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Abstract — Soluble epoxide hydrolase (sEH) is a metabolic regulator of epoxyeicosatrienoic acids (EETs). EETs have many

beneficial effects, vasodilation, anti-diabetes, anti-inflammation, cardiovascular protection, renal protection. Therefore, selec-

tive sEH inhibitors have a potential for treating these diseases. In the present study, screening methods for sEH inhibitors

using PHOME ((3-phenyl-oxiranyl)-acetic acid cyano-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-methyl ester) and 14-15-EET as sub-

strates were established. To determine selectivity, microsomal epoxide hydrolase (mEH) inhibition assay was also devel-

oped using styrene oxide as a substrate of microsomal epoxide hydrolase. Our results obtained from 12-

[[(tricyclo[3.3.1.13,7]dec-1-ylamino)carbonyl]amino]-dodecanoic acid (AUDA) used as a positive sEH inhibitor and val-

promide used as a positive mEH inhibitor showed that these methods are useful for discovery of drug candidates.

Keywords □ soluble epoxide hydrolase, 14,15-epoxyeicosatrienoic acid, cardiovascular disease, soluble epoxide hydrolase

inhibitor, microsomal epoxide hydrolase

심혈관계 질환은 심장질환과 뇌혈관을 포함한 기타 혈관질환

을 모두 일컫는 매우 광범한 질환이다. 심장질환의 종류에는 동

맥경화 진행에 의한 허혈성 심장질환(심근경색, 협심증 등)을 대

표로 하여 고혈압, 심부전, 부정맥, 심근증, 심내막염 등이 있으

며 혈관질환에는 뇌졸중(중풍)과 말초혈관질환 등이 있다. 2007

년 세계보건기구(WHO)의 통계에 따르면 전 세계적으로 매년 심

혈관계질환으로 1,700만명 이상이 사망하고 있으며 이는 30%의

사망률로 나타나 세계 1위의 사망요인을 차지하고 있다. 우리나

라의 경우 지난 30년 간 심혈관계질환의 발병률 및 유병률이 매

우 가파른 상승곡선을 그리는 것으로 조사되었다. 식생활의 서

구화, 운동 부족 및 인구의 고령화 등의 문제를 고려 할 때 심혈

관질환은 계속 증가할 것으로 예상되고 있다.1,2)

따라서 부작용 없는 또는 적은 심혈관계 질환에 대한 새로운

치료제 개발이 요구되고 있는 실정이다. Eicosatrienoic acids

(EETs)는 arachidonic acid가 cytochrome P450 경로의 epoxy-

genase에 의해 생성되는 정보전달 물질로써, 5,6-EET, 8,9-EET,

11,12-EET, 14,15-EET의 4가지 구조 이성질체가 존재하며, 이

들 EETs는 혈관확장(vasodilation), 항염증(anti-inflammation), 혈

소판 응집억제(anti-platelet aggregation)의 효과를 나타내는 것

으로 알려져 있다.3) 인체내에는 11,12-EET와 14,15-EET가 가

장 높은 농도로 존재하며, 특히 14,15-EET는 혈관확장과 심근

보호와 연관이 있다고 알려져 있다. 지난 10년간 EET의 구조와

구조 이성질체의 작용에 대해 규명하기 위해 EET 유사체와 길

항체(antagonist)가 합성되었고, 연구결과 EET는 혈관확장, 항고

혈압, 항염증 효과가 있음이 증명되었다.4,5)

인간의 내피세포에서는 cytochrome P450 2C8, 2C9, 2J2, 3A

와 2B1 모두 EETs를 생산하고, 생산된 EETs는 인간의 관상동

맥을 확장시키는 것으로 알려져 있다.6) Arachidonic acid가 EET

로 대사되는 과정에 가장 크게 작용하는 효소는 CYP 2C8과 2J2

이며, 이들 효소는 인간의 여러 조직에 분포하고 있다. CYP2C8

은 간의 hepatocyte에 가장 많이 존재하고, CYP2J2는 심장, 신

장과 위장에 존재하며 EET 생산에 관여한다.7)
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Soluble epoxide hydrolase(sEH)는 EET를 대사하는 효소로써

EET는 sEH에 의해 빠르게 dihydroxyeicosatrienoic acids

(DHETs)로 대사되어 불활성화 된다. 최근 10년간의 수많은 연

구들을 통해 EET와 sEH 효소의 생물학적 효과는 심혈관계 질

환에 대한 치료 목표가 되어왔다. 많은 동물실험을 통해 sEH 억

제제의 심혈관계 질환 및 염증에 효과가 있음이 보고되었고 그

가능성이 입증되었다. 설치류를 이용한 실험을 통해 sEH 억제

제는 항염증, 항고혈압 효과와 더불어 뇌혈관을 보호하고 신장

의 손상을 방지함을 밝혀졌다. 비록 많은 연구가 진행되고 있으

나 최근까지의 억제제로 개발된 물질들은 약동학적으로 좋은 속

성을 보여주지 못하고 있다. 그 예로 12-[[(tricyclo[3.3.1.13,7]dec-

1-ylamino)carbonyl]amino]-dodecanoic acid (AUDA)는 최적으로

제조되었다고 가정할 때 경구 투여시 단지 30%의 흡수율을 보

였으며 이로 인해 경구투여시 더 흡수율이 높고 더 안정한 sEH

억제제의 개발이 요구되고 있다.8) 심혈관계 질환에 있어 앞으로

의 sEH 억제제 연구는 긍정적으로 평가되고 있다.9,10)

sEH 억제효과를 평가하는 빠른 선별방법을 구축하여 대량의

물질들을 검사하는 방법이 요구된다. 2006년 sEH의 인위적으로

만든 형광기질을 이용하여 sEH 억제효과를 평가하는 분석방법

이 구축되었다.8) 이 방법은 인위적으로 만든 형광기질을 이용하

여 한번에 대량의 시료를 평가할 수 있다는 장점이 있으나 실질

적인 기질인 EET에 비해 생리적인 상관성이 낮다는 단점이 있

어 보완이 필요하다. 또한 sEH 억제제가 약물로 개발되기 위해

서는 외인성물질을 대사하는 microsomal epoxide hydrolase

(mEH)를 저해하는지를 평가하는 방법의 구축이 필요하다. mEH

를 저해는 폐기종, 유산, 여러 종류의 암의 유발과 연관 가능성

이 있다는 연구결과가 있기 때문이다.11) 그러므로 선별된 sEH

억제제로 물질이 mEH를 저해하지 않아야 한다. 본 연구의 목적

은 sEH 억제효과를 평가하기 위하여 형광인 PHOME 외에 EET

를 이용한 방법을 구축하고 sEH에 대한 선택성을 확인하기 위

해 mEH에 대한 억제효과의 평가방법을 확립하는 것이다.

실험방법

시약 및 기기

PHOME(3-phenyl-cyano(6-methoxy-2-naphthalenyl)methyl

ester-2-oxiraneacetic acid), AUDA(12-[[(tricyclo[3.3.1.13,7]dec-

1-ylamino)carbonyl]amino]-dodecanoic acid), soluble epoxide

hydrolase은 caymanchem에서 구입하였다. 6-methoxy-2-

naphtaldehyde은 santacruz biotechnology에서 구입하였다. Bis-

Tris는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO)에서 구입하였다. greiner

96well black plate는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO)에서 구입하

였다. 14,15-EET(14,15-epoxyeicosatrienoic acid), 14,15-DHET

(14,15-dihydroxyeicosatrienoic acid), 9,10-DiHOME(Leukotoxin

diol(+/-)9(10)-dihydroxy-octadec-12-enoic Acid), soluble epoxide

hydrolase는 caymanchem(Ann arbor, Michigan)에서 구입하였다.

prodigy 5µ column(150×2 mm 5 micron)은 phenomenex

(Torrance, California)에서 구입하였다. Human microsomes

(150 pooled)은 BD gentest에서 구입하였다. styrene oxide,

styrene glycol, felbamate, valpromide는 Sigma-Aldrich(St.

Louis, MO)에서 구입하였다. Luna 5µ C18 column(150×4.60

mm 5 µm)은 phenomenex(Torrance, California)에서 구입하였다.

형광기질을 이용한 sEH 억제효과 평가는 tecan genios 96

plate reader(Männedorf, Switzerland)를 사용하였다. 실제기질을

이용한 sEH 억제효과 평가를 위해 triple quadrupole mass

spectrometer가 장착된 AB sciex API3200(Foster, California)

LC-MS/MS를 사용하였다. mEH 저해평가는 UV detector가 장

착된 HPLC를 사용하였다.

형광기질을 이용한 sEH 억제효과 평가

sEH 억제평가를 위해 형광강도측정기를 이용하여 형광기질

(PHOME)의 형광강도를 측정하였다. 반응용액 총 부피가 200 µl

가 되도록 하여 Blank, 100% 활성군, 억제군 3군으로 실험하였

다. 실험의 양성대조군은 AUDA를 사용하였고 용매로는 DMSO

를 사용하였다. 음성대조군에는 buffer 190 µl, DMSO 5 µl, 기질

5 µl 순으로 넣었다. 100% 활성군은 buffer 185 µl, DMSO 5 µl,

효소 5 µl, 기질 5 µl 순으로 넣었다. 억제군은 buffer 185 µl, 억

제물질 5 µl, 효소 5 µl, 기질 5 µl 순으로 넣었다. 반응온도는 30oC

로 하고 3분 간격으로 1시간 동안 측정하였다. 형광파장은

exitation wavelength 320 nm, emission wavelength 465 nm로

하였다. 형광 gain값은 73, intergration time 20 µs, Number of

flashes 3으로 설정하였다.

LC-MS/MS를 이용한 sEH 억제효과 평가

반응용액의 부피는 50 µl가 되도록 하고, sEH 효소의 농도는

0.1 µg/ml, 14,15-EET의 농도는 10 µM, 내부표준은 9,10-

DiHOME을 사용하였다. 반응시간은 20분으로 하고 methanol

200 µl로 반응종결하였다.

LC(liquid chromatography)는 pump, autosampler, oven,

degasser가 장착된 Shimadzu UFLC-XR(Kyoto, Japan)을 사용하였

다. Column은 phenomenex prodigy C18(150×2 mm 5 micron)을

사용하였고, 이동상의 유속은 0.4 ml/min을 사용하였다. 컬럼 오

븐온도는 40oC로 일정하게 유지시켰다. 이동상 용매로

Acetonitrile과 3차 증류수를 사용하였고, 14,15-DHET의 분리를

위해 gradient 용매 조성으로 분리하였다. 시료는 각각 10 µl씩

주입하여 분석하였다.

분석을 위해 triple quadrupole mass spectrometer가 장착된

AB sciex API3200(Foster, California) LC-MS/MS(liquid
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chromatography mass spectrometry)를 사용하였다. 이온화 장

치로는 ESI(electrospray ionization)장치를 사용했으며, MS

parameter들을 최적화 한 후 MRM(multiple reaction monitoring)

으로 분석하였다. 자료분석을 위해 ABsciex사의 Analyst 1.5.1을

사용하였다.

UV-HPLC를 이용한 mEH 저해효과 평가

반응용액은 부피는 50 µl가 되도록 하고, microsomes은 0.2

mg/ml, styrene oxide 농도는 25 µM, 내부표준 felbamate는

210 µM, valpromide는 20 µM을 사용하였다. 10분 반응 후

methanol 200 µl로 반응종결하였다. 실험군은 음성대조군, 100%

활성군, 억제군으로 나누어 실험하였다. 이동상 조성은 methanol :

H20=40% : 60%로 하였고, 유속은 1.5 ml/min, column 온도는

30oC로 하였다. UV 흡광은 208 nm로 하였다.

결과 및 고찰

형광기질을 이용한 실험에서의 sEH 효소의 시간/농도의존성

sEH 효소의 억제효과를 평가하기 위해서 먼저 실험의 조건을

설정하기 위한 선행실험을 수행해야했다. 먼저 sEH 효소의 시

간과 농도의존성을 알아보는 실험을 수행하였다. 시간의존성을

알아보는 실험은 15, 30, 45과 60분을 설정하여 실험을 수행하

였고, sEH의 농도는 3 nM을 사용하였으며 PHOME의 농도는

25 µM을 사용하였다. 농도의존성을 평가하는 실험은 0, 0.5, 1,

3, 6과 9 nM로 실험을 수행하였고, 시간은 60분으로 하였다. 실

험결과 설정한 농도와 시간에서 직선성을 나타내었다(Fig. 1A,

B). 억제효과를 평가하는 실험조건을 sEH 효소 3 nM, 시간은 15

분에서 60분 사이로 설정하였다.

형광기질 PHOME의 Km값

인공적으로 만들어진 형광기질(PHOME)에 대한 sEH 효소의

기질친화도를 알아보는 실험을 수행하였다. PHOME의 농도는

0.1875, 0.375, 0.75, 1.5, 3, 6과 12 µM으로 하여 실험을 수행하

였다. sEH 효소의 농도는 3 nM로 하였다.

실험결과 PHOME의 Km값은 1.508 µM(95% 신뢰구간 :

1.253-1.762)의 결과를 산출하였다(Fig. 1C). 기존에 발표된

PHOME의 Km값은 272 µM로 많은 차이를 보였다.8) 그러나

PHOME을 독점 판매하는 caymanchem(Ann arbor, Michigan)의

Fig. 1 − sEH inhibition assay using PHOME, an artificial fluorecent substrate. (A) sEH concentration dependency, (B) Incubation time

dependency, (C) Km value of PHOME and (D) IC
50

 of AUDA. The values represent the mean±SD for triplicate experiments.
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soluble epoxide hydrolase inhibitor screening assay kit의 kit

booklet에 언급된 PHOME의 Km값은 1.5 µM로 실험결과와 유

사한 값을 보였다.12)

형광기질을 이용한 실험에서의 AUDA의 IC
50
값

선행실험에서 획득한 조건으로 억제효과를 평가하는 실험을

수행하였다. sEH 억제제로 잘 알려진 양성대조군 AUDA를 이

용하여 IC50값을 구하는 실험을 하였다. PHOME의 농도는

PHOME의 Km값 부근인 1 µM, sEH의 농도는 3 nM로 실험을

수행하였다. AUDA의 농도는 0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2,

6.4, 12.8, 25.6, 51.2 nM로 실험을 수행하였다. 실험결과 AUDA

의 IC50값은 10.48 nM(95% 신뢰구간: 8.186-13.41)의 결과를 산

출하였다(Fig. 1D). 위 결과는 기존의 sEH 효소농도를 1 nM로

했을 때의 AUDA IC50값인 3 nM의 결과와 비교적 일치되는 결

과였다.13) 위의 방법으로 형광기질을 이용하여 sEH 효소의 억

제효과를 빠르고 대량으로 평가하는 방법을 구축하였다. 그러나

형광기질을 이용한 sEH효소 억제효과 평가방법은 형광이 높거

나 형광소광(fluorescence quenching) 효과가 있는 시료 에 대해

서는 억제효과를 정확하게 평가할 수 없다는 단점도 도출되었다.

형광이 높거나 형광소광이 있는 물질에 대해서는 결과에 오류가

발생할 수 있으며 정확하고 정교한 방법은 아닐 수도 있다고 판

단된다.

실제기질을 이용한 실험에서의 sEH 효소의 시간/농도의존성

실제기질에서 sEH 효소의 억제효과를 평가하기 위해 sEH 효

소의 시간과 농도의존성 실험을 수행하였다. 시간의존성을 알아

보는 실험은 0, 10, 20, 30분으로 실험을 수행하였고, sEH의 농

도는 0.1 µg/ml을 사용하였다. 농도의존성을 평가하는 실험은 0,

0.05, 0.1, 0.2 µg/ml로 실험을 수행하였고, 시간은 20분으로 하

였다. 실험결과 설정한 농도와 시간에서 직선성을 나타내었고,

20분의 시간과 0.1 µg/ml의 효소농도 조건에서 실험계를 설정하

였다(Fig. 2A, B).

실제기질 14,15-EET의 Km값

실제기질인 14,15-EET의 기질친화도를 구하는 실험을 수행하

였다. 14,15-EET의 농도는 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100,

150 µM로 실험을 수행하였다. 반응시간은 20분, sEH의 농도는

0.1 µg/ml로 실험을 수행하였다. 실험결과 14,15-EET의 Km값은

Fig. 2 − sEH inhibition assay using 14,15-EET. (A) sEH concentration dependency, (B) Incubation time dependency, (C) Km value of 14,15-

EET and (D) IC
50

 of AUDA. The values represent the mean±SD for triplicate experiments.



46 이관호·김봉희·김상겸

J. Pharm. Soc. Korea

67.87 µM(95% 신뢰구간: 46.44-89.29)의 결과를 얻었다(Fig. 2C).

Human sEH 효소로 14,15-EET의 기질 친화도를 알아보는 실

험은 처음 수행한 실험으로 기존의 결과와 비교할 수 없었다.

실제기질을 이용한 실험에서의 AUDA의 IC
50
값

선행실험에서 획득한 조건으로 억제효과를 평가하는 실험을

수행하였다. sEH의 억제제로 알려진 AUDA의 IC50값을 구하는

실험을 수행하였다. AUDA의 농도는 0, 5.8, 23.4, 93.7, 375 nM

로 실험을 수행하였다. 반응시간은 20분, sEH의 농도는 0.1 µg/

ml로 실험을 수행하였다. 실험결과 AUDA의 IC50값은 59.27 nM

(95% 신뢰구간: 42.14-83.36)의 결과를 얻었다(Fig. 2D). Human

sEH 효소를 이용하여 IC50값을 구한 실험은 처음 수행한 실험

으로 기존의 실험결과와 비교할 수 없었다. 형광기질을 이용한

빠르고 대량의 sEH 억제제 발굴방법에 대한 정확한 정보를 제

공할 수 있는 sEH 억제제 평가방법을 구축하였다. 실제기질인

14,15-EET의 대사체인 14,15-DHET는 형광이나 흡광을 나타내

지 않아 LC-MS/MS를 이용한 평가방법이 이상적이다. 실제기질

을 이용하여 구축된 방법은 sEH 억제효과에 대한 정확한 정보

를 제공하는 방법으로 판단된다.

mEH 효소의 시간/농도의존성

mEH를 저해하는지를 평가하기 위한 실험을 하기위한 조건을

설정하기 위해 mEH 효소의 시간과 농도의존성 실험을 수행하

였다. 시간의존성을 알아보는 실험은 5, 10, 15분으로 실험을 수

행하였고, microsomes의 농도는 0.2 mg/ml을 사용하였다. 농도

의존성을 평가하는 실험은 0.1, 0.2, 0.4 mg/ml로 실험을 수행하

였고, 시간은 10분으로 하였다.

실험결과 설정값에서 시간과 농도 모두 직선성을 나타내었고,

10분의 시간과 0.2 mg/ml의 효소농도조건에서 실험계를 설정하

였다(Fig. 3A, B).

Styrene oxide의 Km값

mEH의 잘 알려진 기질인 styrene oxide에 대한 mEH 효소의

기질친화도를 알아보는 실험을 수행하였다. Styrene oxide의 농

도는 4.11, 12.34, 37.04, 111.11, 333.33, 1000 µM로 실험을 수

행하였다. 반응시간은 10분, microsome의 농도는 0.2 mg/ml로

실험을 수행하였다. 실험결과 styrene oxide의 Km값은 50.53 µM

(95% confidence interval: 13.04-88.02)의 결과를 얻었다(Fig.

3C). Styrene oxide의 Km값은 기존의 결과(Km값: 40~140 µM)

Fig. 3 − mEH inhibition assay using styrene glycol. (A) mEH concentration dependency, (B) Incubation time dependency, (C) Km value of

styrene glycol and (D) IC
50

 of valpromide The values represent the mean±SD for triplicate experiments.
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와 유사한 값이었다.14)

Valpromide의 IC50값

선행실험에서 획득한 조건으로 mEH 효소의 억제효과를 평가

하는 실험을 수행하였다. mEH 효소의 억제제로 알려진

valpromide로 mEH 효소의 IC50값을 구하는 실험을 수행하였다.

Valpromide의 농도는 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 µM로 실험을

수행하였다. 반응시간은 10분, microsome의 농도는 0.2 mg/ml

로 실험을 수행하였다. 실험결과 valpromide의 IC50값은

18.91 µM (95% 신뢰구간: 13.70-26.08)의 결과를 얻었다(Fig.

3D). Valpromide의 IC50값은 기존의 valpromide의 IC50값인

15.3 µM과 유사한 값이었다.15) sEH 억제제는 외인성물질을 대

사하는 mEH를 저해해서는 안된다. 본 실험으로 sEH 억제제가

mEH를 억제하는지에 대해 평가할 수 있는 방법을 구축하였다.

결 론

심혈관질환의 약물개발의 목표가 될 수 있는 sEH효소의 억제

효과를 평가하는 방법을 구축하였다. 인위적으로 만든 sEH 효소

의 형광기질인 PHOME을 이용해서 sEH의 억제효과를 평가하

는 방법을 구축하였고, sEH 효소의 실제기질인 14,15-EET를 이

용하여 LC-MS/MS로 평가하는 방법을 구축하였다. 형광기질을

이용하여 평가하는 방법은 빠르고 대량의 시료를 평가할 수 있

다는 장점이 있으나 형광이 있거나 형광소광현상을 나타내는 시

료에 대해서는 평가가 어려울 수 있다는 단점도 도출되었다. 반

면 기존의 sEH 효소 억제방법인 형광기질을 이용한 평가방법이

아닌 처음으로 구축된 실제기질을 이용한 sEH 효소의 억제효과

평가방법은 정확하고 정교한 결과를 도출할 수 있었다. 마지막으

로 sEH 억제제가 외인성물질을 대사하는 mEH를 저해하는지에

대해 평가하는 구축함으로써 심혈관계 질환 치료제의 후보물질

인 sEH 억제제를 평가하고 독성을 평가하는 방법을 구축하였다.

sEH 효소의 억제효과 평가방법을 구축함으로써, 천연물과 합성

물에 대한 sEH 효소의 억제효과가 있는 물질을 발굴하고 in vivo

실험 등을 거쳐 약효를 평가하는 실험이 가능하게 되었다.
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