-13시간 실시한다.

단계 (c): 제브라피시 내로 섭취(uptake)된 형광성 글루코오스 유도인자의 양을 측정[0028]

단계 (b)의 실시 결과, 제브라피시 내로 섭취된 형광성 글루코오스 유도인자의 양을 형광측정을 통하여 측정한[0029]

다.   상기 측정 결과, 측정된 상기 형광성 글루코오스 유도인자의 양이 시험물질과 접촉시키지 않은 대조군 내

로 섭취된 형광성 글루코오스 유도인자의 양과 비교하여 증가된 경우, 상기 시험물질은 당뇨병 치료제로 판단된

다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 형광측정은 형광신호(fluorescence signal) 측정 또는 형광 이미지[0030]

(fluorescence image) 측정을 통해 실시한다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 형광신호는 균질화된 제브라피시에서 발생되는 형광신호이다.   본 발명[0031]

의 어떠한 구현예에 따르면, 상기 형광신호는 균질화된 제브라피시 유생에서 발생되는 형광신호이다.   본 발명

의 형광신호 측정으로 형광측정을 한 경우, 제브라피시 내로 섭취된 형광성 글루코오스 유도인자의 양의 증가는

제브라피시 내로 섭취된 글루코오스 유도인자로부터 방출되는 형광 신호의 증가를 나타낸다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 형광 이미지는 제브라피시 눈에서 발생되는 형광 이미지이다.   본 발명[0032]

의 어떠한 구현예에 따르면, 상기 형광 이미지는 제브라피시 유생 눈에서 발생되는 형광 이미지이다.   본 발명

의 형광 이미지 측정으로 형광측정을 한 경우, 제브라피시 내로 섭취된 형광성 글루코오스 유도인자의 양의 증

가는 제브라피시 내로 섭취된 글루코오스 유도인자로부터 방출되는 형광 강도(intensity)가 증가한 것을 나타낸

다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 당뇨병 치료제는 인슐린 저항성에 의한 후발성 당뇨(제2형 당뇨)병[0033]

치료제이다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 (a) 하기 화학식 I 또는 Ⅱ로 표시되는 화합물의 치료학적 유효량;[0034]

및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 당뇨병 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다:
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화학식 I[0035]

[0036]

상기 화학식 I에서, R1은 H이고; R2는 -(CONH)-[(CH2)m-O]n-(CH2)p-NH2(상기 m, n 및 p는 각각 1-5의 정수이다)이[0037]

고; R3은 H이고; R4는 C7-C16 아랄킬(aralkyl)이고; 상기 아랄킬의 아릴기는 할로겐으로 치환될 수 있고; R5는 H

이고; R6은 C1-C8 직쇄 또는 가지쇄의 알킬, C2-C10 직쇄 또는 가지쇄 알케닐, 아릴, C7-C16 아랄킬(aralkyl) 또는

C3-C10 사이클로알킬이고; 상기 아릴은 할로겐으로 치환될 수 있고;

화학식 Ⅱ[0038]

[0039]

상기 화학식 Ⅱ에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는[0040]

가지쇄의 알킬알코올이다.

본 명세서에서 용어 “C7-C16 아랄킬(aralkyl)”은 임의의 위치에서 하나 또는 둘 이상의 페닐환으로 치환된 C1-[0041]

C10  알킬을  의미하며,  예를  들어,  벤질(benzyl),  2-페닐에틸,  3-페닐(n-프로프(prop)-1-일(yl)),  4-페닐(헥

(hex)-1-일(yl)), 3-페닐(n-아(am)-2-일(yl)), 3,3-디페닐프로필 등을 포함하나 이에 한정되지 않는다. 

본 명세서에서 용어 “아릴(aryl)”은 전체적으로 또는 부분적으로 불포화된 치환 또는 비치환된 모노사이클릭[0042]

또는 폴리사이클릭 탄소 고리를 의미하며, 바람직하게는 모노아릴 또는 비아릴이다.   아릴기는 페닐기, 치환된

페닐기, 나프틸기, 치환된 나프틸기를 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 명세서에서 용어 “C1-C8 직쇄 또는 가지쇄 알킬”은 메틸, 에틸, n-프로필, 이소프로필, n-부틸, sec-부틸,[0043]

tert-부틸, n-아밀(amyl), tert-아밀, 헥실 등의 직쇄(straight chain) 또는 가지쇄(branched chain)의 알킬기

를 의미한다.

본 명세서에서 용어 “C3-C10 사이클로알킬”은 3-10개의 탄소원자로 이루어지는 단일환(mono ring) 또는 다중환[0044]

(multi rings)의 포화탄화수소를 의미하며, 예를 들어, 사이클로프로필환, 사이클로부틸환, 사이클로부틸환, 사

이클로헥실환, 또는 사이클로헵틸환 등을 포함하나 이에 한정되지 않는다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 본

발명의 사이클로알킬은 3-6개의 탄소원자로 이루어진 단일환의 포화탄화수소이고, 본 발명의 특정 구현예에 따

르면, 본 발명의 사이클로알킬은 사이클로헥실이다.

본 명세서에서, 화학식 I에서 사용되는 용어 “할로겐”는 할로겐족 원소를 나타내며, 예컨대, F, Cl, Br 및 I[0045]

를 포함한다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 할로겐은 F 또는 Cl이다.   본 발명의 다른 구현예에

따르면, 본 발명의 R4의 C7-C16 아랄킬(aralkyl)의 아릴기는 Cl로 치환될 수 있다.   본 발명의 다른 구현예에
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따르면, 본 발명의 R6의 아릴은 F로 치환될 수 있다.

본 명세서에서 화학식 Ⅱ에서 사용되는 용어 알킬알코올은 메탄올, 에탄올, 프로판올, 부탄올 및 이의 유사체를[0046]

포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 알킬 알코올은 메탄올이

다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 I의 R2는 -(CONH)-[(CH2)m-O]n-(CH2)p-NH2(상기 m, n 및 p는 각[0047]

각 1-3의 정수이다)이고, 본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 m, n 및 p는 각각 정수 2이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 I는 하기 화학식 1로 표시되는 화합물이다.[0048]

화학식 1[0049]

[0050]

상기 화학식 1에서, R5는 H이고; R6은 C1-C8 직쇄 또는 가지쇄의 알킬, C2-C10  직쇄 또는 가지쇄 알케닐, 아릴,[0051]

C7-C16 아랄킬(aralkyl) 또는 C3-C10 사이클로알킬이고; 상기 아릴은 할로겐으로 치환될 수 있다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 1은 하기 화학식 2-6으로 표시되는 화합물 중 어느 하나이[0052]

다.

화학식 2[0053]

 [0054]

화학식 3[0055]

 [0056]

화학식 4[0057]
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 [0058]

화학식 5[0059]

 [0060]

화학식 6[0061]

 [0062]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 Ⅱ는 하기 화학식 7로 표시되는 화합물이다.[0063]

화학식 7[0064]

 [0065]

상기 화학식 7에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는[0066]

가지쇄의 알킬알코올이다.
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본 발명의 또 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 Ⅱ는 하기 화학식 8로 표시되는 화합물이다.[0067]

화학식 8[0068]

 [0069]

상기 화학식 8에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는[0070]

가지쇄의 알킬알코올이다.

본 발명의 또 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 Ⅱ는 하기 화학식 9로 표시되는 화합물이다.[0071]

화학식 9[0072]

 [0073]

상기 화학식 9에서, A1-A7은 각각 독립적으로 C1-C5 직쇄 또는 가지쇄의 알킬이고; 그리고 A8은 C1-C5 직쇄 또는[0074]

가지쇄의 알킬알코올이다.

본 발명의 특정 구현예에 따르면, 본 발명의 화학식 Ⅱ는 하기 화학식 10으로 표시되는 20(S)-진세노사이드 Rh2[0075]

이다.

화학식 10[0076]

 [0077]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 방법에 의하여 스크리닝된 시험물질은 인슐린 모방 활성(예컨대, 세[0078]

포 내 글루코오스 섭취를 증가시키는 활성)을 갖는다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 글루코오

스 섭취가 증가되는 세포는 포유류의 지방세포(adipocyte)이다.   본 발명의 어떠한 구현예에 따르면, 본 발명

의 포유류는 마우스이다.
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발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0079]

(a) 본 발명은 당뇨병 치료제의 제브라피시-기반된 스크리닝 방법 및 당뇨 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을[0080]

제공한다.

(b) 본 발명은 형광물질-태그된 글루코오스 아날로그인 형광성 글루코오스 유도인자와 제브라피시 동물 모델의[0081]

실험적 유용성을 조합한 제브라피시-기반된 스크리닝 시스템을 설립하여 척추동물에서 활성이 있는 항-당뇨 약

제 후보물질을 빠르고 편리하게 검출할 수 있는 효과가 있다.

(c) 본 발명은 형광성 글루코오스 유도인자를 사용하여 이의 제브라피시 내 섭취된 양을 형광측정 함으로써 편[0082]

리하고 빠르게 글루코오스 유도인자 섭취량을 측정 가능하며, 종래의 방사성 글루코오스 추적자의 사용으로 인

한 부수적 시설 및 방사능 정화 처리의 필요성을 제거하는 이점이 있다.

(d) 본 발명의 제브라피시-기반된 시스템은 수반되는 독성 분석이 가능하고, 하우징이 간편하며, 제브라피시와[0083]

형광성 글루코오스 유도인자 접촉 시 글루코오스 섭취가 가능하여 미세주입과 같은 고도의 기술이 불필요한바,

척추동물-기반된 대규모 스크리닝 수행 시 투입 비용 및 시간을 감소시킬 수 있는 이점이 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 개시되어 있는 화합물의 화학적 구조를 나타낸다.[0084]

도 2는 72 hpf(hour post fertilization) 제브라피시 유생에서의 2-NBDG 섭취의 투여량-의존적 연구를 나타낸

다.   도 2a는 2-NBDG의 투여량을 증가시키면서 유생에 3시간 처리하는 경우 200 mM 투여량에서 형광 현미경에

의하여 글루코오스 섭취를 시각화할 수 있음을 나타낸다.   2-NBDG 형광은 1 mM 투여량까지 현저하게 증가하였

다.   도 2b는 72 hpf 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취가 투여량 의존적으로 일어나고 용해된 유생의 형광 마

이크로플레이트 판독기 분석에 의하여 정량화할 수 있음을 보여준다.  도 2c는 제브라피시 눈에서의 2-NBDG 신

호(signal)를 정량화한 것으로, 이 역시 투여량-의존적 2-NBDG 섭취가 200 mM부터 일어남을 보여준다.

도 3은 72 hpf 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취의 시간-의존적 연구를 나타낸다.   도 3a는 형광 현미경에 의

하여 시각화할 수 있는 형광 글루코오스 탐침인 2-NBDG의 12시간에 걸친 처리가 시간-의존적 섭취 결과를 가져

오는 것을 보여준다.   도 3b는 용해된 유생의 형광 마이크로플레이트 판독기 분석을 나타내며, 72 hpf 제브라

피시 유생에서의 12시간에 걸친 2-NBDG 섭취 역시 용해된 유생의 형광 마이크로플레이트 판독기 분석에 의하여

정량화 가능함을 나타낸다.   도 3c는 유생 눈에서의 2-NBDG 신호의 이미지 분석을 나타내며, 유생에서의 2-

NBDG 신호의 시간-의존적 섭취가 유생 눈에 2-NBDG 신호의 이미지 분석에 의하여도 정량 가능함을 나타낸다.

도 4는 6-NBDG를 3시간 동안 유생에 처리한 결과를 나타내며, 6-NBDG 섭취는 형광 현미경에 의하여 72 hpf 제브

라피시 유생에서 시각화할 수 없음을 보여준다.   6-NBDG 섭취이미지는 2-NBDG 섭취의 이미지 분석의 경우(도

2a)와 동일한 현미경 설정(노출 시간: 500 ms; 배율: 50X; 이미지 포착을 위하여 사용된 이미지 소프트웨어:

LAS 4.0 Leica Application Suite)을 사용하였다.

도 5는 72 hpf 및 120 hpf 제브라피시 유생에서의 2-NBDG 섭취의 비교를 나타낸다.   분석을 위하여 글루코오스

섭취 유도인자(inducer)로 알려진 에모딘을 3시간 처리하였다.   도 5a는 72 hpf 유생의 경우, 에모딘 처리가

2-NBDG 섭취를 증가시킴을 형광 현미경에 의하여 나타냈다.   반면, 도 5b에서 120 hpf 유생의 경우, 에모딘 처

리와 관계없이 소화관에서 높은 레벨의 2-NBDG 형광이 나타났다.   도 5c는 용해된 유생의 형광 마이크로플레이

트 판독기 분석을 나타내며, 72 hpf 및 120 hpf 제브라피시 유생에서의 에모딘 처리가 2-NBDG 섭취를 유도하는

것을 보여준다(*=P<0.05 DMSO 처리된 유생과 비교).   도 5d는 제브라피쉬 유생 눈에서의 2-NBDG 신호의 이미지

분석을 나타내며, 에모딘 처리가 72 hpf 및 120 hpf 유생에서 글루코오스 섭취를 유도함을 보여준다.   120 hpf

유생에서의 에모딘-글루코오스 섭취 규모는 72 hpf 유생과 비교하는 경우 감소하였다(*=P<0.05는 DMSO 처리된

유생과 비교).

도 6은 과다 유리 글루코오스가 2-NBDG 섭취에 미치는 영향을 보여준다.   도 6a은 72 hpf 제브라피시 유생에서

3시간 동안의 2-NBDG 섭취가 유리 글루코스와의 경쟁에 의하여 감소됨을 현미경 분석으로 나타낸 것이다.   도
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6b은 과다 글루코오스와 함께 인큐베이션한 경우 2-NBDG 섭취가 감소함을 유생 눈의 이미지 분석으로 확인한 것

을 나타낸다(*=P<0.05는 2-NBDG 단독 처리 유생과 비교).

도 7은 글루코오스 섭취 조절인자를 동정하기 위한 방법으로서 본 발명의 제브라피시-기반된 2-NBDG 섭취 시스

템의 유효성 검사를 나타낸다.   도 7a는 C. crenata로부터 화합물을 분리 및 정제하는 과정을 나타낸 모식도이

다.   도 7b는 메탄올 분획으로 나타내어진 일본 밤나무인 Castanea crenata에서 유래한 내피의 활성 인도된 분

획(Activity guided fractionation)이 2-NBDG 섭취를 가장 잘 유도함을 보여준다.   도 7c는 메탄올 분획에서

더욱  정제한  하기  8개의  화합물을  나타낸다:  UP2.2(스코폴레틴),  UP3.1.1.1(마슬린산),  UP3.5.3(프라그란신

A2), UP4.2.3(4-케토노나논산), UP5.2.1(4-히드록시-5-메톡시신남산), UP3.2(프락시딘), UP3.3(6, 7, 8-트리메

톡시쿠마린) 및 UP5.2.3(3, 4, 5-트리메톡시신남산).   제브라피시 유생 내로 2-NBDG 섭취를 유도하는 상기 화

합물의 능력을 글루코오스 섭취 유도인자로 알려져 있는 에모딘(36) 10 /mL를 처리한 유생과 비교하였다.   프

락시딘 및 마슬린산은 글루코오스 섭취를 매우 높은 레벨로 유도함을 발견하였다.   그래프의 적색 줄은 ‘히트

’ 약물을 선별하기 위한 기준치를 나타낸다(즉, 2-NBDG 섭취 값이 화합물을 처리하지 않은 유생 2-NBDG 섭취와

비교하여 100% 증가하는 범위 내에 속해야 함).   도 7d는 추가적인 비교를 위하여, 동양의 현화(flowering) 뽕

나무인 Morinda longissima 뿌리에서 분리한 4가지 화합물(ML-4, ML-6, ML-6, ML-11)을 10μg/mL 투여량에서

시험한 결과를 나타낸다.   M. longissima의 추출물에 속한 어떠한 화합물도 글루코오스 섭취를 유도하지 못했

다.   도 7e는 상기 ML 화합물(ML-4, ML-6, ML-6 및 ML-11)의 화학 구조를 나타낸다.

도 8은 인 비보에서 글루코오스를 유도하는 프락시딘(UP3.2)이 신규한 인슐린 모방 화합물임을 확인함을 보여준

다.   도 8a의 형광 현미경은 10 μg/mL 마슬린산(UP3.1.1.1) 또는 10 μg/mL 프락시딘(UP3.2) 처리 후 포유류

의 지방세포가 2-NBDG 섭취를 증가시킬 수 있음을 보였다.   글루코오스 섭취 유도에 대한 양성 대조군으로서

10 μM 베르베린을 사용하였다.   각 화합물을 지방세포에 30분 동안 처리하였다.   기준 자(scale bar)=100 μ

m.   도 8b는 10 μg/mL 프락시딘으로 처리한 포유류 지방세포의 2-NBDG 섭취가 인슐린 모방 활성의 지표인 인

슐린 저항성 유도에 민감함을 나타낸다.   양성 대조군으로 100 nM 인슐린을 처리하고, 음성 대조군으로 10 μ

g/mL ML-6을 처리하였다.   상술한 바와 같이 인슐린 저항성 유도를 위하여 2.5 ng/mL TNF-α를 5일 동안 처리

하였다(37).   *=P<0.05는 TNF-처리된 세포와 비교함.   도 8c는 지방세포로부터 10 mM 에피네프린-매개된 FFA

방출 억제 능력에 의하여 프락시딘이 인슐린 모방 화합물임을 확인함을 나타낸다.   100 nM 인슐린을 양성 대조

군으로 사용하고, 10 /mL ML-6을 음성대조군으로 사용하였다.   570 nm에서 증가된 흡광도는 프락시딘이 처리된

지방세포에 의하여 FFA 유지가 더 좋음을 나타냈다.   오류=SD. *=P<0.05는 비처리 세포(에피네프린만 처리)와

비교함.   도 8d는 본 발명의 신규한 항-당뇨 화합물 검출을 위한 제브라피시-기반된 접근방식을 도식화한 것이

다.

도 9는 포유류 조직에서 글루코오스 섭취를 유도하는 것으로 알려진 베르베린이 72 hpf 제브라피시 유생에서 2-

NBDG 섭취를 유도할 수 있음을 보여준다.   유생에 10 mM 베르베린을 1 시간 동안 처리하였다.   도 9a는 현미

경 이미지를 나타내고, 도 9b는 유생 눈에서의 2-NBDG 신호의 이미지 분석을 나타낸다.   오류=SD; *=P<0.05는

비처리 세포와 비교함.

도 10은 C. creanata로부터 분리한 화합물의 독성 분석 결과를 나타낸다.   도 10a는 화합물이 처리된 제브라피

시 유생에서 발생한 표현형을 요약한 것이다.   8-세포기(4/5 hpf)에서 72시간 동안 화합물을 처리하였다.   도

10b는 화합물이 처리된 제브라피시의 현미경 이미지를 나타낸다.   이미지가 빈 칸은 유생이 죽은 것을 나타낸

다.

도 11은 제브라피시 유생으로의 2-NBDG 섭취 유도에 대한 사포닌-기반된 천연물질의 스크리닝 결과를 나타낸다.

 도 11a는 2-NBDG를 단독 처리한 유생과 비교하여 2-NBDG 섭취 값이 100% 증가하는 범위 내에 속하는 ‘히트’

화합물인 사포닌 cpp532(적색 화살표)를 동정한 것을 나타낸다.   그래프의 적색 줄은 ‘히트’화합물 선별을

위한  기준선을  나타낸다.    적색  별표는  독성  화합물을  표시한  것이다.    에모딘을  양성  대조군으로

사용하였다.   도 11b는 2-NBDG를 단독 처리한 유생과 비교하여 2-NBDG 섭취가 증가한 cpp532 처리된 제브라피

시의 형광 현미경 이미지를 나타낸다.   기준 자=500 mm.   도 11c는 히트 화합물인 사포닌 cpp532(20(S)-진세

노사이드 Rh2)의 화학 구조를 보여준다.

도 12는 제브라피시 유생으로의 2-NBDG 섭취 유도에 대한 트리아진-기반된 합성 화합물의 스크리닝 결과를 나타

낸다.   도 12a는 2-NBDG를 단독 처리한 유생과 비교하여 2-NBDG 섭취 값이 100% 증가하는 범위 내에 속하는 ‘

히트’화합물을 적색 화살표로 표시한 것이다.   그래프의 적색 줄은 ‘히트’화합물 선별을 위한 기준선을 나

타낸다.   적색 별표는 독성 화합물을 표시한 것이다.   에모딘을 양성 대조군으로 사용하였다.   도 12b는 2-
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NBDG를 단독 처리한 유생과 비교하여 2-NBDG 섭취가 증가한 ‘히트’화합물 PP-Ⅱ-A01, PP-Ⅱ-A02, PP-Ⅱ-A03,

PP-Ⅱ-A05 및 PP-Ⅱ-A08 처리된 제브라피시의 형광 현미경 이미지를 나타낸다.   기준 자=500 mm.   도 12c는

히트 화합물인 PP-Ⅱ-A01, PP-Ⅱ-A02, PP-Ⅱ-A03, PP-Ⅱ-A05 및 PP-Ⅱ-A08의 화학 구조를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0085]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0086]

실험 재료[0087]

식물 재료[0088]

건조된 밤나무(Castanea crenata) 내피를 대한민국 광주시의 민속 약재 시장(광주광역시 북구 말바우시장)에서[0089]

구입하였다.    상기  시료를  동정하고,  대한민국  조선대학교  약학과에  증거표본(voucher  specimen)을

위탁하였다.

기구 및 시약[0090]

분광기(SHIMADZU  CORPORATION,  일본)를  이용하여  MeOH에서  UV  스펙트럼을  얻고,  편광계(Autopol  IV[0091]

Polarimeter,  Rudolph  Research  Analytical,  미국)를 이용하여 MeOH에서 선광(optical  rotation)을 얻었다.

한국기초과학지원연구원(KBSI: Korea Basic Science Institute, 대한민국 광주)에서 TMS(Trimethyl Silane)를

내부 표준으로 사용하여 300  MHz  JEOL  FT  NMR  분광기 및 Varian  Inova  500  MHz에서 NMR(nuclear  magnetic

resonance) 스펙트럼을 얻었다.

Micromass QTOF2 질량 분석기(Micromass, 영국)로 모든 질량 실험을 수행하였다.   컬럼크로마토그래피(column[0092]

chromatography)에 HP-20, 실리카겔(63-200 mm 입자크기, Merck, 독일) 및 RP-C18(75 mm 입자크기, Merck, 독

일)을 사용하였다.   Merck 실리카겔 60 F254 및 RP-18 F254 플레이트를 이용하여 선도장된(Pre-coated) TLC를

수행하였다.   UV 검출기 및 Optima Pak C18 컬럼(10×250 mm, 10 mm 입자 크기, RS Tech, 한국)으로 Gilson

시스템을 이용하여 HPLC를 수행하였다.   HPLC 용매는 Burdick & Jackson(미국)로부터 구입하였다.

2-NBDG  및 비대사성 6-NBDG를 Invitrogen(미국)으로부터 구입하였다.  베르베린(berberine)  및 이모딘(emodi[0093]

n)은 오원근 교수(조선대학교 약학대학)로부터 구입하였다.   소 췌장으로부터 유래한 인슐린, 2-페닐티오우레

아(2-phenylthiourea),  에피네프린(epinephrine)  및  TNF-a(human  tumor  necrosis  factor-alpha)는  Sigma-

Aldrich(미국)로부터 구입하였다.

실험 방법[0094]

C.Crenata로부터 화합물 추출 및 분리[0095]

MeOH(5 L x 3 번)로 50℃에서 소니케이션(각 단계 별 5 시간)하여 건조된 밤나무 내피(2.4 kg)를 추출하였다.[0096]

 상기 메탄올 용액 추출물을 필터링하고, 건조된 상태로 철저하게 농축하여 MeOH 추출물을 얻었다(490 g).  상

기 메탄올 추출물을 물(1 L)로 녹인 후 HP-20 컬럼(10 x 60 cm)에 걸어 MeOH-H2O(0:100, 25:75, 50:50, 75:25

및 100:0, 각 2 L)로 용리하고, 최종적으로 아세톤(2 L)으로 세척하여 6개의 분획으로 분리하였다.   이후, 상

기 100% 메탄올 분획(UP-MeOH fr, 100% MeOH로 분리, 2 L)을 n-헥세인/아세톤(20:1-0:10)의 농도 기울기를 이

용하여 실리카 겔 컬럼(6 × 60 cm; 입자 크기 63200 μm)에서 크로마토그래프 하여 TLC 프로파일에 따라 6개의

분획(UP.1UP.6)을 얻었다.   MeOH-H2O(1:2, 1:1.5 및 1:1, 각 2.5 L)로 역상 ODS-A 컬럼(5.0 × 60 cm; 12 nm,

S150 μm 입자 크기)을 이용하여 분획 1(UP.1, 550 mg)의 크로마토그래피를 더 용리하여 화합물 1(스코폴레틴

(Scopoletin, UP2.2))을 분리하였다(85 mg).
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유사한 방법에 의하여, MeOH-H2O(40:60, 45:55, 50:50 및 70:30 각 2.5 L)로 역상 ODS-A 컬럼(5.0 × 60 cm;[0097]

12 nm, S150 μm 입자 크기)을 이용하여 분획 2(UP.2)에서 화합물 2(프락시딘(Fraxidin, UP-3.2))를 분리하였

다(75 mg).

MeOH-H2O(50:50, 55:45, 60:40 및 100:0 각 2.5 L)로 역상 ODS-A 컬럼(5.0 × 60 cm; 12 nm, S150 μm 입자 크[0098]

기)을 통하여 분획 3을 크로마토그래프하여 화합물 3(6,7,8-트리메톡시쿠마린(6,7,8-Trimethoxycoumarin,  UP-

3.3))(50  mg),  화합물  4(4-하이드록시-5-메톡시신남산(4-hydroxy-5-methoxycinnamic  acid,UP-5.2.1))(10  mg)

및 4개의 서브분획(UP.3.4UP.3.7)을 얻었다.

분획  5(UP.5)도  RP-C18  컬럼  크로마토그래피(4.0  ×  60  cm,  150  μm  입자크기)를  통하여  분획하고[0099]

MeOH/H2O(1:2,1:1.5,1:1 및 2:1)로 용리하여 5개의 서브분획(UP.5.1UP.5.5)을 획득하였다.   화합물 5(3,4,5-

트리메톡시신남산(3,4,5-trimethoxycinnamic  acid,  UP-5.2.3))(10.9  mg,  tR22.0  min),  화합물  6(프라그란신

A2(Fragransins  A2,  UP-3.5.3))(17.7  mg,  tR39.0  min)  및  화합물  7(마슬린산(Maslinic  acid,  UP-

3.1.1.1))(12.0  mg,  tR45.1  min)을 각각 획득하기 위하여 OptimaPak_C18 컬럼(10 × 250 mm, 10 μm 입자크

기)으로 60분에 걸쳐 2 mL/min의 유속으로, 205 nm 및 254 nm에서 UV-탐지하는 물에 용해한 42 % MeCN+0.1 %

포름산의 등용매를 이용한 세미 분취용 Gilson HPLC 시스템에 의하여 서브 분획 2(UP.5.2)를 정제하였다.

화합물 1(스코폴레틴, UP2.2): 노란색 결정; 
1
H NMR(300 MHz, acetone-d6)δ(ppm): [0100]

9.74(1H, s, OH), 7.79(1H, d, J=9.3, H-4), 7.27(1H, s, H-5), 6.75(1H, s, H-8), 6.11(1H, d, J=9.3, H-3),[0101]

3.85(3H,  s,  6-OCH3);  
13
C  NMR(75  MHz,  acetone-d6)δ(ppm):  161.3(C-2),  152.0(C-9),  150.5(C-7),  146.1(C-

6), 144.6(C-4), 113.2(C-3), 113.0(C-10), 111.9(C-5), 109.8(C-8), 56.6(6-OCH3).

화합물 2(프락시딘UP-3.2): 노란색 분말; 
1
H NMR(300 MHz, acetone-d6)δ(ppm):[0102]

7.83(1H, d, J=9.6, H-4), 6.98(1H, s, H-5), 6.18(1H, d, J=9.6, H-3), 3.93(3H, s, 7-OCH3), 3.88(3H, s,[0103]

6-OCH3);  
13
C  NMR(75  MHz,  acetone-d6)δ(ppm):  160.8(C-2),  146.4(C-6),  144.9(C-8),  144.4(C-7),  144.1(C-

4), 135.7(C-9), 113.3(C-3), 111.6(C-10), 105.0(C-5), 56.7(6-OCH3), 61.3(7-OCH3)

화합물  3(6,7,8-트리메톡시쿠마린,  UP-3.3):  노란색  무정형  분말;  
1
H  NMR(300  MHz,  acetone-d6)δ(ppm):[0104]

7.87(1H, d, J=9.6, H-4), 7.16(1H, s, H-5), 6.21(1H, d, J=9.6, H-3), 3.93(3H, s, 7-OCH3), 3.85(3H, s,

6-OCH3),  3.81(3H,  s,  8-OCH3);  
13
C  NMR(75  MHz,  acetone-d6)δ(ppm):  160.5(C-2),  151.2(C-6),  145.9(C-9),

143.4(C-4),  143.1(C-7,C-8),  114.8(C-3),  113.2(C-10),  105.8(C-5),  56.3(7-OCH3),  61.4(6-OCH3),  61.8(8-

OCH3)

화합물  4(4-하이드록시-5-메톡시신남산,  UP-5.2.1):  무정형  분말;  
1
H  NMR(300  MHz,  acetone-d6)δ(ppm):[0105]

7.58(1H, d, J=15.9, H-8), 7.32(1H, d, J=1.8, H-3), 7.13(1H, dd, J=8.1, 1.8, H-5), 6.86(1H, d, J=8.1,

H-6), 6.36(1H, d, J=15.8, H-7), 3.90(3H, s, 2-OCH3); 
13
C NMR(75 MHz, acetone-d6)δ(ppm): 170.6(COOH),

151.3(C-2),  148.0(C-7),  144.9(C-1),  128.8(C-4),  119.7(C-5),  116.8(C-6),  115.6(C-8),  111.8(C-3),

56.3(2-OCH3)

화합물 5(3,4,5-트리메톡시신남산, UP-5.2.3): 무정형 분말; 
1
H NMR(300  MHz, acetone-d6)δ(ppm): 7.67(1H,[0106]

d, J=15.9, H-7), 6.76(2H, br, s, H-3/H-5), 6.34(1H, d, J=15.9, H-8), 3.8881(9H, br, s, 1/2/6-OCH3); 
13
C

NMR(75MHz, acetone-d6)δ(ppm): 171.2(COOH), 150.4(C-2/6), 148.9(C-7), 138.3(C-1), 129.5(C-4), 115.6(C-

8), 106.5(C-3/5), 56.3(1-OCH3), 56.2(2/6-OCH3)
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화합물 6(프라그란신 A2,  UP-3.5.3):  무색 오일;  69.0(c  1.24,  CHCl3);  HREIMS  m/z  344.1633(calcd[0107]

for C20H24O5, 344.1622); 
1
H- 및 

13
C-NMR, 표 1 참조

표 1

[0108]

화합물 7(마슬린산,  UP-3.1.1.1):  백색 무정형 분말;  LREIMS  m/z  432[M+];  
1
H  NMR(500  MHz,  acetone-d6)δ[0109]

(ppm): 0.90(1H, m, H-1a), 1.90(1H, m, H-1b), 3.59(1H, ddd, J=3.0, 4.5, 10.5, H-2), 2.91(1H, d, J=10.0,

H-3),  0.87(1H,  m,  H-5),  1.54(1H,  m,  H-6a),  1.14(1H,  m,  H-6b),  1.31(2H,  m,  H-7),  1.65(1H,  m,  H-9),

1.91-1.93(2H, m, H-11), 5.25(1H, t, 3.5, H-12), 1.05(m, H-15), 1.59-1.62(1H, m, H-16a), 2.00-2.03(1H,

m, H-16b), 2.88(1H, d, H-18), 1.12(1H, m, H-19a), 1.71(1H, m, H-19b), 1.21(1H, m, H-21a), 1.41(1H, m,

H-21b), 1.53(1H, m, H-22a), 1.76(1H, m, H-22b), 1.02(3H, s, H3-23), 0.81(3H, s, H3-24), 0.99(3H, s,

H3-25), 0.80(3H, s, H3-26), 1.17(3H, s, H3-27), 0.94(3H, s, H3-29), 0.91(3H, s, H3-30); 
13
CNMR(125 MHz,

acetone-d6)δ(ppm): 179.0(28-COOH), 145.1(C-13), 123.0(C-12), 84.0(C-3), 68.9(C-2), 56.2(C-5), 48.6(C-

9),  47.7(C-1),  46.9(C-19),  46.8(C-17),  42.6(C-14),  42.3(C-18),  40.3(C-8),  39.9(C-4),  39.0(C-10),

34.5(C-21),  33.6(C-30),  33.4(C-22),  31.4(C-20),  29.3(C-23),  28.5(C-15),  26.4(C-27),  24.3(C-11),

23.9(C-16), 23.8(C-29), 19.2(C-6), 17.7(C-26), 17.5(C-24), 17.1(C-25)

제브라피시 유지[0110]

표준 지침에 따라서 제브라피시를 유지하였다(39).   대한민국 광주과학기술원(Gwangju Institute of Science[0111]
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and Technology) 지침에 따라서 제브라피시를 보존 및 처리하였다.   온도 28.5℃의 여과된 수돗물 및 14/10시

간의 광/암 주기로 10 L 유리 탱크에서 야생형 제브라피시(Danio rerio)를 유지하였다.   브라인쉬림프(Artemia

salina)(Inve Aquaculture Nutrition, 미국) 및 건조 음식(아마존 플레이크, 푸소㈜, 대만)의 조합으로 하루에

두 번 상기 제브라피시에게 먹이를 주었다(40).

제브라피시에서의 NBDG 섭취 평가[0112]

제브라피쉬 알을 0.2 mM 2-페닐티오우레아(유생의 투명성을 증가시키는 탈색소 화합물)가 보충된 E3 물(증류수[0113]

내 5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 033 mM CaCl2 및 0.33 mM MgSO4)에서 인큐베이션 하였다.   96-웰 플레이트에 4 알

/웰(eggs/well)의 밀도로 200 μL E3 물에 72 hpf 유생을 분주하였다.   이후 시험 화합물을 첨가하고, 상기 유

생을 시험 화합물에 1시간 동안 노출시켰다.   다음으로, 시험 화합물을 포함하는 E3 물을 제거하고, E3 물에

용해된 NBDG로 교체하였다.   유생을 3시간 동안 NBDG와 함께 인큐베이션 하였다.   NBDG를 포함하는 E3 물을

제거하고 이후 상기 유생을 E3 물로 세척한 다음, E3 물에 용해된 0.02 % 트리카인으로 마취하시켰다.   이후

E3 물에 용해된 3% 메틸셀룰로오스를 포함하는 플라스틱 챔버(1.6 cm 직경 및 3 mm 깊이) 내 유리 현미경 슬라

이드에 상기 유생을 위치시켰다.   디지털 카메라(DFC425C, Leica, 독일)가 장착된 형광 현미경(DM2500, Leica,

독일)을  이용하여  NBDG  섭취  이미지를  포착하였다.    Leica  Application  Suite  소프트웨어(Leica

Microsystems,  독일)  및  포토샵  CS4(Adobe  Systems  Incorporated,  미국)을  이용하여  이미지를  획득하였다.

유생으로의 NBDG 섭취는 이미지 J 소프트웨어(National Institutes of health, 미국)로 정량하였다.

형광 마이크로플레이트 판독기(SpectraMAX Gemini XS, Molecular Devices, 미국)를 이용한 NBDG 섭취 측정을[0114]

위한 제브라피시 유생의 균질화(homogenization)를 위하여, 상기 유생을 1.5 mL 마이크로퓨즈 튜브(Microfuge

Tube)에  위치시키고,  120  μL  CelLytic  Mn  용액(Sigma-Aldrich,  미국)에서  용해한  후,  워치메이커  포셉

(watchmaker forceps)을 이용하여 분해하였다.   상기 유생을 10분 동안 10”/5” 펄스로 4℃에서 Vibra-Cell

VCX500(Sonics & Materials, Inc., 미국)을 이용하여 소니케이션 한 후 10000 rpm에서 10분 동안 원심분리하였

다.    상등액을  96-웰  플레이트로  옮기고  형광  마이크로플레이트  판독기로  NBDG  신호를  측정(lex=466  nm,

lem=540 nm)하였다.

지방세포 배양[0115]

3T3-L1 설치류의 지방전구세포(대한민국 연세의료원 이현철 교수로부터 구입)를 10% 송아지 혈청(Calf Serum;[0116]

Invitrogen,  미국),  50  units/mL  페니실린  및  50  μg/mL  스트렙토마이신(PenStrep,  Life  Technologies

Corporation., 미국)이 보충된 DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Invitrogen, 미국) 배지에서 배양

하였다.   10% FBS 및 지방세포화 인자(adipogenic factors) 칵테일(0.5 mM 3-이소뷰틸-1-메틸-크산틴, 2 /mL

덱사메타손(Sigma-Aldrich,  미국),  1  /mL  인슐린, 50  /mL  페니실린 및 50  /mL  스트렙토마이신))를 포함하는

PenStrep이  첨가된  DMEM에서  배양함으로써  3T3-L1를  48시간  포스트-컨플루언트에서  지방세포로  분화

유도하였다.   48시간 후, 상기 세포를 10% FBS, PenStrep 및 1 μg/mL 인슐린을 포함하는 신선한 DMEM에서 인

큐베이션 하였다.   8일 후, 분화된 지방세포를 실험에 사용하였다.

NBDG 섭취의 지방세포-기반된 측정[0117]

종래 개시된 바에 따라 3T3-L1에서의 NBDG 섭취를 측정하였다(38).   지방세포를 96-웰 조식 배양 플레이트에[0118]

5000 세포/웰의 농도로 분주하고, 지질생성을 하도록 유도하였다.   이후 상기 배양 배지를 혈청-부재 및 저농

도 글루코오스 DMEM으로 3시간 동안 교체하였다.   다음으로 상기 배양 배지를 시험 화합물을 포함하는 DMEM 배

지로 교체하였다.   30분 후, 상기 배지를 50 μM 2-NBDG를 포함하는 DMEM 배지로 교체하였다.   1 시간 후, 지

방세포를 예열된 PBS(phosphate buffered saline)로 두 번 세척하고 암전상태에서 10분 동안 70 μL 0.1M 인산

칼륨 및 1% 트리톤 X-100이 포함된 pH 10의 PBS를 처리하여 용해하였다.   30 μL DMSO를 첨가하고 멀티-채널

피펫을 이용하여 상기 용액을 조심스럽게 혼합하였다.   형광 마이크로플레이트 판독기(SpectraMAX Gemini XS,

lex=466 nm, lem=540 nm, Molecular Devices, 미국)를 이용하여 NBDG 신호를 측정하였다.

PBS  세척  단계  후,  형광  현미경(IX81,  Olympus,  일본)  및  Metamorph  소프트웨어(version  7.5,  Molecular[0119]

Devices, 미국)를 이용하여 NBDG 섭취의 세포 이미지를 얻었다.
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유리 지방산 방출 어세이[0120]

지방세포로부터  방출되는  에피네프린-자극된  유리  지방산(FFA:  free  fatty  acid)을  유리  지방산  정량  키트[0121]

(Biovision, 미국)를 이용하여 종래 개시된 방법(41)에 따라서 측정하였다.   종래 개시된 방법은 하기와 같다:

24-웰 플레이트에서 컨플루언트(confluent) 3T3-L1 지방전구세포를 혈청-부재 배양 배지에서 3시간 동안 배양하

였다.   이후, FFA 방출을 유도하기 위하여 염에 용해된 10 μM 에피네프린을 지방세포에 처리하였다.   에피네

프린을 처리하기 10분 전에 목적 약물을 첨가하였다.   세포 용해물을 수득하여 50 mL 유상(organic phase)을

분석에 이용하였다.

제브라피시 기반 독성 시험[0122]

독성 분석을 위한 본 발명자들의 프로토콜은 종래의 문헌을 기반으로 하였다(35).   산란 후, 96-웰 플레이트에[0123]

1 알/웰로 제브라피시 배아(embryo)를 200μL E3 물에 분주하였다.   화합물을 8-세포기(5/4 hpf)에 72시간 동

안 첨가하였다.   각 화합물을 포함한 E3 물을 매일 새로 보급하였다.   스테레오 마이크로현미경(Zeiss Stemi

2000-C, Edmund Optics Inc., 미국)을 이용하여 화합물 첨가 후 각 24시간 마다 확인하고, 하기 발생상 및 해부

학상 파라미터를 관찰하였다: 1) 체절 발생(somite development), 2) 꼬리 분리(tail detachment), 3) 이소포

(otic vesicles), 이석(otoliths) 및 눈의 발달, 4) 심박동, 5) 순환, 6) 부화 지연, 7) 골격 기형의 존재, 8)

몸의 자세(body position), 9) 수영 능력.   초기 사망률(IMR: Initial Mortality Rate)을 확인하기 위하여 화

합물을 처리하지 않은 50 마리의 유생을 동일한 조건에서 인큐베이션 하였다.   발생상 및 해부학상 파라미터의

평가 이후, 상기 유생을 0.02% 트리케인을 포함하는 E3 물에서 10분 동안 인큐베이션하여 마취하고, E3에 용해

된 3% 메틸셀룰로오스를 포함하는 플라스틱 챔버(1.6 cm 직경 및 3 mm 깊이) 내 유리 현미경 슬라이드에 위치시

켰다.    디지털  카메라(DFC425C,  Leica,  Wetzlar,  독일)가  장착된  차등간섭대비(DIC:  differential

interference  contrast)  현미경(DM2500,  Leica,  독일)으로  화합물이  처리된  유생의  이미지를  촬영하였다.

Leica Application Suite 소프트웨어(Leica Microsystems, 독일) 및 포토샵 CS4(Adobe Systems Incorporated,

미국)을 이용하여 이미지를 획득하였다.

통계 분석[0124]

실험군의 비교를 위하여 student’s t-test(Microsoft Excel, 2010 버전)를 이용하였다.   0.05 이하의 P 값을[0125]

유의한 것으로 간주하였다.   다른 언급이 없다면, 모든 결과는 세 번의 개별적 실험의 평균이고, 오차구간

(error bars)은 평균의 표준편차이다. 

실험 결과[0126]

제브라피시 유생은 2-NBDG을 투여량-의존적으로 섭취할 수 있다.[0127]

본 발명에서 사용된 화합물의 화학적 구조를 도 1에 나타내었다.   제브라피시 유생에서 글루코오스 섭취를 기[0128]

반으로 한 형광물질-기반된 스크리닝 시스템을 설립하기 위한 본 발명의 첫 번째 실험은 2-NBDG 섭취의 정확한

측정이 가능한지를 확인하는 것이었다.   본 발명자들은 72 hpf 유생을 선택하였는데, 이는 종래 연구에서 상기

발달 시점에서의 GLUT  트랜스포터 발현 및 글루코오스 대사를 수행하였기 때문이다(21, 23).   예쁜꼬마선충

(Caenorhabditis elegans)를 사용한 종래 인 비보에서의 2-NBDG 섭취 연구는 200 mM 투여량을 사용하였다(24).

 따라서 본 발명자들은 하기 투여량의 2-NBDG와 함께 제브라피시를 인큐베이션 하였다: 0, 100 μM, 200 μM,

600 μM, 1 mM 및 2 mM.   도 2a에 나타난 바와 같이, 2-NBDG 섭취는 200 μM의 투여량에서 형광 현미경에 의

한 시각화가 가능했고, 상기 형광 신호는 투여량을 2 mM 증가시킨 경우까지 유지되었다.   본 발명의 다음 과정

은 72 hpf 유생에서 글루코오스 섭취의 정량이 가능한 방법을 개발하는 것이었다.   종래 연구는 세포 용해물의

형광 마이크로플레이트 판독기 분석을 이용한 세포 내 2-NBDG 섭취를 측정하는 것이 가능함을 보였다(14).   본

발명의 결과는 형광 마이크로플레이트 판독기를 이용한 균질화된 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취를 탐지할 수

있음을 보였다(도 2b).   2-NBDG 형광 신호의 두드러진 증가는 600 μM 투여량에서 탐지되었고, 이는 2-NBDG 섭

취의 본 발명의 미시적 분석의 결과와 유사하다.   72 hpf에서 제브라피시 유생 눈은 트랜스포터의 GLUT 패밀리

의 다른 멤버의 풍부한 발현 원료로 알려져 있다(23).   도 2a로부터 유생 눈이 2-NBDG 섭취에서 투여량 의존적
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증가를 보임을 관찰할 수 있었다.   상기 72 hpf 유생에서 눈의 형상은 형광 강도의 이미지 분석을 위하여 필요

하다.   이미지 J 소프트웨어(National Institutes of health)를 이용하여, 본 발명자들은 2-NBDG 섭취에서 투

여량 의존적 증가를 정량화할 수 있었다(도 2b).

제브라피시는 2-NBDG 섭취에서 시간-의존적 증가를 보인다.[0129]

NBDG 탐침은 D-글루코오스보다 훨씬 높은 친화력으로 GLUT 수용체에 결합됨을 보였지만, GLUT을 통한 NBDG 전달[0130]

은 훨씬 느리다(15).    또한, 2-NBDG는 세포 섭취 이후 헥소키나아제(hexokinase)에 의하여 인산화되고, 이후

해당 경로(glycolytic pathway)에 의하여 비-형광성 물질로 매우 빠르게 분해된다(14).   따라서 본 발명자들은

2-NBDG가 72 hpf 유생 내로 섭취된 후 2-NBDG 신호의 시간-의존적 변화를 측정하였다.   본 발명자들은  NBDG

신호의 포화 없이 2-NBDG 섭취를 시각화할 수 있는 600 μM 2-NBDG를 투여량으로 선택하였다(도 2a).   본 발명

자들은 처리 이후 0.5시간에 2-NBDG 섭취를 시각화할 수 있었고, 처리 8시간 이후까지 2-NBDG 섭취가 증가함을

관찰하였다(도 3a).   또한, 마이크로플레이트 판독기 분석은 2-NBDG 신호가 30분 이후 빠르게 증가하여, 처리

1시간 이후에도 여전히 유지되며, 처리 4시간 이후 다시 증가하기 시작함을 보였다.   이후 2-NBDG 명도는 처리

후 8-12 시간에도 유지되었다(도 3b).   본 발명자들은 상기 제브라피시 유생에서의 2-NBDG 투여량 의존적 섭취

분석과 유사한 접근방식을 채택하여, 2-NBDG 섭취의 시간 의존적 증가의 정량에 이미지 J 소프트웨어를 이용하

였다(도 3c).   눈에서의 2-NBDG 섭취는 처리 1시간 이후 탐지되었고, 상기 균질화된 유생의 마이크로플레이트

판독기 분석에 비하여 더욱 시간-의존적 섭취의 선형적 양상(linear pattern)을 보였다(도 3b 및 3c 비교). 

제브라피시 유생의 글루코오스 섭취 관찰을 위하여 6-NBDG보다 2-NBDG가 바람직하다.[0131]

세포에서의 글루코오스 섭취를 측정하기 위하여 2-NBDG 및 6-NBDG를 사용하였다(14).   본 발명자들은 72 hpf[0132]

제브라피시 유생에서 6-NBDG 섭취를 시험하였다.   그러나 2-NBDG 섭취에 대한 실험에서 사용한 것과 동일한 이

미지 캡쳐 파라미터를 사용한 경우(DM2500, Leica, 500 ms 노출), 6-NBDG의 신호가 훨씬 약했다.   6-NBDG 신

호는 1 mM 투여량에서 거의 관찰되지 않았다(도 4).   따라서 본 발명자들은 유생에서 글루코오스 섭취를 시각

화하기 위하여 2-NBDG를 선택하였다.

2-NBDG 섭취 관찰에 있어 72 hpf 제브라피시의 유생이 120 hpf 제브라피시의 유생보다 바람직하다.[0133]

본 발명자들은 제브라피시 유생에서 2-NBDG  섭취 분석을 위하여 처음에 72 hpf 시점을 선택하였는데, 이는 발[0134]

생의 상기 단계에서 글루코오스 전달 발현 및 포유류-유사 글루코오스 항상성 메커니즘을 평가하여왔기 때문이

다(21, 23).   그러나 본 발명자들은 이보다 늦은 시점이 더 바람직한지 여부를 확인하기 위하여 120 hpf 에서

의 2-NBDG 섭취도 시험하였다(도 5a 내지 5d).   본 시험을 위하여 본 발명자들은 2-NBDG 섭취에 대한 에모딘

(6-메틸-1,3,8-트리하이드록시안트라퀴논 3) 처리 효과를 비교하였다.   에모딘은 동물 모델에서 글루코오스 섭

취를 유도하고 당뇨를 개선할 수 있는 식물-유래 하제 수지이다(24).   72 hpf 및 120 hpf 유생에대한 에모딘

처리는 균질화된 유생의 플레이트 판독기 분석 및 눈에서의 2-NBDG 형광 신호에서 관찰된 바와 같이 2-NBDG 섭

취를 유도하였다(도 5c 및 5d).   그러나 120 hpf 유생의 눈에서의 이모딘-유도된 2-NBDG 섭취 규모는 72 hpf

유생보다 적었다.

제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취는 유리 글루코오스와의 경쟁에 의하여 감소될 수 있다.[0135]

형광-표시된 글루코오스 섭취가 글루코오스 전달 활성에 의존함을 입증하는 중요한 시험은 과다 유리 글루코오[0136]

스와의 경쟁이다(14).   72 hpf 제브라피시 유생을 600 μM 2-NBDG 및 30 mM D-글루코오스와 함께 3시간 동안

인큐베이션 하였다(도 6).   유생의 눈 내로의 2-NBDG 섭취에 대한 이미지 분석은 유리 글루코오스와의 인큐베

이션이 2-NBDG 섭취를 감소시키는 것을 보여주는데, 이는 글루코오스 전달 메카니즘이 유생 내로의 2-NBDG 섭취

에 중요한 요소임을 제시한다.

제브라피시에서 2-NBDG 섭취 측정은 신규한 인슐린 모방 화합물을 동정할 수 있게 한다.[0137]

공개특허 10-2014-0136402

- 19 -



글루코오스 섭취 조절을 확인하는 방법으로서 본 발명의 제브라피시-기반된 2-NBDG 섭취 시스템의 유효성을 검[0138]

사하기  위하여,  본  발명자들은  일본  밤나무인   Castanea  crenata로부터  유래한  내피의  활성  인도된  분획

(Activity guided fractionation)을 채택하였다.   도 7a는 C. crenata로부터 분리된 화합물에 대한 전체 실험

계획을 나타낸다.   제브라피시 유생 내로의 2-NBDG 섭취 효과에 대하여 세 가지 분획(메탄올, 에틸 아세테이트

및 헥세인)을 시험하였다(도 7b).   본 발명의 제브라피시-기반된 분석에 대하여, 2-NBDG 섭취에서의 100% 증가

를‘히트’ 약물 선택을 위한 기준치로 선택하였다.   메탄올 분획이 2-NBDG 섭취를 최고로 유도함을 발견하고,

상기 메탄올 분획을 더욱 정제하여 하기 8개의 화합물을 획득하였다:  UP2.2(스코폴레틴), UP3.1.1.1(마슬린

산),  UP3.5.3(프라그란신  A2,  UP4.2.3(4-케토노나논산),  UP5.2.1(4-히드록시-5-메톡시신남산),  UP3.2(프락시

딘), UP3.3(6, 7, 8-트리메톡시쿠마린) 및 UP5.2.3(3, 4, 5-트리메톡시신남산).    도 7c에서 제브라피시 유생

에서의 2-NBDG 섭취에 대한 결과를 나타냈다.   글루코오스 섭취의 유도인자로 알려져 있는 양성 대조군인 에모

딘(24)과   2-NBDG  섭취를 비교하였다.     더불어,  추가적인 비교를 위하여 동양의 현화 뽕나무인 Morinda

longissima의 뿌리로부터 분리한 4개의 화합물 또한 시험하였다(도 7d).   Morinda longissima는 종래 항-당뇨

활성을 가진다는 보고가 없기 때문에 선택하였다.   C. crenata의 메탄올 분획으로부터는 2-NBDG 섭취를 100%

이상 증가시키는 프락시딘 및 마슬린산을 발견하였으나, M. longissima의 어떠한 화합물도 글루코오스 섭취를

유도하지 못하였다(도 7d).

본 발명자들은 본 발명의 스크리닝 시스템을 이용하여 프락시딘이 포유류 지방세포 시스템에서 글루코오스 섭취[0139]

를 유도할 수 있음을 보였다.   지방세포는 인슐린-매개 글루코오스 섭취를 위한 작용의 주요 위치이고(14), 프

락시딘(UP3.2) 처리가 2-NBDG 섭취를 유도함을 보였다(도 8a).   글루코오스 섭취의 유도인자로 알려진 베르베

린 12(26)를 양성 대조군으로 사용하였다(본 발명의 제브라피시 시스템 상에서 글루코오스 섭취를 유도하는 베

르베린의 능력도 검증함(도 9)).   인슐린 모방 약제는 세포 생리에서의 인슐린 효과를 대체하고 항-당뇨 약제

개발을 위한 이상적인 후보물질을 대표한다(13).   따라서 본 발명자들은 프락시딘(UP3.2)의 인슐린 모방 활성

을 시험하였다(도 8b 및 8c).   지방세포에서 프락시딘-유도된 글루코오스 섭취는 인슐린 저항성을 유도하고 인

슐린 모방 활성을 위한 시험인 TNF-α에 민감함을 보였다(도 8b)(27).   인슐린 유도 활성에 대한 두 번째 시험

은 지방세포로부터 에피네프린-자극된 유리 지방산 분비를 억제하는 능력이다(28).   프락시딘으로 지방세포를

전처리한 경우 에피네프린에 의하여 유도된 유리 지방산 분비가 줄었다(도 8c).

 제브라피시-기반된 분석의 매우 유용한 다른 특징은 발달된 유생에서 쉽게 독성을 시험할 수 있는 것이다(25).[0140]

 본 발명의 독성 분석은 상기 화합물에 대하여 10 mg/mL이 적합한 투여량임을  제안하였다(도 10의 독성 데이터

에 의하여 선택됨).

신규한 인슐린 모방 약제 후보 발견을 위한 제브라피시-기반된 스크리닝[0141]

본 발명자들은 제브라피시 유생으로의 2-NBDG 섭취 유도에 대한 사포닌-기반된 천연물질(3 시간 동안 10 μg/mL[0142]

투여량)을 스크리닝하였다.   2-NBDG만을 단독 처리한 유생과 비교하여 2-NBDG 섭취 값이 100% 증가하는 범위

내에 속하는 경우 ‘히트’화합물로 선정하였다.   그 결과, 사포닌 cpp532(20(S)-진세노사이드 Rh2)을 ‘히트

’화합물로 동정하였다.

또한, 본 발명자들은 제브라피시 유생으로의 2-NBDG 섭취 유도에 대한 트리아진-기반된 합성 화합물(3 시간 동[0143]

안 20 μM 투여량)을 스크리닝하였다.   그 결고, 화합물 PP-Ⅱ-A01, PP-Ⅱ-A02, PP-Ⅱ-A03, PP-Ⅱ-A05 및 PP-

Ⅱ-A08을 ‘히트’화합물로 동정하였다.

고찰[0144]

본 발명에서, 본 발명자들은 척추동물에서 활성이 있는 항-당뇨 약제 후보물질의 빠르고 편리한 검출을 위한 신[0145]

규한 시스템의 설립을 개시하였다.   본 발명자들은 형광물질-태그된 글루코오스 아날로그인 2-NBDG와 제브라피

시 동물 모델의 실험적 유용성을 조합하였다(방사성 글루코오스 추적자는 전문 실험 기기 및 방사능 정화가 필

요하고 시간적/공간적 해상도가 허용되지 않음을 참고(14)).   본 발명의 프로토콜은 당뇨 연구에 있어 약제 발

견 접근방식을 상당히 촉진시킬 수 있다.

본 발명의 결과는 제브라피시 유생에서 글루코오스 전달의 변동을 관찰하기 위한 2-NBDG의 적정 농도가 600 μM[0146]

임을 나타낸다(도 2b).   PubMed.Gov 데이터베이스(US National Library of Medicine National Institutes of
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health)의 검색은 Drosophila melanogaster에서 2-NBDG 섭취에 대한 연구가 없음을 나타낸다.   글루코오스 섭

취를 조절하는 화합물 검출을 위한 본 발명의 프로토콜은 피시 워터(fish water)에 대한 2-NBDG의 단순한 추가

에 의존한다.   상기 본 발명의 프로토콜 길이의 단순함 및 간단함은  2-NBDG의 미세주입(microinjection)의 필

요를 제거함에 있다.   제브라피시는 마우스를 넘어서는 항-당뇨 약제 후보물질의 초기 시험에 대한 뚜렷한 장

점(예컨대, 상대적으로 단순한 하우징 및 시험 화합물과 2-NBDG의 소량 필요)을 제시한다.

본 발명의 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취의 분석은 상대적으로 빠른 초기 섭취로 안정기에 도달하기 시작하[0147]

고, 이후 다시 증가함을 보였다(도 3b 및 3c).   이러한 시간 경과는 2-NBDG의 세포 내 운명을 반영할 수 있는

데, 2-NBDG는 헥소키나아제에 의하여 빠른 인산화 및 뒤이은 해당을 통한 비-형광성 물질로 분해되는 과정을 겪

는다(14).   즉, 빠른 초기 섭취 이후 2-NBDG는 해당 과정에 의하여 분해되고 처리 몇 시간 후, 상기 해당과정

은 세포 내에서 포화에 이를 수 있고, 이는 2-NBDG의 추가적인 축적을 허용할 수 있다.   따라서 본 발명자들은

본 발명의 프로토콜을 위하여 3 시간 동안의 2-NBDG 처리를 선택하였는데, 이는 항-당뇨 약물 후보물질의 효능

에 의하여 2-NBDG 신호가 쉽게 탐지되나, 추가적인 세포의 축적 능력을 여전히 갖기 때문이다.

본 발명은 하기 두 가지 방법에 의하여 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취가 측정 가능함을 보여준다: 균질화된[0148]

유생의 형광 플레이트 판독기 분석 또는 유생 눈에서의 2-NBDG 섭취의 이미지 분석.   후자는 처리된 유생이 다

수인 경우의 분석에 더욱 적합한데, 이는 상기 분석이 상대적으로 빠르고 GLUT 발현이 특징지어졌기 때문이다

(72 hpf 유생은 zglut1b,  zglut6 및 zglut12와 같은 제브라피시 GLUT들의 범위를 발현함(23))   더욱이, 본

발명의 데이터는 글루코오스 섭취를 유도하는 화합물로 알려져 있는 에모딘 및 베르베린 모두가 유생의 눈으로

2-NBDG 섭취를 유도할 수 있음을 보여준다(도 5d 및 도 9).

본 발명에서, 본 발명자들은 하기 두 발달 시기(72 hpf 및 96 hpf)에서 에모딘-유도된 2-NBDG 섭취를 비교하였[0149]

다(도 5).   72 hpf가 더욱 적합함을 발견하였는데, 이는 96 hpf보다 대조군에 대한 에모딘-유도된 2-NBDG 섭취

차이가 더 컸기 때문이다.   96 hpf 제브라피시의 이용에 있어 복잡한 요소는 발달의 상기 단계에서 소화기관이

기능화 되어 제브라피시가 외부 물질들을 삼킬 수 있는 것이다(29).   따라서 120 hpf 유생에서 2-NBDG 섭취의

마이크로플레이트 판독기 기반 분석은 제브라피시의 2-NBDG 용액 소화 능력에 의하여 복잡해질 수 있다.   이는

형광 현미경에 의하여 관찰되는 2-NBDG 신호가 소화관에서보다 더 밝은 것에 의하여 설명할 수 있다(도 5b).

글루코오스 탐침을 평가할 때 중요한 고려사항은 세포의 글루코오스 전달 메커니즘이 탐침 섭취에 포함되어 있[0150]

는 것의 입증이다(14).   본 발명의 데이터는 제브라피시 유생에서 2-NBDG 섭취가 과도한 세포 외 글루코오스에

의하여 억제될 수 있음을 보여준다(도 6).   상기 시험은 Cy5.5-D-글루코사민, IRDye 800CW 2-DG 및 CyNE 2-DG

와 같은 신규한 글루코오스 탐침의 유효성을 검사하는데 이용된다(14).   2-NBDG는 상업적으로 이용가능하고,

상대적으로 저렴하게 구입할 수 있으며, 여러 연구 발표에서 특징지어져있기 때문에 이를 글루코오스 탐침으로

선택하였다.   본 발명은 제브라피시 유생에서 변화되는 항-당뇨 화합물을 탐지하기 위하여 2-NBDG 가 사용될

수 있음을 처음으로 입증하였다.

본 발명자들은 글루코오스 섭취의 신규한 조절인자의 탐지를 위한 본 발명의 실험 시스템의 유용성을 설명하기[0151]

위하여 식물 재료로부터 활성 인도된 분획(activity guided fractionation)을 이용하였다(도 7).   본 발명의

제브라피시 기반 글루코오스 섭취 분석 시스템은 Castanea crenata에서 유래한 내피의 메탄올 분획이 글루코오

스 섭취를 촉진하는 화합물을 포함함을 보였다.   또한, 본 발명자들은 상기 분획에서 대부분의 잠재적인 글루

코오스 섭취-유도 화합물이 프락시딘 및 마슬린산임을 보였다.   종래의 연구는 마슬린산이 항-당뇨 화합물임을

보였다(30).   항-당뇨 화합물 또는 글루코오스 섭취 유도인자로서 보고되지 않은 C.crenata의 다른 화합물들

(프라그란신 A2,  4-케토노나논산, 4-히드록시-5-메톡시신남산, 6,7,8-트리메톡시쿠마린 및 3,4,5-트리메톡시신

남산)은 본 발명의 제브라피시 분석에서 ‘히트’ 화합물이 아니었다.   스코포레틴은 간세포주에서 AKT 인산화

의 활성제로서 보고되어 있는데, 이는 글루코오스 섭취를 잠재적으로 유도할 수 있다.   그러나 스코포레틴에

대한 어떠한 잠재적 항-당뇨 활성도 설명되어진 적이 없다(31).

본 발명에서, 본 발명자들은 신규한 인슐린 모방 약제로서 프락시딘의 유효성을 검사하였다(도 8).   본 발명자[0152]

들은 인 비보에서 활성이 있는 인슐린 모방 약제로서 프락시딘의 발견이 본 발명의 형광물질-기반된 신규한 항-

당뇨 약물 발견에 대한 신규한 항-당뇨 약물 발견에 대한 제브라피시 시험의 우수한 잠재성을 입증하고 있다고

믿는다.

요컨대, 본 발명자들은 척추동물에서 활성이 있는 항-당뇨 화합물의 발견을 위한 첫 번째 분석을 개발하였다(도[0153]

8d).   제브라피시의 인슐린 신호전달 시스템의 주요 단백질 구성요소가 포유동물과 구조적 및 기능적으로 유사

성을 나타내기 때문에(21, 32) 본 발명의 프로토콜은 제브라피시를 이용한다.   더욱이, 본 발명의 제브라피시-
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기반된 시스템은 수반되는 독성 분석을 가능하게 하여 포유류의 약물 반응을 정확히 예측하는 것이 가능하다.

본 발명자들의 지식에 의하면, 항-당뇨 약제를 개발하기 위한 다른 작은 유기체 기반 시험은 누에, 누에나방[0154]

(Bombyx mori) 및 선충인 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans)을 이용한다(33, 34).   따라서 본 발명의 척

추동물-기반된 접근방식인 제브라피시-기반된 스크리닝 시스템은 주요한 기술적 진보를 나타낸다.   나아가, 본

발명의 글루코스 탐침인 2-NBDG를 이용하는 방법은 제브라피시 유생에서 단순하고, 저비용이며 고속 글루코오스

유량의 시각화를 가능하게 한다.   이는 당뇨 연구를 위한 약물 발견 접근방식을 매우 촉진시킬 수 있다.
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이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0197]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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