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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물 및 이의 약학적으로 허용 가능한 염으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나

이상을 유효성분으로 함유하는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

[화학식 1]

 

상기 화학식에서, R1은 C1-C3 알킬이고, R2 및 R3는 각각 독립적으로 수소 또는 할로겐이며, R2 및 R3는 동시에

수소가 아니다.  

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2 및 R3는 염소인 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 

상기 퇴행성 뇌질환은 헌팅턴병(Huntington's disease; HD), 파킨슨 병(Parkinson's disease; PD), 알츠하이머

병(Alzheimer's  disease;  AD),  프리온병/  인간  광우병(Prion  disease),  근위축성  측삭경화증(amyotrophic

lateral  sclerosis; ALS) 및 이들의 조합으로 구성된 군으로부터 선택되는 질환인 것인, 약 학적 조성물.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 

상기 화합물은 미토콘드리아의 전위의존성 음이온 채널 1(Voltage-dependent anion channel-1, VDAC1)과 결합

하는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 5 

제 4 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널의 아스파르트산(Aspartic acid) 12, 알라닌(Alanine) 17, 발린(V

aline) 20, 히스티딘(Histidine) 184, 및 세린(Serine) 196 과 결합하는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 6 
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제 4 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널의 ATP 결합 도메인과 결합하여 상기 전위의존성 음이온 채널의 ATP

결합 도메인을 억제하여 오토파지를 유도하는 것을 특징으로 하는  약학적 조성물. 

청구항 7 

제 4 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 수소 결합 및 소수성 상호작용에 의하여 상기 전위의존성 음

이온 채널과 결합하는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 8 

제 4 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 결합으로 인한 오토파지를  유도함으로써 아밀로이드를 분해하

는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물. 

청구항 9 

제 4 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 결합으로 인해 세포 내의  활성 단백질 키나아제(AMPK)의 발현

을 활성화함으로써 오토파지를 유도하여 세포  내의 타우 단백질 응집체를 분해하는 것을 특징으로 하는 약학적

조성물.

청구항 10 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물 및 이의 약학 적으로 허용 가능한 염으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나

이상 을 유효성분으로 함유하는 퇴행성 뇌질환 개선용 기능성 식품 조성물.

[화학식 1]

 

상기 화학식에서, R1은 C1-C3 알킬이고, R2 및 R3는 각각 독립적으로 수소 또는 할로겐이며, R2 및 R3는 동시에

수소가 아니다.  

청구항 11 

제 10 항에 있어서, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2 및 R3는 염소인 것을 특징으로 하는 기능성 식품 조

성물.
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청구항 12 

제 10 항에 있어서, 

상기 퇴행성 뇌질환은 헌팅턴병(Huntington's disease; HD), 파킨슨 병(Parkinson's disease; PD), 알츠하이머

병(Alzheimer's  disease;  AD),  프리온병/  인간  광우병(Prion  disease),  근위축성  측삭경화증(amyotrophic

lateral  sclerosis; ALS) 및 이들의 조합으로 구성된 군으로부터 선택되는 질환인 것을 특징으로 하는 기능성

식품 조성물.

청구항 13 

제 10 항에 있어서, 

상기 화합물은 미토콘드리아의 전위의존성  음이온 채널(Voltage-dependent anion channel-1, VDAC1)과 결합하

는  것을 특징으로 하는 기능성 식품 조성물.

청구항 14 

제 13 항에 있어서,

상기 전위의존성 음이온 채널은 ATP 결합  도메인을 포함하며,

상기 ATP 결합 도메인은 아스파르트산(Aspartic acid) 12, 알라닌(Alanine)  17, 발린(Valine) 20, 히스티딘

(Histidine) 184, 및 세린(Serine) 196을 포함하는  것을 특징으로 하는 기능성 식품 조성물.

청구항 15 

제 14 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 ATP 결합 도메인과 결 합하여 상기 ATP 결합 도메인의 발현을 억제함으로써 오토파지를 유

도하는 것을 특징으로 하는 기능성 식품 조성물.

청구항 16 

제 13 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 수소 결합 및 소수성 상호작용에 의하여 상기 전위의존성 음

이온 채널과 결합하는 것을 특징으로 하는 기능성 식품 조성물.

청구항 17 

제 13 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과 결합하여 오토파지를 유도함 으로써 아밀로이드를 분해하는 것을

특징으로 하는 기능성 식품 조성물.

청구항 18 

제 13 항에 있어서,

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과 결합하여 오토파지를 유도함 으로써 세포 내의 타우 단백질 응집

체를 분해하는 것을 특징으로 하는 기능성 식품 조성물.
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청구항 19 

하기 화학식 1로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 대상체에 투여하는 단계를 포함하는

대상체 내의 변성 단백질 분해 방법.

[화학식 1]

 

상기 화학식에서, R1은 C1-C3 알킬이고, R2 및 R3는 각각 독립적으로 수소 또는 할로겐이며, R2 및 R3는 동시에

수소가 아니다.  

청구항 20 

제 19 항에 있어서, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2 및 R3는 염소인 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 퇴행성 뇌질환에 대한 약학적 조성물에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 오토파지 활성을 통한 퇴행[0001]

성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

오토파지(autophagy)는 세포 성분이 분해되어 영양분 및 에너지원으로 재활용되는 자가-소화 시스템으로서, 노[0003]

화되거나 제 기능을 하지 못하게 된 세포 소기관들 및 손상되거나 폴딩(folding)이 제대로 되지 아니한 단백질

들이 오토파지의 대상이 되며, 세포의 항상성과 유전적인 안정성을 유지하기 위해 필수적인 단백질 분해 과정을

조절한다.  이는 화학적인 물질 대사를 조절하고, 손상되거나 오랜 수명의 미토콘드리아를 재생시킴으로써 활성

산소종(ROS)의 생성을 완화시키며, 영양 결핍, 산소 고갈, 박테리아와 바이러스를 포함하는 병원균 침입, 및 UV

노출과 같은 세포내외 자극으로부터 세포들을 보호함으로써 세포의 항상성을 유지하기 위한 중심이 되는 역할을

한다.  결과적으로, 오토파지가 제대로 조절되지 아니하면 재발협착증, 신경변성적 질병, 백혈병, 암 및 노화와

같은 다양한 질병들이 발병할 수 있다.

특히, 세포질에 변성 단백질 응고체가 누적되는 경우 세포독성 물질이 되기 때문에, 이들을 오토파지에 의하여[0004]

분해되어야 한다.  만일 오토파지가 저하되는 경우, 변성 단백질(misfolded protein)의 축적이 초래되어 이로

인해 신경변성질환이 발생하기도 한다.  이러한 시스템은 세포 항상성을 유지하며 세포 생존 또는 사멸을 일으

키지만, 언제 이를 유도하는지에 관한 특정 기전은 전부 밝혀지지 아니하였다.

퇴행성 뇌질환을 치료하기 위하여 오토파지를 활성화하는 연구는 최근 활발하게 진행되고 있다.  일반적으로 오[0005]

토파지를 억제하는 조절인자는 mTOR이고, mTOR 저해제를 이용하여 오토파지를 활성화하는 방법이 가장 광범위하

게 사용된다.  상세하게는, 라파마이신을 이용하여 APP를 과발현하는 동물모델에서 아밀로이드 베타(Ab) 및 타

우(tau)를 제거함과 동시에 인지력을 증진시켰으며, 타우(tau) 단백질을 과발현하는 알츠하이머 증상을 보이는

동물모델에서 타우 단백질을 제거하였다.  그러나, mTOR는 오토파지의 조절 외에도 NF-kB 와 같은 다양한 세포

내 경로들에 있어서 매우 중요한 역할을 하므로 다양한 외부 환경으로부터의 자극에 대하여 세포내의 전반적인
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유전자 발현을 조절하는 광범위한 역할을 할 수 있다.  그러므로, 퇴행성 뇌질환의 변성 단백질 응고체를 제거

하는 뛰어난 활성을 보임에도 불구하고 mTOR를 약물타겟으로 하는 것으로 알려진 이들 오토파지 활성제들을 치

료제로 사용하는 것은 한계가 있다.

이밖에 mTOR외의 약물타겟으로 하는 오토파지 활성제를 이용한 연구도 진행되고 있다.  상세하게는, 마우스 모[0006]

델에서 Rimenidine을 이용하여 mTOR를 경유하지 않고 오토파지를 활성화시켜 헌팅턴 응고체를 성공적으로 제거

하였고, mTOR를 경유하지 않고 오토파지를 활성화시키는 것으로 알려진 Trehalose를 이용하여 마우스 모델의 뇌

에서 돌연변이 헌팅턴, 운동능력 및 수명을 향상시켰다.  그러나, 이들 mTOR를 경유하지 않거나 mTOR를 포함하

여 두 개 이상의 타겟을 통해 오토파지를 활성화시키는 물질들 또한 이들 타겟들이 세포내 신호전달체계에서 다

양한 역할을 함으로써 치료제로 사용하기에는 한계가 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 미국 공개공보 제9,694,009호 [0008]

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명이 해결하고자 하는 기술적 과제는, mTOR 단백질을 타겟으로 하지 않는 퇴행성 뇌질환 예방 또[0009]

는 치료용 약학적 조성물을 제공하는 것이다. 

또한, 본 발명이 해결하고자 하는 기술적 과제는, 다른 유전자 발현을 조절하지 아니하고 퇴행성 뇌질환과 관련[0010]

된 오토파지를 선택적으로 유도하고 변성 단백질 응고체를 제거하는 약학적 조성물을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위한 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물은 하기 화학식 1로 표시되는 화합물 및[0012]

이의 약학적으로 허용 가능한 염으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상을 유효성분으로 함유하는 퇴행성

뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물일 수 있다. 

[화학식 1][0013]

 [0014]

상기 화학식에서, R1은 C1-C3 알킬이고, R2 및 R3는 각각 독립적으로 수소 또는 할로겐이며, R2 및 R3는 동시에[0015]

수소가 아니다.  

본 명세서에서 용어“알킬”은 직쇄 또는 분쇄의 포화 탄화수소기를 의미하며, 예를 들어, 메틸, 에틸, 프로필,[0016]

이소프로필 등을 포함한다.   C1-C3 알킬은 탄소수 1 내지 3의 알킬 유니트를 가지는 알킬기를 의미하며, C1-C3

알킬이 치환된 경우 치환체의 탄소수는 포함되지 않은 것이다.   

본 명세서에서 용어“할로겐”은 할로겐족 원소를 의미하며,  예컨대, 플루오로, 클로로(염소), 브로모 및 요오[0017]

도를 포함한다. 
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본 발명의 구체적인 구현예에 따르면, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2 및 R3는 염소이다.[0018]

상기 퇴행성 뇌질환은 헌팅턴병(Huntington's disease; HD), 파킨슨병(Parkinson's disease; PD), 알츠하이머[0019]

병(Alzheimer's  disease;  AD),  프리온병/인간  광우병(Prion  disease),  근위축성  측삭경화증(amyotrophic

lateral sclerosis; ALS) 및 이들의 조합으로 구성된 군으로부터 선택될 수 있다. 

일 실시예에서, 상기 화합물은 미토콘드리아의 전위의존성 음이온 채널 1(Voltage-dependent anion channel-1,[0020]

VDAC1)과 결합할 수 있고, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널의 아스파르트산(Aspartic acid) 12, 알

라닌(Alanine) 17, 발린(Valine) 20, 히스티딘(Histidine) 184, 및 세린(Serine) 196 과 결합할 수 있다. 

상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널의 ATP 결합 도메인과 결합하여 상기 전위의존성 음이온 채널의 ATP[0021]

결합 도메인을 억제하여 오토파지를 유도할 수 있고, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 수소 결

합 및 소수성 상호작용에 의하여 상기 전위의존성 음이온 채널과 결합할 수 있다. 

일 실시예에서, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 결합으로 인한 오토파지를 유도함으로써 아밀[0022]

로이드를 분해할 수 있고, 상기 화합물은 전위의존성 음이온 채널과의 결합으로 인해 세포 내의 활성단백질키나

아제(AMPK)의 발현을 활성화함으로써 오토파지를 유도하여 세포 내의 타우 단백질 응집체를 분해할 수 있다. 

상기 다른 과제를 해결하기 위한 본 발명의 일 실시예에 따른 퇴행성 뇌질환 개선용 건강기능식품은, 하기 화학[0023]

식 1로 표시되는 화합물을 유효성분으로 함유할 수 있다. 

[화학식 1][0024]

 [0025]

본 발명에서 사용되는 화학식 1 화합물에 대해서는 이미 상술하였으므로, 과도한 중복을 피하기 위해 그 기재를[0026]

생략한다.

상기 퇴행성 뇌질환은 헌팅턴병(Huntington's disease; HD), 파킨슨병(Parkinson's disease; PD), 알츠하이머[0027]

병(Alzheimer's  disease;  AD),  프리온병/인간  광우병(Prion  disease),  근위축성  측삭경화증(amyotrophic

lateral sclerosis; ALS) 및 이들의 조합으로 구성된 군으로부터 선택되는 질환일 수 있다. 

일 실시예에서, 상기 화합물은 미토콘드리아의 전위의존성 음이온 채널(Voltage-dependent  anion  channel-1,[0028]

VDAC1)과 결합할 수 있고, 상기 전위의존성 음이온 채널은 ATP 결합 도메인을 포함하며, 상기 ATP 결합 도메인

은 아스파르트산(Aspartic acid) 12, 알라닌(Alanine) 17, 발린(Valine) 20, 히스티딘(Histidine) 184, 및 세

린(Serine) 196을 포함할 수 있다. 

상기 화합물은 상기 ATP 결합 도메인과 결합하여 상기 ATP 결합 도메인의 발현을 억제함으로써 오토파지를 유도[0029]

할 수 있고, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과의 수소 결합 및 소수성 상호작용에 의하여 상기 전

위의존성 음이온 채널과 결합할 수 있다. 

또한, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널과 결합하여 오토파지를 유도함으로써 아밀로이드를 분해할[0030]

수 있고, 세포 내의 타우 단백질 응집체를 분해할 수도 있다. 

상기 또다른 과제를 해결하기 위한 본 발명의 일 실시예에 따른 변성 단백질을 분해하는 방법은, 하기 화학식 1[0031]

로 표시되는 화합물 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 동물 세포에 처리하여 미토콘드리아의 전위의존성

음이온 채널과 결합시켜 상기 세포 내의 ATP 활성을 억제하는 단계; 상기 감소된 ATP 레벨에 의하여 아데노신

모노포르페이트 활성 단백질 키나아제(AMPK)의 활성을 유도하는 단계; 상기 활성화된 AMPK 에 의하여 mTOR 및

S6K 단백질의 발현이 억제되는 단계; 및 상기 억제된 mTOR 및 S6K 활성에 의하여 상기 세포 내의 오토파지가 유

도되는 단계를 포함할 수 있다. 

일 실시예에서, 상기 화합물은 상기 전위의존성 음이온 채널의 ATP 결합 도메인과 결합할 수 있고, 상기 ATP 결[0032]

합 도메인은 아스파르트산(Aspartic  acid)  12,  알라닌(Alanine)  17,  발린(Valine)  20,  히스티딘(Histidine)
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184, 및 세린(Serine) 196을 포함할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 본 발명의 화학식 1 화합물을 대상체에 투여하는 단계를 포함하는 퇴[0033]

행성 뇌질환 예방 또는 치료 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 일 실시예에 따르면, 전위의존성 음이온 채널-1(VDAC1) 과 결합하여 세포질 내의 ATP 레벨을 감소시[0035]

키고 AMPK의 발현을 활성화시킴으로써, mTOR의 발현을 억제하고 오토파지를 유도하여 타우 단백질 응집체들을

분해하는 설트라린 및 이의 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성

물을 제공할 수 있다. 

또한, 본 발명의 다른 실시예에 따르면, 종래의 오토파지 유도제와 달리 mTOR 단백질을 타겟 단백질로 하지 아[0036]

니하고 미토콘드리아의 멤브레인에 존재하는 전위의존성 음이온 채널-1을 타겟 단백질로 하기 때문에, mTOR 단

백질을 타겟으로 하는 억제제의 단점인 인슐린 저항과 같은 다른 생체 내 주요 발현에 직접적으로 영향을 미치

지 아니하며 오토파지를 유도는 설트라린 및 이의 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 퇴행성 뇌질환 예방 또

는 치료용 건강기능식품을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a 및 도 1b는 본 발명의 일 실시예에 따른 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물의 오토파지 유도[0038]

에 대한 실험 이미지들이다.

도 1c는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 오토파지 유도를 MDC 형광 염색법으로 촬영한 이미

지 및 그래프이다.

도 1d는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 LC3-Ⅱ 및 p62에 대하 영향을 살펴보기 위한 면역블롯팅

실험 결과이다.

도 1e 및 도 1f는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 오토파지 플럭스의 활성을 나타내는 이미

지이다.

도 2a는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 HUVEC 내의 세포 ATP 레벨을 ATPlite 발광 분석 시스템

(ATPlite luminescence assay system)으로 측정한 결과이다. 

도 2b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 mTOR/S6K 시그날링을 억제하는지 여부를 확인하기 위한

면역블롯팅 실험 결과이다.

도 2c는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 EGFP-LC3 반점에 대하여 미치는 영향을 나타내는 것이다.

도 2d는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 오토파지 유도가 mTOR 상류의 시그날링 경로를 수반

하는지를 나타내는 것이다.

도 2e는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 TFEB 핵 전좌를 관찰한 이미지이다.

도 2f는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물을 처리한 샘플의 오토파지 유도를 살펴보기 위한 웨스턴 블

롯 결과이다.

도 3a 및 도 3b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 저분자와 결합함에 따른 단백질의 가수분해 민

감도 변화를 나타내는 것이다.

도 3c 내지 도 3e는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 단백질 내의 결합 위치를 나타내는 이미지이

다.

도 3f 및 도 3g는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 AMPK/mTOR/S6K 시그날링의 조절 시작점을

확인하기 위한 실험 결과이다.

도 3h는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 VDAC1에 의한 활성 의존도를 나타내는 것이다.
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도 4a 및 도 4b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 타우병증 치료효과를 나타내는 것이다.

도 5는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 오토파지를 유도하는 방법을 나타내는 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 바람직한 실시예를 상세히 설명하기로 한다.[0039]

본 발명의 실시예들은 당해 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 본 발명을 더욱 완전하게 설명하기 위하[0040]

여 제공되는 것이며, 하기 실시예는 여러 가지 다른 형태로 변형될 수 있으며, 본 발명의 범위가 하기 실시예에

한정되는 것은 아니다.  오히려, 이들 실시예는 본 발명을 더욱 충실하고 완전하게 하고, 당업자에게 본 발명의

사상을 완전하게 전달하기 위하여 제공되는 것이다.

또한, 이하의 도면에서 각 층의 두께나 크기는 설명의 편의 및 명확성을 위해 과장된 것이며, 도면상에서 동일[0041]

부호는 동일한 요소를 지칭한다.  본 명세서에서 사용된 바와 같이, 용어 "및/또는"는 해당 열거된 항목 중 어

느 하나 및 하나 이상의 조합을 포함한다.

본 명세서에서 사용된 용어는 특정 실시예를 설명하기 위하여 사용되며, 본 발명을 제한하기 위한 것이 아니다.[0042]

본 명세서에서 사용되는 경우 "포함한다(comprise)" 및/또는 "포함하는(comprising)"은 언급한 형상들, 숫자,

단계, 동작, 부재, 요소 및/또는 이들 그룹의 존재를 특정하는 것이며, 하나 이상의 다른 형상, 숫자, 동작, 부

재, 요소 및/또는 그룹들의 존재 또는 부가를 배제하는 것이 아니다.

알츠하이머(AD)는 퇴행성 뇌질환들 중 하나이며, 염증 및 결함이 있는 오토파지를 수반할 수 있으며, 뉴런 피질[0043]

내의 타우 집합체와 베타 아밀로이드로 인한 회복불가능하고 대량적인 인지능력의 손실과 병적인 플라크 컴플릭

스의 형성으로 특징지어진다.  따라서, 오토파지 유도 화합물은 알츠하이머 환자의 뇌에서의 유해 단백질의 분

해를 촉진할 수 있다.  그러므로, 다른 알츠하이머 치료약과 함께 이용될 수 있는 잠재적인 오토파지 유도 화합

물의 개발이 높이 요구되고 있다. 

본 명세서에서는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공하기 위하여, 존스홉킨스 약물 라이브러[0044]

리(JHDL)로부터  오토파지  유도를  위한  피노타입(phynotypic)  스크리닝을  수행하였으며,  이로부터  설트라린

(sertraline) 및 인다트라린(indatraline)을 포함하는 오토파지 유도 활성을 갖는 항우울제를 발견하였다.  설

트라린은 1991년 미국에서 생체적활성을 갖는 약리효과를 승인받아 항우울제로 이용되는 세로토닌 선택적 재흡

수 저해제이다.  본 명세서에서는 상기 발견된 오토파지 유도 활성을 갖는 후보 물질들 중 활성이 우수한 설트

라린 (상품명: Zoloft)을 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료를 위한 약학적 조성물로 발견하였으며, 상기 약학적 조

성물의 오토파지 유도 활성의 상세한 분자적 메커니즘과 오토파지 관련 질병을 위한 임상적인 응용에서의 잠재

성을 설명하기로 한다.  

본 발명의 일 실시예에 따른 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물은 R1은 C1 알킬이고, R2 및 R3는 염[0045]

소인 화학식 1 화합물, 즉 설트라린(C17H17Cl2N) 및 이의 약학적으로 허용가능한 염이고, 이는 하기 화학식 2와

같이 나타낼 수 있다.  상기 약학적 조성물은 세로토닌 전달체를 억제함으로써 항우울 작용을 하는 임상적인 약

물이다.  상기 약학적 조성물은 중요한 오토파지 마커인 LC3-Ⅰ(microtubule-associated light chain protein

type 3)를 LC3-Ⅱ로 변환하는 것을 유도할 수 있다.  LC3 변환은 오토파고좀과 리소좀의 융합 또는 리소좀의 분

해와 같은 오토파지 억제의 뒷단계 또는 오토파지 유도중에 발생될 수 있다.  또한, 상기 약학적 조성물은 오토

파지를 유도함으로써 타우 단백질 및 베타 아밀로이드를 분해할 수 있다.  그러므로, 오토파지 플럭스에서 상기

약학적 조성물의 정확한 효과를 인지하는 것이 필요하다.

[화학식 2][0046]

 [0047]

일 실시예에서, 상기 약학적 조성물은 설트라린 및 이의 약학적으로 허용 가능한 염으로 이루어진 군으로부터[0048]
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선택되는 하나 이상을 유효성분으로 하며, 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료 효과를 제공할 수 있다.  상기 퇴행성

뇌질환은  헌팅턴병(Huntington's  disease;  HD),  파킨슨병(Parkinson's  disease;  PD),  알츠하이머병

(Alzheimer's disease; AD), 프리온병/인간 광우병(Prion disease), 근위축성 측삭경화증(amyotrophic lateral

sclerosis;  ALS)  및  이들의  조합으로  구성된  군으로부터  선택되는  질환일  수  있으나,  이에  한정되지는

아니한다.

상기 약학적 조성물은 정제, 산제, 캡슐제, 환제, 과립제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸, 외용제, 좌제, 액[0049]

제 및 주사제로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 제형으로 제조될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아

니다.  다른 실시예에서는, 상기 약학적 조성물은 피부외용 조성물로도 사용될 수 있다.  

상기 약학적 조성물은 설트라린은 약학적으로 허용 가능한 염의 형태로 사용할 수 있으며, 염으로는 약학적으로[0050]

허용가능한 유리산(free acid)에 의해 형성된 산부가염이 유용할 수 있다.  예를 들면, 상기 산부가염은 염산,

질산, 인산, 황산, 브롬화수소산, 요오드화수소산, 아질산 도는 아인산과 같은 무기산류와 지방족 모노 및 디카

르복실레이트, 페닐-치환된 알카노에이트, 하이드록시 알카노에이트 및 알칸디오에이트, 방향족 산류, 지방족

및 방향족 설폰산류와 같은 무독성 유기산으로부터 획득될 수 있다.  상기 무독한 염류는 설페이트, 피로설페이

트, 바이설페이트, 설파이트, 바이설파이트, 니트레이트, 포스페이트, 모노하이드로겐 포스페이트, 디하이로겐

포스페이트, 메타포스페이트, 피로포스페이트 클로라이트, 브로마이드, 아이오다이드, 플루오라이드, 아세테이

트, 프로피오네이트, 데카노에이트, 카프릴레이트, 아크릴레이트, 포메이트, 이소부티레이트, 카프레이트, 헵타

노에이트, 프로피올레이트, 옥살레이트, 말로네이트, 석시네이트, 수베레이트, 세바케이트, 푸마레이트, 말리에

이트,  부틴-1,4-디오에이트, 헥산-1,6-디오에이트, 벤조에이트,  클로로벤조에이트,  메틸벤조에이트,  디니트로

벤조에이트, 하이드록시벤조에이트, 메톡시벤조에이트, 프탈레이트, 테레프탈레이트, 벤젠설포네이트, 톨루엔설

포네이트, 클로로벤젠설포네이트, 크실렌설포네이트, 페닐아세테이트, 페닐프로피오네이트, 페닐부티레이트, 시

트레이트, 락테이트, β-하이드록시부티레이트, 글리콜레이트, 말레이트, 타트레이트, 메탄설포네이트, 프로판

설포네이트, 나프탈렌-1-설포네이트, 나프탈렌-2-설포네이트 또는 만델레이트를 포함할 수 있다.

본 발명에 따른 산 부가염은 통상의 방법, 예를 들면, 상기 설트라린을 과량의 산 수용액 중에 용해시키고, 이[0051]

염을 수혼화성 유기 용매, 예를 들면, 메탄올, 에탄올, 아세톤 또는 아세토니트릴을 사용하여 침전시켜 제조할

수 있다.  동량의 설트라린 및 물 중의 산 또는 알코올을 가열하고, 이어서 이 혼합물을 증발시켜 건조시키거나

또는 석출된 염을 흡입 여과시켜 제조할 수도 있다.  

또한,  염기를 사용하여 약학적으로 허용 가능한 금속염을 만들 수 있다.  알칼리 금속 또는 알칼리 토금속[0052]

염은, 예를 들면, 화합물을 과량의 알킬리 금속 수산화물 또는 알칼리 토금속 수산화물 용액 중에 용해하고, 비

용해 화합물 염을 여과하고, 여액을 증발, 건조시켜 얻을 수 있다.  이 때, 금속염으로는 나트륨, 칼륨 또는 칼

슘염을 제조하는 것이 제약상 적합하다.  또한, 이에 대응하는 은염은 알칼리금속 또는 알칼리 토금속 염을 적

당한 은염(예, 질산은)과 반응시켜 획득할 수 있다.  또한, 본 발명의 상기 약학적 조성물은 약학적으로 허용되

는 염 뿐만 아니라, 통상의 방법에 의해 제조될 수 있는 모든 염, 수화물 및 용매화물을 모두 포함할 수 있다.

일 실시예에서, 본 발명에 따른 부가염은 통상의 방법으로 제조할 수 있으며, 상세하게는, 설트라린을 수혼화성[0053]

유기용매, 예를 들면, 아세톤, 메탄올, 에탄올, 또는 아세토니트릴 등에 녹이고 과량의 유기산을 가하거나 무기

산의 산수용액을 가한 후 침전시키거나 결정화시켜 제조할 수 있다.  이어 이 혼합물에서 용매나 과량의 산을

증발시킨 후 건조시켜 부가염을 얻거나 또는 석출된 염을 흡인 여과시켜 제조할 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물을 의약품으로 사용하는 경우, 설트라린 및/또는 이의 약학적으로 허용 가능한 염을 유[0054]

효성분으로 포함하는 약학적 조성물은 임상투여시 다양한 하기의 경구 또는 비경구 투여 형태로 제제화되어 투

여될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.  경구 투여용 제형으로는, 예를 들면, 정제, 환제, 경/연질 캅셀

제, 액제, 현탁제, 유화제, 시럽제, 과립제, 엘릭시르제 등이 있고, 이들 제형은 유효성분 이외에 희석제, 예를

들면, 락토즈, 덱스트로즈, 수크로즈, 만니톨, 솔비톨, 셀룰로즈 및/또는 글리신, 및 활택제, 예를 들면, 실리

카, 탈크, 스테아르산 및 그의 마그네슘 또는 칼슘염 및/또는 폴리 에틸렌 글리콜을 함유하고 있다.  정제는 또

한 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분 페이스트, 젤라틴, 메틸셀룰로즈, 나트륨 카복시메틸셀룰로즈 및/또는

폴리비닐피롤리딘과 같은 결합제를 함유할 수 있으며, 경우에 따라 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트륨 염과

같은 붕해제 또는 비등 혼합물 및/또는 흡수제, 착색제, 향미제, 및 감미제를 함유할 수 있다. 

다른 실시예에서, 본 발명의 설트라린 및/또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효 성분으로 하는 약학적 조[0055]

성물은 비경구 투여할 수 있으며, 비경구 투여는 피하주사, 정맥주사, 근육 내 주사 또는 흉부 내 주사를 주입

하는 방법에 의할 수 있다.  이 때, 비경구 투여용 제형으로 제제화하기 위하여 상기 설트라린 및/또는 이의 약
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학적으로 허용가능한 염을 안정제 또는 완충제와 함께 물에 혼합하여 용액 또는 현탁액으로 제조하고, 이를 앰

플 또는 바이알 단위 투여형으로 제조할 수 있다.  상기 조성물은 멸균되고/되거나 방부제, 안정화제, 수화제

또는 유화 촉진제, 삼투압 조절을 위한 염 및/또는 완충제 등의 보조제, 및 기타 치료적으로 유용한 물질을 함

유할 수 있으며, 통상적인 방법은 혼합, 과립화 또는 코팅 방법에 따라 제제화할 수 있다.

또한, 본 발명의 약학적 조성물의 인체에 대한 투여량은 환자의 나이, 몸무게, 성별, 투여형태, 건강상태 및 질[0056]

환 정도에 따라 달라질 수 있으며, 몸무게가 60  kg인 성인 환자를 기준으로 할 때, 일반적으로 0.001  내지

1,000 mg/일이며, 바람직하게는 0.01 내지 500 mg/일이며, 의사 또는 약사의 판단에 따라 일정시간 간격으로 1

일 1회 내지 수회로 분할 투여할 수도 있다. 

본 발명은 설트라린 및 이를 약학적으로 허용가능한 염으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상을 유효성분으[0057]

로 포함하는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료 효과를 갖는 의약외품 조성물을 제공한다.  본 발명의 설트라린을

의약외품 조성물의 유효성분으로 사용할 경우, 상기 설트라린을 그대로 첨가하거나, 다른 의약외품 또는 의약외

품 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다.  유효 성분의 혼합량은 사용

목적에 따라 적합하게 사용될 수 있다.

상기 의약외품 조성물은 과립, 분말, 용액, 크림, 연고, 에어로솔, 페이스트, 겔 또는 왁스 등의 형태로 제조될[0058]

수 있고, 용액은 유효성분이 용매에 용해된 상태뿐만 아니라, 현탁액이나 에멀젼 상태 또는 포함할 수 있다.

상기 제형화된 의약품의 예로는 연고제, 패치, 필터 충진제, 마스크, 손 세정제, 헤어 제품, 물티슈, 소독청결

제, 비누, 또는 세제비누 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 의약외품을 모두 포함할 수 있다.

또한, 각 제형에 있어서, 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료 효과, 바람직하게는, 아밀로이드 분해 효과를 갖는 의[0059]

약외품 조성물은 다른 성분들을 기타 의약외품의 제형 또는 사용목적 등에 따라 임의로 선정하여 배합할 수 있

다.  유효 성분의 혼합량은 사용목적에 따라 적합하게 결정될 수 있고, 예를 들면 점증제, 안정화제, 용해화제,

비타민, 안료 및 향료와 같은 통상적인 보조제, 및 담체 등을 포함할 수 있다.  상기 조성물의 함량은 총 중량

을 기준으로 각각 0.0001 내지 10 중량%인 것이 바람직하고, 10 중량%를 초과하는 경우에는 조성물 제조시 안정

성이 떨어지며, 0.0001 중량% 미만일 경우에는 그 효과가 미미하다는 단점이 있다.

본 발명의 설트라린을 유효성분으로 포함하는 의약외품 조성물은 세포에 대한 독성 및 부작용이 거의 없어 의약[0060]

외품 재료로서 유용하게 사용될 수 있다.  또한, 본 발명은 설트라린 및 이의 약학적으로 허용 가능한 염으로

이루어진 군에서 선택되는 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료, 바람직하게는,

아밀로이드 분해 효과를 갖는 화장료 조성물을 제공한다.  본 발명의 화장료 조성물에 포함되는 성분은 유효 성

분으로서의 설트라린 및/또는 이의 약학적으로 허용 가능한 염 이외에 화장품 조성물에 통상적으로 이용되는 성

분들을 포함하며, 예컨대 항산화제, 안정화제, 용해화제, 비타민, 안료 및 향료와 같은 통상적인 보조제, 그리

고 담체를 포함한다.

본 발명의 화장료 조성물은 당업계에서 통상적으로 제조되는 어떠한 제형으로도 제조될 수 있으며, 예를 들어,[0061]

용액, 현탁액, 유탁액, 페이스트, 겔, 크림, 로션, 파우더, 비누, 계면활성제-함유 클린싱, 오일, 분말 파운데

이션, 유탁액 파운데이션, 왁스 파운데이션 및 스프레이 등으로 제형화될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니

다.  

또한, 본 발명은 설트라린 및 이의 약학적으로 허용 가능한 염으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상을 유효[0062]

성분으로 포함하는 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료, 바람직하게는, 아밀로이드 분해 효과를 갖는 건강기능성 식

품 조성물을 제공한다.  본 발명에 따른 식품 조성물은 당업계에 공지된 통상적인 방법에 따라 다양한 형태로

제조할 수 있다. 일반 식품으로는 이에 한정되지 않지만 음료(알콜성 음료 포함), 과실 및 그의 가공식품(예:

과일통조림, 병조림, 잼, 마아말레이드 등), 어류, 육류 및 그 가공식품(예: 햄, 소시지 콘비이프 등), 빵류 및

면류(예: 우동, 메밀국수, 라면, 스파게이트, 마카로니 등), 과즙, 각종 드링크, 쿠키, 엿, 유제품(예: 버터,

치이즈 등),  식용  식물 유지,  마아가린,  식물성 단백질,  레토르트 식품,  냉동식품,  각종 조미료(예: 된장,

간장, 소스 등) 등에 본 발명의 설트라린을 첨가하여 제조할 수 있다.  또한, 영양보조제로는 이에 한정되지 않

지만 캡슐, 타블렛, 환 등에 본 발명의 설트라린을 첨가하여 제조할 수 있다. 또한, 건강기능식품으로는 이에

한정되지 않지만 예를 들면, 본 발명의 설트라린 자체를 차, 쥬스 및 드링크의 형태로 제조하여 음용(건강음

료)할 수 있도록 액상화, 과립화, 캡슐화 및 분말화하여 섭취할 수 있다.  또한, 본 발명의 설트라린을 식품 첨

가제의 형태로 사용하기 위해서는 분말 또는 농축액 형태로 제조하여 사용할 수 있다.  또한, 본 발명의 설트라

린과 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료 효과가 있다고 알려진 공지의 활성 성분과 함께 혼합하여 조성물의 형태로

제조할 수 있다.
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본 발명의 설트라린을 건강음료로 이용하는 경우, 상기 건강음료 조성물은 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미[0063]

제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로 함유할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물은 포도당, 과당과 같은 모노

사카라이드; 말토스, 슈크로스와 같은 디사카라이드; 덱스트린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드; 자일

리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜일 수 있다. 감미제는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제;

사카린, 아스파르탐과 같은 합성 감미제 등을 사용할 수 있다.  상기 천연 탄수화물의 비율은 본 발명의 조성물

100 mL 당 일반적으로 약 0.01~0.04 g, 바람직하게는 약 0.02~0.03 g 일 수 있다.

또한, 본 발명의 설트라린은 항스트레스, 항우울 또는 항불안 효과를 갖는 건강기능식품의 유효성분으로 함유될[0064]

수 있는데, 그 양은 아밀로이드 분해 효과를 달성하기에 유효한 양으로 특별히 한정되는 것은 아니나, 전체 조

성물 총 중량에 대하여 0.01 내지 100 중량%인 것이 바람직하다. 본 발명의 식품 조성물은 설트라린과 함께 퇴

행성 뇌질환의 예방 또는 치료 효과가 있는 것으로 알려진 다른 활성 성분과 함께 혼합하여 제조될 수 있다.

상기 외에 본 발명의 건강식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산, 펙트산의 염, 알

긴산, 알긴산의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올 또는 탄

산화제 등을 함유할 수 있다.  그 밖에 본 발명의 건강식품은 천연 과일주스, 과일주스 음료, 또는 야채 음료의

제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 혼합하여 사용할 수 있다.  이러한 첨가제

의 비율은 크게 중요하진 않지만 본 발명의 조성물 100 중량부당 0.01 ~ 0.1 중량부의 범위에서 선택되는 것이

일반적이다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.  본 발명의 목적, 특징, 장점은 이하의 실시예를 통[0066]

하여 쉽게 이해될 것이다.  본 발명은 여기서 설명하는 실시예에 한정되지 않고, 다른 형태로 구체화될 수도 있

다.  여기서 소개되는 실시예는 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 본 발명의 사상이

충분히 전달될 수 있도록 하기 위해 제공되는 것이다.  따라서, 이하의 실시예에 의해 본 발명이 제한되어서는

안된다.

먼저, 본 발명의 일 실시예에 따른 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물의 오토파지 유도 및 이로 인[0067]

한 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약리효과를 입증하기 위하여, 다음과 같이 실험을 수행하였다.  존스홉킨스

약물 라이브러리(JHDL)로부터 획득한 2,386 개의 화합물로부터 본 발명의 약학적 조성물인 설트라린을 스크리닝

하였다.   

도 1a 내지 도 1g는 본 발명의 일 실시예에 따른 퇴행성 뇌질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물인 설트라린의[0068]

오토파지 유도에 대한 실험 이미지들이다.  도 1a 및 도 1b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의

한 오토파지 유도를 면역형광염색법(immunofluorescence staining)에 의하여 관찰한 것이고, 도 1c는 본 발명의

일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 자가식포에 대한 오토파지 유도를 MDC 형광 염색법으로 촬영한 이미지

및 그래프이다.  또한, 도 1d는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 LC3-Ⅱ 및 p62 에의 영향을

살펴보기 위한 면역블롯팅 실험 결과이다.  도 1e는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 E64D 존재여

부에 따른 오토파지 유도 정도를 살펴보기 위한 것이고, 도 1f는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물을

처리한 샘플을 GFP 및/또는 mRFP 형광법으로 관찰한 이미지이다.  도 1g는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적

조성물의 리소좀 활동성을 조사하기 위해 아크리딘 오렌지 염색법으로 살펴본 결과이다. 

 일 실시예에서, 설트라린에 의한 오토파지의 유도는 LC3 면역형광염색법에 의하여 입증될 수 있다.  도 1a를[0069]

참조하면,  샘플에  아무런  처리도  하지  아니한  비교군(Control),  인다트랄린(Indatraline)을  처리한  실험군

(Inda), 및 본 발명의 약학적 조성물인 설트라린을 처리한 실험군(Sert)에 LC3 에 대한 면역형광염색법을 수행

한 결과, 비선택적 모노아민 전달 억제제로부터 오토파지 유도 및 항우울제로 알려진 인다트랄린으로 처리된 경

우와 유사하게 설트라린으로 처리된 세포들도 세포질 내에서 LC3가 유도됨을 확인할 수 있다.  또한, 도 1b를

참조하면, 설트라린을 각각 0.1, 2, 5 uM 을 투여하거나 비교군으로 설트라린을 투여하지 아니한 샘플에 대하여

세포질 내에서 LC3의 유도량을 측정한 결과, 설트라린은 투여량에 비례하여 세포질 내에서 LC3를 유도시키는 것

을 확인할 수 있다.  

일 실시예에서, 설트라린에 의한 오토파지의 유도는 자가식포(autophagic  vacuoles)와 결합하는 형광 염료인[0070]

MDC(monodansylcadaverine) 염색법을 이용하여 상기 자가식포를 염색하여 조사할 수 있다.  도 1c를 참조하여

자가식포에  대하여  어떠한  약학적  조성물도  처리하지  아니한  비교군(Control),  인다트랄린을 처리한 세포들

(Inda), 및 설트라린를 처리한 세포들(Sert)의 LC3 발현을 살펴보면, 인다트랄린을 처리한 세포들과 설트라린을

처리한 세포들 모두 LC3 가 발현됨을 알 수 있다.  또한, 인다트릴란 및 설트라린을 처리한 세포들 각각에 대하
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여 MDC 염색법을 수행한 결과, 설트라린을 처리한 세포에서 인다트릴린을 처리한 세포에서보다 약 1.5 배 이상

의 LC3 가 발현됨을 확인하였다.  즉, 설트라린의 자가식포에 대한 오토파지 유도에 대한 효과가 인다트릴린에

비하여 현저하게 우수함을 알 수 있다.

상기 약학적 조성물이 단백질 턴-오버 및 오토파지의 운동성을 촉발시키는지 여부를 조사하기 위하여 이용가능[0071]

한  다양한  방법들이  자가소화  작용퇴화(autophagic  degradation)를  발견하고,  오토파직  플럭스(autophagic

flux)를 모니터링하기 위하여 이용되었다.  먼저, 리소좀-의존 방식을 통하여 어느 정도의 오토파지 기질들이

분해되었는지를 살펴보는 방법으로 기본적인 시간에 따른 면역블롯팅 방법으로 LC3-Ⅱ 및 p62 레벨을 측정하였

다. LC3-Ⅱ 및 p62 는 오토파지 중에만 선택적으로 분해되기 때문에, 이들의 분해는 오토파지 플럭스를 평가하

기 위해 널리 이용된다.

도 1d를 참조하면, 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물인 설트라린을 처리한 경우(Sert), 24 시간동안[0072]

LC3-Ⅱ 및 p62 의 레벨이 급격하게 증가되어 48시간째 피크를 보이고, 이후 72시간에는 감소됨을 볼 수 있다.

이는 상기 LC3-Ⅱ 및 p62 단백질의 분해가 오토파지의 뒷 단계에서 일어남을 나타낸다.  반면, V-ATPase 억제제

인 바필로마이신 A(Baf)는 24 시간 내에 LC3-Ⅱ 및 p62 의 레벨을 증가시키고, 72시간의 후처리 시간동안 상기

두 종류의 단백질들이 높은 레벨로 유지되는 것을 관찰할 수 있다.  이는 상기 바필로마이신 A가 오토파지 플럭

스를 억제하기 때문이다.  따라서, 본 발명의 약학적 조성물이 오토파지를 유도하는 것을 확인할 수 있다.

또한, 다른 실시예에서, 리소좀 프로테아제 억제제인 E64D 의 존재 및 비존재 하에서 LC3-Ⅱ 레벨에 대한 상기[0073]

약학적 조성물인 설트라린의 효과를 조사하였다.  만일 상기 약학적 조성물의 처리가 결과적으로 LC3-Ⅱ의 정상

적인 플럭스 상태를 나타낸다면, 프로테아제 억제제만을 처리하는 경우보다 상기 약학적 조성물과 및 리소좀 프

로테아제 억제제를 함께 처리하는 경우 LC3-Ⅱ의 발현이 더 증가할 수 있다. 

도 1e를 참조하면, E64D와 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물을 함께 처리하는 경우(도 1e의 오른쪽[0074]

Sert)는 상기 약학적 조성물만을 처리하는 경우(도 1e의 왼쪽 Sert)와 비교하면, 상기 약학적 조성물과 E64D를

함께 처리하는 경우의 LC3-Ⅱ 레벨이 더욱 증가하므로, 이는 상기 약학적 조성물에 의한 오토파지 플럭스의 활

성을 나타내는 것이다.  반면, 바필로마이신 A(Baf)의 경우, E64D의 존재 여부와 관계없이 LC3-Ⅱ 발현 정도는

유사하다.  따라서, 본 발명의 약학적 조성물인 설트라린은 프로테아제 억제제와 함께 처리하는 경우 오토파지

플럭스의 활성을 더 증가시킴을 알 수 있다.

또한, mRFP-LC3 및 GFP-LC3 사이의 다른 pH 안정도에 기초하여 중성 오토파고좀으로부터 산성의 오토파고좀으로[0075]

의 변화를 시각화하기 위하여 mRFP/mCherry-GFP 로 더블 태깅된 LC3를 이용할 수 있다. mRFP의 형광은 로소좀

내에서도 상대적으로 안정화된 반면, GFP 형광은 산성 물질 내에서는 불안정하다.  따라서, 오토파지 플럭스는

오토파고좀에 의한 녹색 및 적색 형광이 국지 영역에서 감소하고 오토로소좀에 의한 적색 형광이 증가하는 것을

관찰함으로써 확인할 수 있다.  도 1f를 참조하면, 바필로마이신 A, 인다트랄린, 설트라린을 처리한 샘플들에

대하여 GFP, mRFP, 및 GFP와 mRFP를 모두 처리하였으며, 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물인 설트라린

을 처리한 경우에는 적색 형광(R value=0.517)을 증가시키나, 바필로마이신 A를 처리하는 경우에는 HUVEC 내의

노란색 형광(R value=0.943)을 축적시킬 수 있다.  그러므로, 본 발명의 약학적 조성물인 설트라린은 오토파지

를 크게 유도함을 알 수 있다.

일 실시예에서는, 리소좀의 역할 및 신뢰도를 조사하기 위한 분석 방법인 아크리딘 오렌지 염색을 이용하여 리[0076]

소좀 활동성을 조사하였다.  도 1g를 참조하면, 설트라린 처리는 아크리딘 오렌지의 밀도를 현저하게 증가시키

며, 이는 리소좀 활동성을 활성화함으로써 설트라린은 오토파지 플럭스를 유도하는 것을 나타낸다.  이러한 결

과들을 통하여 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물은 오토파지 플럭스를 활성화시킴이 증명되었다.

또한, 상기 약학적 조성물의 오토파지 유도를 수반하는 시그날링 경로를 특정하기 위하여, 정규 경로에 대한 효[0077]

과들을 조사하였다.  AMPK-mTOR 정규 경로는 불충분한 세포 에너지를 생성함으로써 활성화되어 오토파지가 유도

될 수 있다.  도 2a는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 HUVEC 내의 세포 ATP 레벨을 ATPlite 발광

분석 시스템(ATPlite luminescence assay system)으로 측정한 결과이다. 

도 2a를 참조하면, 0 내지 360 분 동안 상기 약학적 조성물을 처리하는 경우, 시간에 비례하여 세포내의 ATP 레[0078]

벨이 감소됨을 확인할 수 있다.  세포내의 AMP-ATP 비율의 증가는 AMPK 경로를 차례로 활성화시킨다.  각각 라

파마이신, 인다트랄린, 및 설트라린을 처리한 샘플들에서 p-AMPK/AMPK 의 비율을 측정한 결과, 라파마이신을 처

리한 샘플과 비교하여 인다트랄린 및 설트라린을 처리한 샘플들에서 상대적으로 높은 p-AMPK/AMPK 이 관찰됨을

확인할 수 있으며, 이는 AMPK 경로가 활성화됨을 나타낸다.
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도 2b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 mTOR/S6K 시그날링을 억제하는지 여부를 확인하기 위한[0079]

면역블롯팅 실험 결과이다.  도 2b를 참조하면, 상기 약학적 조성물은 AMPK 활성을 유도하여 mTOR 및 이의 다운

스트림인 S6K의 인산화 레벨을 감소시켜 시그날링을 억제하는 것을 확인할 수 있으며, 상세하게는, p-mTOR/mTOR

의 상대비율이 라파마이신이나 인다트랄린을 처리한 경우에 비해 설트라린을 처리한 경우 낮음을 통하여 확인할

수 있다.  그러나, 라파마이신을 처리한 경우는 AMPK의 인산화 레벨에 영향을 주지 아니하고, 직접적으로 mTOR

의 인산화를 억제하고 따라서 S6K의 인산화도 억제하는 것을 확인할 수 있다.  따라서, 상기 약학적 조성물의

효과는 라파마이신을 처리하는 경우와 구별되며, 상기 약학적 조성물은 AMPK의 확성을 유도하여 이의 다운스트

림인 mTOR 및 S6K의 시그날링을 억제할 수 있다.

도 2c는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물인 설트라린의 EGFP-LC3 반점에 대한 영향을 관찰한 이미지[0080]

들이다.  도 2c를 참조하면, 화합물 C의 처리는 라파마이신 유도 오토파지에 영향을 미치지 아니하는 크게 영향

을 미치지 아니하는 반면, 화합물 C와 설트라린을 함께 처리함으로써 세포기질 내의 EGFP-LC3 반점이 현저하게

감소함을 확인할 수 있다.  

도 2d는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물인 설트라린에 의한 오토파지 유도가 mTOR 상류의 시그날링[0081]

경로를 수반하는 것을 관찰한 결과 이미지 및 그래프들이다. 설트라린 유도 오토파지가 mTOR 상류의 시그날링

경로를 수반한다는 것을 조사하기 위하여, PI3K 억제제인 3-MA, PI3K/AKT 억제제인 워트마닌(wortmannin), 및

MEK/ERK 억제제인 PD98059를 포함하는 오토파지 억제제들이 설트라린 처리 1시간 전에 준비되었다.  도 2d를 참

조하면, 상기 EGFP-LC3 양성 반점은 각각의 오토파지 억제제의 존재에도 불구하고 세포기질 내에 잔존함을 알

수 있다.  이러한 결과는 설트라린 유도 오토파지는 PI3K/AKT 및 MEK/ERK 시그날링 경로를 조절하지 않는다는

것을 나타내는 것이다. 

최근, 오토파지 유도 및 리소좀의 생물속생설(biogenesis) 의 주요 조절자인 전사 인자 EB(TFEB)가 mTOR 시그날[0082]

링 경로와 커뮤니케이션 하는 것으로 알려졌다.  mTOR 가 활성화되어 V-ATPase/Regulator-Rag 단백질 콤플렉스

의 형성을 거쳐 리소좀의 표면에 위치를 나타낼 때, 상기 형성된 단백질 콤플렉스는 TFEB를 인산화시키고, TFEB

의 핵 전좌를 억제할 수 있으며, 타겟 염색체의 발현을 방지할 수 있다.  

도 2e는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 상기 단백질 콤플렉스로부터의 mTOR 분리로 인한 TFEB의[0083]

전좌를 동작시키는 것을 조사하기 위하여 강화된 녹색 형광 단백질(EGFP)-TFEB 플라스미드를 HUVEC에 감염시킴

으로써 직접적으로 TFEB의 핵 전좌를 관찰하였다.  도 2e를 참조하면, TFEB의 핵 전좌는 2 내지 24 시간 동안

상기 약학적 조성물을 처리하는 동안 감지되지 아니하였으나, TFEB 및 오토파지의 저분자(small molecule) 유도

제로 알려진 MSL은 HUVEC 내에서 TFEB 핵 전좌를 유도함을 알 수 있다.  그러므로, 본 발명의 일 실시예에 따른

약학적 조성물은 TFEB 의 인산화를 억제하고 핵 전좌를 가능하게 하므로 타겟 염색체의 발현을 활성화시킬 수

있다.

도 2f는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물을 처리한 샘플의 오토파지 유도를 살펴보기 위한 웨스턴 블[0084]

롯을 시행한 결과 이미지들이다.  실험을 위하여, 야생 타입 및 TFEB 를 없앤 헬라 세포(Hela cell)에 DMSO, 라

파마이신, 또는 상기 약학적 조성물인 설트라린을 도 2f에 기재된 각각의 농도로 처리하고, 셀 추출물들을 오토

파지를 살펴보기 위하여 웨스턴 블롯 분석을 수행하였다.  도 2f를 참조하면, 상기 약학적 조성물의 처리는

TFEB+/+ 및 TFEB-/- 헬라 세포들 모두에서 LC3-Ⅱ 변환을 유도하고 있다. 이는 상기 약학적 조성물이 TFEB에 독

립적인 방법으로 오토파지를 유도함을 나타낸다.

산화적 인산화반응을 거치는 ATP 생성에서 미토콘드리아가 중요한 역할을 하고, 상기 약학적 조성물이 PI3K/AKT[0085]

및 MEK/ERK 시그날링 경로와 독립적으로 오토파지를 활성화시키는 것과 같이, 미토콘드리아의 외부 멤브레인에

존재하는 채널인 전위의존성 음이온 채널-1(Voltage-dependent anion  channel-1,  이하 VDAC1  라고 지칭함)을

설트라린의 후보 타겟 물질로 선정하였다.  VDAC1은 ATP를 전달함으로써 세포 물질 대사에 중요한 역할을 하고

다른 소형 대사 물질들은 외부 미토콘드리아 멤브레인을 지나 TOR 활성과 연관됨이 알려졌다.  

최근, VDAC1의 저분자(small molecule) 길항제인 이트라코나졸은 AMPK/mTOR 시그날링 축을 제어함으로써 혈관생[0086]

성의 주요한 억제제로서 발견되었다. VDAC1 과 설트라린 사이의 직접적인 상호작용이 어떠한 것인지 확인하기

위하여, 약물 친화 반응적 타겟 안정도(DARTS) 분석이 적용되었다.  

도 3a는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 저분자(small molecule)와 결합함에 따른 단백질의 가수[0087]

분해 민감도 변화를 나타내는 결과이다.  상기 가수분해 민감도 변화는 DARTS법을 이용하여 관찰되며, 상기

DARTS법은 저분자 결합에 따른 단백질의 가수분해 민감도에서의 변화를 이용하는 타겟 인식 및 입증을 위한 무
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표지 검출법이다.  도 3a를 참조하면, VDAC1 및 β-액틴에 대하여 설트라린을 처리한 후 프로나아제를 첨가하는

경우, VDAC1는 증가된 안정성을 나타내지만, 설트라린과 결합 친화도를 갖지 아니하는 단백질인 β-액틴은 설트

라린 처리에 대해 단백질 가수분해 민감도가 변화하지 아니하므로, 프로나아제에 의하여 분해됨을 알 수 있다.

또한, 도 3b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물이 다른 저분자(small molecule)와 결합함에 따른 단[0088]

백질의 가수분해 민감도 변화를 나타내는 결과이다.  이 실험에서는, 항우울 활동과 관련있는 설트라린의 공지

된 타겟 단백질인 세로토닌 재흡수 전달(SRT) 단백질을 이용하여 DARTS 분석을 시행하였다.  상기 세로토닌 재

흡수 전달 단백질의 설트라린 유도 탈감작(desensitization)은 나노분자의 농도를 증명할 수 있다.  도 3b를 참

조하면, 나노분자 농도에서 설트라린은 VDAC1가 아닌 상기 세로토닌 재흡수 전달 단백질의 프로나아제에 대해

20분 이상 안정성을 증가시킨다.  그러므로, 본 발명의 약학적 조성물(설트라린)은 VDAC1 보다 상기 세로토닌

재흡수 전달(SRT) 단백질에 더 큰 결합 친화도를 가질 수 있다.

그럼에도 불구하고, 이는 설트라린이 세포내의 VDAC1에 직접 결합하는 것을 증명할 수 있다.  도 3c 내지 도 3e[0089]

는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 단백질 내의 결합 위치를 나타내는 이미지이다.  도 3c를 참조

하면, 설트라린의 ATP 및 DIDS는 가장 안정된 상태에서 α-헬릭스 및 β-시트 사이의 VDAC1와 결합할 수 있고,

결합 모티브를 설트라린과 VDAC1 포켓 사이의 고-친화성 상호작용으로 묘사하였다.  리간드들은 도시된 수소 결

합 표면상에 회색 막대로 표현하였고, 소수성 상호작용은 주황색으로, 정전적 상호작용은 보라색으로, 수소 결

합은 녹색 및 하늘색으로 표시하였다.  

도 3d 및 도 3e를 참조하면, VDAC1과 설트라린 사이의 수소 결합(H184, S196)과 소수성 상호작용(A17, V20)은[0090]

VDAC1 억제제인 ATP(d) 및 DIDS(e) 로서 VDAC1에 대하여 높은 결합력을 부여하는 것을 확인할 수 있다.  바람직

하게는, 상기 약학적 조성물은 상기 전위의존성 음이온 채널인 VDAC1의 ATP 결합 도메인과 결합할 수 있고, 상

기  ATP  결합  도메인의  아스파르트산(Aspartic  acid)  12,  알라닌(Alanine)  17,  발린(Valine)  20,  히스티딘

(Histidine) 184, 및 세린(Serine) 196 과 결합할 수 있다.  이와 같이, 상기 ATP 결합 도메인과 결합한 상기

약학적 조성물은 상기 ATP 결합 도메인을 억제함으로써 세포 내에서의 오토파지를 유도할 수 있다. 

도 3f 및 도 3g는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물에 의한 AMPK/mTOR/S6K 시그날링의 조절이 VDAC1와[0091]

의 직접 결합에 의해 시작되는지 실험한 결과이다.  이번 실험에서는 VDAC1 와일드-타입과 VDAC1-/- MEFs(Mouse

Embryonic  Fibroblasts)을 이용하여 수행하였고, 와일드-타입(WT MEFs)  및 VDAC1이 없는 MEFs(VDAC1-/-MEFs)

모두 라파마이신(Rapa)과 설트라린(Sert)를 처리하였다.  도 3f를 참조하면, 와일드-타입 MEFs에서 설트라린은

AMPK를 크게 활성화시켰으며, mTOR/S6K 인산화는 억제시킴을 알 수 있다.  반대로, VDAC1이 없는 MEFs에서는 라

파마이신은 VDAC1 발현과 관계없이 mTOR의 활성을 여전히 억제하지만 설트라린은 AMPK/mTOR/S6K 시그날링을 조

절하지 않는 것을 확인할 수 있다.  도 3g를 참조하면, 설트라린 처리시 와일드-타입의 MEFs에 비하여 VDAC이

없는 MEFs에서 EGFP-LC3의 반점이 현저하게 감소되었다. 

도 3h는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 VDAC1에 대한 활성 의존도를 나타내기 위한 결과이다.[0092]

도 3h를 참조하면, 세포들은 48 시간 동안 설트라린으로 처리되었고, 세포 확산 및 미토콘드리아 활성이 평가되

었다.  와일드-타입 MEFs 는 설트라린에 의하여 세포 확산이 지속적으로 억제되지만, VDAC1이 없는 MEFs에서는

10uM 정도로 설트라린을 많은 양으로 투여했을 때, 72시간 째에 50% 이상의 세포 확산이 지속됨을 확인할 수 있

다.  따라서, VDAC1은 AMPK/mTOR/S6K 시그날링 및 오토파지 유도 활성을 조절하기 위한 설트라린의 생물학적으

로 관련된 타겟 단백질일 수 있다.   

도 4a 및 도 4b는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 타우병증 치료효과에 대한 실험결과이다.  본[0093]

발명의 일 실시예 따른 약학적 조성물은 타우 단백질의 분해를 촉진하여 타우병증(taupathy)을 억제할 수 있으

며, 따라서, 퇴행성 뇌질환의 예방 또는 치료효과를 제공할 수 있다.  타우 단백질은 오토파지를 통해 분해되는

것으로 알려졌고, 타우 집합체의 생성은 알츠하이머의 초기 단계에서 특히 중요하기 때문에 타우 단백질을 기질

로서 이용하였다.

도 4a를 참조하면, 타우 및 길이를 줄인 타우(truncated tau)가 존재하는 샘플에 라파마이신 또는 설트라린을[0094]

처리하는 경우, 라파마이신 처리시 상기 타우 및 길이를 줄인 타우는 모두 감소함을 알 수 있다.  이러한 효과

는 mTOR에 의존하는 오토파지를 유도함으로써 타우 병증의 진행을 약화시키기 때문이다.  라파마이신 처리시와

유사하게, 설트라린을 처리하는 것도 타우 및 길이를 줄인 타우를 현저하게 감소시킬 수 있다.  세포내의 타우

올리고머화를 시각화하고 정량화하기 위하여, 생체 분자 형광 상보법(BiFC)과 함께 타우 셀 라인을 이용하였다.
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도 4b를 참조하면, 비너스 단백질의 아미노-말단 및 카르복실-말단 부분은 htau40에 독립적으로 융합되며, 정상[0095]

적인 컨디션 하에서는 기저 형광 신호로 조사된다(1번째 레인).  그러나, 타우 올리고머화의 결과로 발생하는

것과 동일한 오카다 산과 같은 타우 고-인산화의 화학적 유도가 발생하는 경우 형광 신호는 강하게 발생할 수

있으므로, 타우 단백질이 존재하는 샘플들은 노란색 형광 물질을 보인다(2번째 레인).  반면, 라파마이신 또는

설트라린으로 처리된 타우-BiFC 세포들은 DMSO로 처리된 세포들과 달리 타우 집합체가 현저히 적게 발견되었다

(3, 4번째 레인).  따라서, 본 발명의 약학적 조성물인 설트라린은 오토파지를 유도하여 단백질 독성 스트레스

가 발생되는 동안의 타우 단백질의 분해를 촉진할 수 있다.

임상 약물 라이브러리에서 표현형에 기초하는 스크리닝은 효과적일 수 있으나, 저분자 활성의 주요 메커니즘을[0096]

확립하기 위해 오토파지 관련 질병의 치료를 위한 저분자들의 번역은 중요하다. 본 발명의 일 실시예에 따른 약

학적 조성물인 설트라린은 항우울제로서 의약용도로 승인된 선택적 세로토닌 전달 억제제이다.  상기 설트라린

은 본 명세서를 통하여 오토파지 유도를 위한 주요 물질임이 밝혀졌다.  상세하게는, 설트라린의 나노몰 농도

수준은 DARTS 분석에서 세로토닌 재흡수 전달자와 결합하기는 충분하지만, 오토파지를 일으키지는 아니한다.  

도 5는 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 오토파지 유도 방식을 나타내는 것이다.  설트라린 유도의[0097]

오토파지가 수행되는 분자적 메커니즘을 알기 위하여, 설트라린의 새로운 타겟 단백질으로서 미토콘드리아 외벽

멤브레인 단백질인 VDAC1에 대한 연구를 진행하였다.  도 5과 함께 상술한 실험예 및 실시예를 참조하면, 본 발

명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물인 설트라린은 VDAC1와 결합하여, 세포내의 ATP 레벨을 감소시키고, AMPK

를 활성화하며, mTOR 를 억제함으로써, 오토파지를 유도할 수 있다.  또한, 다른 실시예에서는, 설트라린이 오

토파지를 유도함으로써 효과적으로 타우 독성 효과를 감소시킬 수 있다.   

또한, 화학적 변경없이 저분자들의 타겟 단백질들을 확인하기 위하여, 라벨 프리 방법론인 DARTS를 이용하였다.[0098]

DARTS 웨스턴 분석을 포함하는 시스템 타겟 확인, 인실리코 도킹 시뮬레이션 및 VDAC1를 제거한 세포들의 실험

에 의하여 VDAC1는 오토파지 유도 활성화를 위한 설트라린의 생물학적인 관련 타겟임을 알 수 있다.

이트라코나졸 및 DIDS와 같은 저분자 억제제들에 의한 VDAC1의 약학적 억제는 VDAC1과 미토콘드리아 물질 대사[0099]

사이의 표현형적인 연관 상태를 나타낼 수 있다.  또한, VDAC1의 억제는 Ca
2+
-조정되는 산화 스트레스 및 세포자

멸사(Apoptosis)를 방지할 수 있다.  본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물은 인다트랄린과 구조적으로 유

사하지만 상대적으로 높은 정도의 인산화를 진행하기 때문에, 인다트랄린 보다 VDAC1와 밀접하게 상호작용을 할

수 있다.  따라서, 상기 약학적 조성물은 HUVEC 및 SMC 에서의 오토파지 및 항증식성 활동에 있어서 인다트랄린

보다 나은 생물학적 활성을 제공할 수 있다. 

또한, 다른 실시예에서, 오토파지를 유도하기 위한 본 발명의 일 실시예에 따른 약학적 조성물의 주요 타겟으로[0100]

서 VDAC1를 확인하였으며, 이는 퇴행성 뇌질환의 예방 또는 치료에 활용될 수 있다.  세포자멸사와 독립적인 효

과와  함께  설트라린의  VDAC1를  조절하는  오토파지는  세포독성이  없는  오토파지  치료법에  적용될  수  있다.

또한, 상기 설트라린의 타겟 단백질로서 VDAC1의 확인은 오토파지 관련 질병들을 위한 새로운 치료 물질의 발전

을 촉진할 뿐만 아니라 오토파지 시그날링 및 오토파지 관련 질병들에서 VDAC1의 기능을 밝히기 위한 새로운 화

학적 조사를 제공할 수 있다. 

이상에서 설명한 본 발명은 전술한 실시예 및 첨부된 도면에 한정되지 않으며, 본 발명의 기술적 사상을 벗어나[0102]

지 않는 범위 내에서 여러가지 치환, 변형 및 변경이 가능하다는 것은, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의

지식을 가진 자에게 있어 명백할 것이다.
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