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특허청구의 범위

청구항 1 

하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, 

R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하나이고, R2는 할로겐

또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이며, X는

SO2 또는 CO 중 어느 하나임.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 1,3,4-옥사디아졸 유도체가 2-페닐-N-(페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)아세

트아미드,  N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-2-페닐아세트아미드,  N-((4-플루오로페

닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)벤즈아미드,  N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메

틸)벤젠설폰아미드  및  N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-1-페닐메탄설폰아미드인  것을

특징으로 하는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염.

청구항 3 

하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 신경줄기세포의 신

경세포로의 분화유도용 조성물:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, 

R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하나이고, R2는 할로겐

또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이며, X는

SO2 또는 CO 중 어느 하나임.

청구항 4 
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청구항 3에 있어서, 상기 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 1 내지 10 μM의 양으로 포함하는, 신경줄기

세포의 신경세포로의 분화유도용 조성물.

청구항 5 

청구항 3에 있어서, 상기 신경줄기세포가 배아 신경줄기세포, 성체 신경줄기세포, 배아생식 신경줄기세포 및 배

아종양 신경줄기세포로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는, 신경줄기세포의 신경세포로의 분화

유도용 조성물.

청구항 6 

청구항 3에 있어서, 상기 신경세포는 뉴런(neuron), 성상세포(astrocyte), 희돌기교세포(oligodendrocyte) 또

는 소교세포(microglia cell)인 것을 특징으로 하는, 신경줄기세포의 신경세포로의 분화유도용 조성물.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 유효성분으로 포함하는, 신경세포손상 질환

치료 또는 예방용 약학조성물:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, 

R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하나이고, R2는 할로겐

또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이며, X는

SO2 또는 CO 중 어느 하나임.

청구항 9 

청구항 8에  있어서,  상기  신경세포손상 질환은 파킨슨씨병,  알츠하이머,  피크병(Pick's  disease),  헌팅톤병

(Huntington's disease), 근위축성 측면 경화증(amyotriophic lateral sclerosis), 허혈성 뇌질환(stroke), 탈

수초질환(demyelinating disease) 및 척추 손상(spinal cord injury)으로 이루어진 군에서 선택되는 신경세포

손상 질환 치료 또는 예방용 약학조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 신경줄기세포 분화조절제용 신규 옥사디아졸 유도체 및 이의 의학적 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

뇌졸중(stroke),  알츠하이머병,  파킨슨병,  탈수초질환(demyelinating  disease),  척추  손상(spinal  cord[0002]

injury) 등은 신경 세포 손상에 의해 신경기능에 이상이 생기는 질환으로, 상기 질환들로 인해 손상된 신경세포
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는 재생되지 않아 치료가 어렵고 대증요법으로 약물 또는 외과적 수술이 이루어지나 이러한 치료법은 일시적이

거나 정상적인 세포에도 손상을 입혀 문제점으로 지적되고 있다.

이에 최근에는 질환에 의해 파괴되거나 손상된 세포를 외부로부터 공급해 주는 세포 치료제가 효과적인 것으로[0003]

제시되고 있다.  이러한 세포 치료제로는 신경줄기세포(Neural stem cells: NSCs)가 각광을 받고 있다.

신경줄기세포는 신경계에 존재하는 전구세포(progenitor cell)의　서브타입으로, 성상세포(astrocytes), 희돌기[0004]

교세포(oligodendrocytes), 뉴런(neurons)으로 분화할 수 있는 능력을 가지고 있다.  중추신경계(CNS)와 말초신

경계(PNS)에서 분리하여 다세포성 뉴로스피어(Multicellular neurospheres)를 만들 수 있고 이 세포가 각각의

조건에서 글리아(glia) 계통과 신경 계통으로 분화하게 된다(Sally Temple et al. 2001).  

뇌신경계 조직을 다른 조직과는 달리 면역거부반응이 거의 없기 때문에, 신경줄기세포를 이식하였을 때 이식된[0005]

세포의 장기간 생존을 기대할 수 있고, 따라서 신경세포 손상에 의해 유발되는 다양한 신경 질환에 대한 세포

치료제로서도 많은 연구가 이루어지고 있다.  

그러나, 세포 치료제로서의 신경줄기세포의 유용성을 높이기 위해서는 신경줄기세포를 효율적으로 특정 세포로[0006]

분화시키는 기술이 필요하다.  

이에, 본 발명자들은 신규한 옥사디아졸 유도체가 신경줄기세포를 특정세포 즉, 성상세포로 분화시키는 신경줄[0007]

기세포 분화조절제인 것을 밝혀냄으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 신경줄기세포 분화조절 활성을 갖는 신규 옥사디아졸 유도체 및 이의 제조방법을 제공하는 데[0008]

에 있다.

또한, 본 발명의 다른 목적은 상기 옥사디아졸 유도체를 포함하는 신경줄기세포의 신경세포로의 분화유도용 조[0009]

성물을 제공하는 데에 있다.

또한, 본 발명의 또다른 목적은 상기 조성물을 신경줄기세포와 함께 배양하는 단계를 포함하는, 신경줄기세포를[0010]

신경세포로 분화시키는 방법을 제공하는 데에 있다.

또한, 본 발명의 또다른 목적은 상기 옥사디아졸 유도체를 포함하는 신경세포손상 질환 치료 또는 예방용 약학[0011]

조성물을 제공하는 데에 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을[0012]

제공한다:

[화학식 1][0013]

[0014]

상기 화학식 1에서, R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하[0015]

나이고, R2는 할로겐 또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중

어느 하나이며, X는 SO2 또는 CO 중 어느 하나일 수 있다.

또한, 본 발명은 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 포함하는 신경줄기세포의 신경[0016]
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세포로의 분화유도용 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 조성물을 신경줄기세포와 함께 배양하는 단계를 포함하는, 신경줄기세포를 신경세포로 분[0017]

화시키는 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 포함하는 신경세포손상 질환 치[0018]

료 또는 예방용 약학조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체를 이용하여 신경줄기세포를 신경세포 특히 성상세포로 분화시킬 수 있[0019]

으므로, 상기 유도체를 포함한 조성물은 뇌졸중, 알츠하이머병, 파킨슨병 또는 척수 손상 질환 등을 포함하는

신경세포손상 질환의 치료 또는 예방에 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체에 의한 신경줄기세포의 성상세포로의 유도를 관찰한 것으로,[0020]

(A)는 성상세포 마커인 GFAP 양성 세포를 분석한 것이고, (B)는 GFAP의 면역형광 이미지를 나타낸 것이다.

도 2는 본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체에 의한 신경줄기세포에서의 GFAP mRNA 발현 증가를 관찰한 것

으로, (A) 및 (B)는 각각 GFAP 및 βⅢ 튜블린을 이용한 반정량 RT-PCR 분석 결과이고, (C)는 GFAP 및 βⅢ 튜

블린 유전자 발현에 대한 실시간 PCR 분석 결과를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

 본 발명에 기재된 용어, 기술 등은 특별한 한정이 없는 한, 본 발명이 속하는 기술 분야에서 일반적으로 사용[0021]

되는 의미로 사용된다.  또한, 본 명세서에 언급된 문헌들은 모두 본 발명을 설명하기 위한 문헌으로 본 명세서

에 포함된다.

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0022]

본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 제공한다:[0023]

[화학식 1][0024]

[0025]

상기 화학식 1에서, R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하[0026]

나이고, 바람직하게는 수소 또는 할로겐 중 어느 하나이며; R2는 할로겐 또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나

치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이고, 바람직하게는 벤질 또는 페닐 중 어느 하나

이며; X는 SO2 또는 CO 중 어느 하나일 수 있다.  

본 발명에 따른 화학식 1의 바람직한 화합물로는 2-페닐-N-(페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)아세트아[0027]

미드(7),  N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-2-페닐아세트아미드(8),  N-((4-플루오로페

닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)벤즈아미드(9), N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메

틸)벤젠설폰아미드(10),  N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-1-페닐메탄설폰아미드(11)

등을 들 수 있다.

본 발명에 따른 화학식 1의 1,3,4-옥사디아졸 유도체들은 페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(5) 또는[0028]

(4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(6)과  적절한  설포닐  클로라이드  또는  카르복실산의
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커플링 반응을 통해 제조될 수 있다.  

이때, 1,3,4-옥사디아졸-코어를 갖는 메탄아민은 하기 반응식 1로 표시되는 합성경로에 따라 제조될 수 있다.[0029]

즉, 최종적인 아민 커플링을 위한 아민기는 물-다이옥산 용매 중 Boc2O 및 NaHCO3에 의해 형성된 Boc기로 보호한

다.  그후, 카르복실산의 활성화를 위한 카르보닐 디이미다졸(CDI)과 탈수를 위한 CBr4 및 PPh3을 이용하여 Boc-

보호된 아미노산(1,2) 및 벤조히드라지드로부터 2,5-이치환된 1,3,4-옥사디아졸(3,4)을 한단계(one-pot)로 합성

한다.  그후,  N-Boc기는 트리플루오로아세트산(trifluoroacetic  acid:  TFA)에 의해 탈보호되어 페닐(5-페닐-

1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(5)  또는  (4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(6)을  합성

한다.

[반응식 1][0030]

[0031]

그리고, 앞서 준비된 1,3,4-옥사디아졸-코어를 갖는 설폰아미드 및 아미드의 합성은 하기 반응식 2에 표시되는[0032]

합성경로에 따라 제조될 수 있다.  즉, Et3N을 이용하여 중간화합물 5 또는 6에 적절한 설포닐 클로라이드를 커

플링시켜 관련 설폰아미드(10, 11)를 제조하며, 적절한 카르복실산의 1-에틸-3-(3-다이메틸아미노프로필)카보디

이미드 염산염(EDCI) 커플링을 통해 관련 아미드(7 내지 9)를 제조할 수 있다.

[반응식 2][0033]

[0034]

본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체는 공지의 방법에 의해 상응하는 염으로 제조할 수 있다.  이러한 염은[0035]

독성이 없는 수용성의 것이 바람직하다.  바람직한 염으로는 칼륨, 나트륨 등 등과 같은 알칼리 금속의 염; 칼

슘, 마그네슘 등과 같은 알칼리토류 금속의 염; 그리고 테트라메틸 암모늄, 트리에틸아민, 메틸아민, 디메틸아

민, 시클로펜틸아민, 벤질아민, 페네틸아민, 피페리딘, 모노에탄올아민, 디에탄올아민, 트리스(히드록시메틸)아

민, 라이신, 아르기닌, N-메틸-D-글루카민 등과 같은 약학적으로 허용 가능한 아민의 염을 들 수 있다.

본 발명에 사용되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체는 공지의 방법에 의해 상응하는 산 부가염으로 제조할 수 있다.[0036]

이러한 산 부가염은 독성이 없는 수용성인 것이 바람직하다.  바람직한 산 부가염으로는 염산염, 브롬화수소산

염, 요오드화수소산염, 황산염, 인산염 및 질산염과 같은 무기산염, 또는 아세트산염, 젖산염, 주석산염, 옥살

산염, 푸마르산염, 말레인산염, 구연산염, 벤조산염, 메탄술폰산염, 에탄술폰산염, 벤젠술폰산염, 톨루엔술폰산

염, 이세티온산염, 글루쿠론산염 및 글루콘산염과 같은 유기산염을 들 수 있다.

본 발명의 사용되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염은 공지의 방법에 의해 수화물로 제조할 수 있다.[0037]

도 1에 도시된 바와 같이, 본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 처리한 실험군은 어떠한 화[0038]

합물 처리도 하지 않은 대조군에 비해 유의성 있게 신경줄기세포를 성상세포로 분화 유도하며, 특히 설폰아미드

기를 갖는 화합물보다 아미드기를 갖는 화합물에서 보다 탁월한 분화 활성을 나타낼 수 있다.  따라서, 본 발명

에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염은 신경줄기세포를 신경세포, 특히 성상세포로 분화를 촉진함으

로써 신경세포들 간의 균형을 맞추어 신경세포손상 질환의 치료 또는 예방에 유용하게 사용될 수 있다.

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 유효성분으로 포함하는,[0039]
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신경줄기세포의 신경세포로의 분화유도용 조성물을 제공한다:

[화학식 1][0040]

[0041]

상기 화학식 1에서, [0042]

R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하나이고, R2는 할로겐[0043]

또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이며, X는

SO2 또는 CO 중 어느 하나일 수 있다.

특히, 본 발명에 따른 조성물은 상기 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 1 내지 10 μM의 양으로 포함하[0044]

는 것이 바람직하다.

본 발명에 의해 분화될 수 있는 신경줄기세포는 특정한 신경계 세포를 만들어내는 신경전구세포의 단계를 거쳐[0045]

서 신경세포로 분화하게 된다.  따라서, 미분화 상태이면서, 무한정 증식 및 신경세포로의 분화기능을 갖는 세

포라면 특별히 제한되지는 않는다.  예를 들어, 배아 신경줄기세포, 성체 신경줄기세포, 배아생식 신경줄기세포

및 배아종양 신경줄기세포 등으로부터 선택될 수 있다.  

상기  신경줄기세포로부터  분화된  신경세포는  뉴런(neuron),  성상세포(astrocyte),  희돌기교세포[0046]

(oligodendrocyte) 또는 소교세포(microglia cell)일 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 조성물을 신경줄기세포와 함께 배양하는 단계를 포함하는, 신경줄기세포를 신경세포로 분[0047]

화시키는 방법을 제공한다.

상기 배양은 DMEM(Dulbecco's modified Eagle's medium, Hyclone)/F12 배지와 같은 세포배양용 배지에서 수행[0048]

될 수 있으며, 배양배지에는 B27, 섬유아세포성장인자(fibroblast-derived growth factor, FGF), 상피세포 성

장인자(epidermal growth factor, EGF) 등과 같은 성장인자 등이 추가로 첨가될 수 있다.  배양기간은 3 내지

10일이 바람직하다.

또한, 본 발명은 하기 화학식 1로 표시되는 1,3,4-옥사디아졸 유도체 또는 그의 염을 유효성분으로 포함하는,[0049]

신경세포손상 질환 치료 또는 예방용 약학조성물을 제공한다:

[화학식 1][0050]

[0051]

상기 화학식 1에서, [0052]

R1은 수소, 히드록시기, 할로겐, C1 내지 C6의 알킬 또는 C1 내지 C6의 알콕시 중 어느 하나이고, R2는 할로겐[0053]

또는 C1 내지 C4의 알킬로 치환되거나 치환되지 않은 벤질, 페닐, 나프틸 또는 안트릴 중 어느 하나이며, X는
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SO2 또는 CO 중 어느 하나일 수 있다.

상기  신경세포손상  질환으로는  파킨슨씨병,  알츠하이머,  피크병(Pick's  disease),  헌팅톤병(Huntington's[0054]

disease),  근위축성  측면  경화증(amyotriophic  lateral  sclerosis),  허혈성  뇌질환(stroke),  탈수초질환

(demyelinating disease) 및 척추 손상(spinal cord injury)으로 이루어진 군에서 선택될 수 있다.

보다 상세하게는, 상기 신경세포를 치료학적으로 유효한 양으로 신경세포손상 질환의 치료가 필요한 대상의 손[0055]

상부위에 투여할 경우, 주변 중추신경계 또는 말초신경계의 신경전구세포 또는 신경줄기세포를 신경세포로 분화

시켜 손상된 신경 기능을 회복시키고 신경 손상 질환을 치료할 수 있다.  이때 상기 대상은 인간을 포함하는 포

유동물일 수 있다.

본 발명의 약학조성물은 유효 성분 이외에 약학적으로 허용되는 첨가제를 추가로 포함할 수 있다.[0056]

본 발명의 약학 조성물은 약학 분야에서 통상의 방법에 따라 환자의 신체 내 투여에 적합한 단위 투여형의 제제[0057]

로 제형화될 수 있다.  이러한 목적에 적합한 제형으로는 비경구투여 제제로서 주사제 또는 구소 투여용 제제

등이 바람직하다.  이때, 일반적으로 사용되는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석

제 또는 부형제를 함께 사용할 수 있다.

그리고, 신경세포의 1회 투여량은 1 x 10
5
 세포/kg(체중), 바람직하게는 1회 또는 수회로 나누어 투여할 수 있[0058]

다.  그러나, 유효 성분의 실제 투여량은 분화 및 증식하고자 하는 신경세포의 양, 투여경로, 환자의 체중, 연

령 및 성별 등 여러 관련 인자를 고려하여 결정할 수 있으며, 따라서, 상기 투여량은 어떠한 형태로든 본 발명

의 범위를 한정하는 것은 아니다.

이하, 본 발명을 하기 실시예에 의해 상세히 설명한다.  단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발[0059]

명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

<제조예 1> 2-(터트-부톡시카르보닐아미노)-2-페닐아세트산(1) 합성[0060]

화합물 1은 문헌에서 알려진 방법(J. Labelled Comp. Radiopharm. 2004, 47, 599-608)에 따라 합성하였다.[0061]

<제조예 2> 2-(터트-부톡시카르보닐아미노)-2-(4-플루오로페닐)아세트산(2) 합성[0062]

2-아미노-2-(4-플루오로페닐)아세트산(1g, 5.73 mmol)을 물과 다이옥산의 용액(1:1, 140 mL)에 용해시킨 후, 중[0063]

탄산나트륨(8.2 g, 97.4 mmol)을 천천히 첨가하였으며, 그후 디-터트-부틸디카르보네이트(2.7g,12.0mmol)를 첨

가하였다.  상기 반응혼합물을 밤새도록 교반한 후, 물로 희석하고 에틸에테르(X3)로 추출하였다.  얻어진 수층

을 EtOAc에 용해된 구연산 용액(20 mL)을 이용하여 pH 3.4로 조정하였으며, 유기층을 분리하였다.  상기 유기층

을 물(X2)로 세정하였고, 무수 MgSO4로 건조하였으며, 감압 하에서 여과하고 농축하였다.  이렇게 얻어진 비정

제 산물을 추가적인 정제없이 다음 단계에서 사용되었다. 

<제조예 3> 터트-부틸페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸카바메이트(3) 합성[0064]

화합물 3은 문헌에서 알려진 방법(Tetrahedron Lett. 2006, 47, 4827-4830)에 따라 합성하였다.[0065]

<제조예 4> 터트-부틸(4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸카바메이트(4) 합성[0066]

0℃에서 CH2Cl2(36mL)에 용해시킨 화합물 2의 용액(1.06g,  3.94mmol)에 CDI(670mg,  4.31mmol)를 첨가하였다.[0067]

40분 동안 교반한 후, 벤조일히드라지드(547mg, 3.94mmol)를 첨가하였다.  0℃에서 50분 동안 커플링 반응을 수

행한 후, CBr4(2.64g, 7.87mmol) 및 PPh3(2.08mg, 7.87mmol)을 첨가하였다.  상기 반응혼합물을 0℃에서 2시간

동안 유지시킨 후, 용매를 증발시키고 비정제 잔류물을 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-

헥산:CH2Cl2=1:4:1)를 통해 정제하여 화합물 4(793mg, 55%)를 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,300MHz)  δ  7.93(dd,2H,J=7.6,1.4Hz),  7.43(m,3H),  7.33(m,2H),  7.00(t,2H,J=8.6Hz),[0068]

5.69(s,1H), 5.23(s,1H);

HRMS (FAB) Calcd for C20H21FN3O3(M+H
+
): 370.1567, Found:370.1571.[0069]
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<제조예 5> 페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(5) 합성[0070]

아르곤 분위기 하 실온에서 건조 CH2Cl2(7.0mL)에 용해시킨 화합물 3의 용액(533mg, 1.517mmol)에 TFA(0.93mL,[0071]

12.1mmol)을 첨가하였다.  TLC로 4시간 동안 반응 완료를 모니터링 한 후, 반응혼합물을 물(7.0mL)로 퀀싱시켰

고, CH2Cl2로 추출하였으며, 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였다.  유기층은 MgSO4로 건조하고 여과하

며 농축하였다.  비정제 잔류물은 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산=1:1)를 통해 정제

하여 화합물 5(348mg, 91%)를 제조하였다:

1
H-NMR (CDCl3,300MHz) δ 7.93(dd,2H,J=7.7,1.4Hz), 7.33(m,9H), 5.41(s,1H).[0072]

<제조예 6> (4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메탄아민(6) 합성[0073]

아르곤  분위기  하  실온에서  건조  CH2Cl2(12mL)에  용해시킨  화합물  4의  용액(790mg,  2.14mmol)에[0074]

TFA(1.32mL,17.1mmol)을 첨가하였다.  TLC로 12시간 동안 반응 완료를 모니터링 한 후, 반응혼합물을 물로 퀀싱

시켰고, CH2Cl2로 추출하였으며, 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였다.  유기층은 MgSO4로 건조하고 여

과하며 농축하였다.  이렇게 얻어진 비정제 산물을 추가적인 정제없이 다음 단계에서 사용되었다. 

<실시예 1> 2-페닐-N-(페닐(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)아세트아미드(7) 합성[0075]

실온에서 건조 CH2Cl2(0.1M) 및 페닐아세트산(1.2 당량)에 용해시킨 화합물 5 용액(1.0 당량)에 4-디메틸아미노[0076]

피리딘(DMAP)(1.5 당량) 및 EDCI(1.2 당량)을 첨가하였다.  TLC를 통한 모니터링에 의해 반응 완료를 확인할 때

까지(2시간 내지 밤새도록) 상기 반응혼합물을 실온에서 교반한 후, 수용성 2N-HCl 용액으로 퀀칭시키고 EtOAc

로 추출하였다.  얻어진 유기층을 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였고 무수 MgSO4로 건조하였으며 감

압 하에서 여과하고 농축하였다.  비정제 잔류물은 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산

=1:4)를 통해 정제하여 화합물 7(18mg, 56%)을 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,500MHz)  δ  7.93(d,2H,J=7.2Hz),  7.46(m,3H),  7.31(m,10H),  6.63(d,1H,J=7.8Hz),[0077]

6.46(d,1H,J=8.0Hz), 3.66(s,2H);

13
C-NMR (CDCl3,125MHz) δ 170.6, 165.8, 165.5, 136.8, 134.5, 132.3, 129.8, 129.8, 129.5, 129.5, 129.4,[0078]

129.4, 129.4, 129.4, 129.3, 127.9, 127.6, 127.6, 127.3, 127.3, 123.8, 50.5, 43.8;

HRMS (FAB) Calcd for C23H20N3O2(M+H
+
): 370.1556, Found: 370.1545.[0079]

<실시예 2> N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-2-페닐아세트아미드(8) 합성[0080]

실온에서 건조 CH2Cl2(0.1M) 및 페닐아세트산(1.2 당량)에 용해시킨 화합물 6 용액(1.0 당량)에 DMAP(1.5 당량)[0081]

및 EDCI(1.2 당량)을 첨가하였다.  TLC를 통한 모니터링에 의해 반응 완료를 확인할 때까지(2시간 내지 밤새도

록) 상기 반응혼합물을 실온에서 교반한 후, 수용성 2N-HCl 용액으로 퀀칭시키고 EtOAc로 추출하였다.  얻어진

유기층을 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였고 무수 MgSO4로 건조하였으며 감압 하에서 여과하고 농축

하였다.  비정제 잔류물은 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산=1:3 내지 1:2)를 통해 정

제하여 화합물 8(43mg, 100%)을 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,300MHz)  δ  7.93(dd,2H,J=8.0,1.4Hz),  7.45(m,3H),  7.28(m,7H),  7.01(t,2H,J=8.5Hz),[0082]

6.65(d,1H,J=7.5Hz), 6.43(d,1H,J=7.5Hz), 3.65(s,2H);

HRMS (FAB) Calcd for C23H19O3S(M+H
+
): 388.1461, Found: 388.1457.[0083]

<실시예 3> N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)벤즈아미드(9) 합성[0084]

실온에서 건조 CH2Cl2(0.1M)  및 벤조산(1.2 당량)에 용해시킨 화합물 6 용액(1.0 당량)에 DMAP(1.5  당량) 및[0085]

EDCI(1.2 당량)을 첨가하였다.  TLC를 통한 모니터링에 의해 반응 완료를 확인할 때까지(2시간 내지 밤새도록)
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상기 반응혼합물을 실온에서 교반한 후, 수용성 2N-HCl 용액으로 퀀칭시키고 EtOAc로 추출하였다.  얻어진 유기

층을 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였고 무수 MgSO4로 건조하였으며 감압 하에서 여과하고 농축하였

다.  비정제 잔류물은 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산=1:3)를 통해 정제하여 화합물

9(40mg, 98%)를 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,300MHz)  δ  7.94(dd,2H,J=8.3,1.4Hz),  7.80(dd,2H,J=8.6,1.4Hz),  7.43(m,9H),[0086]

7.02(t,2H,J=8.6Hz), 6.60(d,1H,J=7.5Hz);

HRMS (FAB) Calcd for C22H17O3S(M+H
+
): 374.1305, Found: 374.1299.[0087]

<실시예 4> N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)벤젠설폰아미드(10) 합성[0088]

실온에서 건조 CH2Cl2(0.05M) 및 트리에틸아민(1.7 당량)에 용해시킨 화합물 6 용액(1.0 당량)에 0℃에서 건조[0089]

CH2Cl2(0.1M)에 용해시킨 페닐설포닐 클로라이드(1.0 당량)를 첨가하였다.  TLC를 통한 모니터링에 의해 반응 완

료를 확인할 때까지 상기 반응혼합물을 0℃에서 교반한 후, 수용성 2N-HCl 용액으로 퀀칭시키고 EtOAc로 추출하

였다.  얻어진 유기층을 포화 NaHCO3 수용액 및 브라인으로 세정하였고 무수 MgSO4로 건조하였으며 감압 하에서

여과하고 농축하였다.  비정제 잔류물은 실리카겔 상에서 플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산=1:3)를 통

해 정제하여 연한 노란색의 화합물 10(13mg, 29%)을 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,300MHz)  δ  7.80(dd,2H,J=8.4,1.6Hz),  7.68(dd,2H,J=8.4,1.6Hz),  7.44(m,3H),  7.28(m,5H),[0090]

6.92(t,2H,J=8.6Hz), 5.84(s,1H);

HRMS (FAB) Calcd for C21H17O3S(M+H
+
): 410.0975, Found: 410.0977.[0091]

<실시예 5> N-((4-플루오로페닐)(5-페닐-1,3,4-옥사디아졸-2-일)메틸)-1-페닐메탄설폰아미드(11) 합성[0092]

실온에서 건조 CH2Cl2(0.05M) 및 트리에틸아민(1.7 당량)에 용해시킨 화합물 6 용액(1.0 당량)에 0℃에서 건조[0093]

CH2Cl2(0.1M)에 용해시킨 페닐메탄설포닐 클로라이드(1.0 당량)를 첨가하였다.  TLC를 통한 모니터링에 의해 반

응 완료를 확인할 때까지 상기 반응혼합물을 0℃에서 교반한 후, 수용성 2N-HCl 용액으로 퀀칭시키고 EtOAc로

추출하였다.  얻어진 유기층을 포화 NaHCO3  수용액 및 브라인으로 세정하였고 무수 MgSO4로 건조하였으며 감압

하에서  여과하고  농축하였다.   비정제  잔류물은  실리카겔  상에서  플래쉬 컬럼 크로마토그래피(EtOAc:n-헥산

=1:3)를 통해 정제하여 연한 노란색의 화합물 11(12mg, 33%)을 제조하였다:

1
H-NMR  (CDCl3,300MHz)  δ  7.89(dd,2H,J=8.4,1.6Hz),  7.45(m,3H),  7.30(m,5H),  7.17(m,5H),  5.73(s,1H),[0094]

4.21(q,2H,J=28.0,13.7Hz);

HRMS (FAB) Calcd for C22H19O3S(M+H
+
): 424.1131, Found: 424.1135.[0095]

<실험예 1> NSC 세포 배양[0096]

E14의  랫트(Sprague-Dawley  rats)  배의  피질로부터  NSC를  배양하였다.   NSC(200,000/ml)는  2%[0097]

B27(Invitrogen),  20  ng/ml  EGF(Chemicon,  CA),  및 20  ng/ml  FGF-2(Chemicon,  CA)로 보강된 DMEM/F12  배지

(Gibco, Carlsbad, CA)에서 7일 동안 뉴로스피어(neurosphere)로 성장시켰다.  이때, 상기 배지는 이틀에 한번

교체하였다.   분화를  위하여,  37℃에서  10분  동안  뉴로스피어를  accutase를  포함한  단세포  현탁액에

분산시키고, 0.01% 폴리-L-라이신 및 10 μg/ml 라미닌(Sigma-Aldrich, MO) 상에 분주하였다.  이때, 분주 시

어떠한 성장인자도 포함되지 않지만, 2% B27로 보강되었다.  SMXs 또는 DMSO로 처리된 세포는 5% CO2 배양기에

서 배양되었으며, 그후 4일 동안 세포 분화를 판단하였다.

<실험예 2> 면역세포화학 분석[0098]

면역세포화학 분석을 위하여, 세포 배양물을 4% 파라포름알데히드에서 30분 동안 고정시키고 인산 완충액(PBS)[0099]
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으로 세정하였다.  고정된 세포를 5% 정상 염소 혈청 및 PBS에 용해된 0.2% 트리톤 X-100으로 브로킹하였으며,

β-튜블린 III  (TuJ1)(모노클로날;  1:1,000;  Sigma-Aldrich,  MO),  신경교섬유질산성단백질(glial  fibrillary

acidic protein, GFAP) (폴리클로날; 1:1,000; Dako, Carpinteria, CA)에 대한 제1항체와 배양하였다.  PBS로

세정한 후, Cy3 (1:1000, Molecular Probes, CA)에 접합된 제2항체와 30분 동안 배양하였다.  핵 염색으로 제2

항체 배양 완료 후, 4,6-디아미디노-2-페닐인돌(DAPI) (1:10,000 in PBS)을 5분 동안 첨가하였다.   역상 형광

현미경(DMIL; Leica, Wetzlar)을 이용하여 이미지를 얻었다.  

그 결과, 도 1에 도시된 바와 같이 실시예에서 합성된 1,3,4-옥사디아졸 유도체들은 이러한 화합물을 처리하지[0100]

않은 대조군에 비해 신경줄기세포로부터 성상세포로의 분화를 유의성 있게 촉진하는 것으로 확인되었다.  특히,

설폰아미드기를 갖는 화합물 10보다 아미드기를 갖는 화합물 7 내지 화합물 9가 보다 탁월한 성상세포로의 분화

활성을 나타냄을 알 수 있었다.

<실험예 3> 실시간 및 반정량 PCR 분석[0101]

TRIzol 시약(Invitrogen, MD)을 이용하여 총 RNA를 추출하였다.  올리고(dT) 프라이머 및 RevertAid 역전사효[0102]

소(Fermentas)를 이용하여 20 μl 반응물 중 2 μg의 총 RNA로부터 첫가닥 cDNA를 합성하였다.  β-tubulin

III 및 GFAP에 대한 실시간 PCR 실험을 위해 SYBR Green master mix(Bio-Rad)를 이용하여 각 유전자에 대해 설

계된 특정한 프라이머 세트로 수행하였다.  이때, 다음의 프라이머 세트를 사용하였다:

β-tubulin  III,  agccctctacgacatctgct(forward,  서열번호 1)  및  attgagctgaccagggaatc(reverse,  서열번호[0103]

2);

GFAP, agcggctctgagagagattc(forward, 서열번호 3) 및 agcaacgtctgtgaggtctg(reverse, 서열번호 4);[0104]

GAPDH, agttcaacggcacagtcaag(forward, 서열번호 5) 및 gtggtgaagacgccagtaga(reverse, 서열번호 6).[0105]

하우스키핑 유전자인 GAPDH는 내부 대조군으로 사용되었다.  상대적인 mRNA 발현의 fold change는 2
-ΔΔCT 

방법[0106]

(Methods 2001, 25, 402)을 이용하여 측정하였다.  

반정량 PCR을 위하여, DNA를 94℃에서 5분 동안 최초 배양한 후, 94℃에서 0.5분, 55℃-58℃에서 0.5분, 72℃에[0107]

서 0.5분의 26회 주기 배양, 및 72℃에서 10분 동안 연장함으로써 증폭시켰다.  이렇게 얻어진 PCR 산물은 1.5%

아가로스겔 상에서 전기영동하여 분리하고 에티듐 브로마이드 염색을 통해 시각화하였다.

그 결과, 도 2에 도시된 바와 같이 실시예에서 합성된 1,3,4-옥사디아졸 유도체들은 모두 β-튜블린 III 발현에[0108]

영향을 미치지 않으면서 성상세포 마커인 GFAP mRNA 발현을 유도하였으며, 실시간 PCR을 통해 화합물 7에 의해

GFAP의 유의성 있는 분화 유도를 확인할 수 있었다.  

따라서, 이러한 결과로부터 본 발명에 따른 1,3,4-옥사디아졸 유도체들은 신경줄기세포에서 성상세포 분화를 촉[0109]

진하는 것을 알 수 있었다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0110]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다.  따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.  
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서열목록 전자파일 첨부
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