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(Hemoglobin subunit beta, HBB)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 mRNA의

수준을 측정하는 제제를 포함하는, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물, 및 상기 조성물을 포함하는, 혈관
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

폴리 (ADP-리보스) 폴리머라제 4 (Poly (ADP-ribose) polymerase 4, PARP4), 비타민 D-결합 단백질 (Vitamin

D-binding protein, VDB) 및 라미닌 서브유닛 베타-1 (Laminin subunit beta-1, LAMB1)으로 이루어진 군에서

선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 mRNA의 수준을 측정하는 제제를 포함하는, 비당뇨병성 혈관

협착 질환 진단용 조성물.

청구항 2 

인터페론  조절  인자  7  (Interferon  regulatory  factor  7,  IRF7),  세포질  분열  단백질의  데디케이터  2

(Dedicator of cytokinesis protein 2, DOCK2), 및 헤모글로빈 서브유닛 베타 (Hemoglobin subunit beta, HB

B)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 mRNA의 수준을 측정하는 제제를 포함하

는, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에서, 상기 유전자의 mRNA 수준을 측정하는 제제는 상기 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이

머 쌍, 프로브 또는 안티센스 올리고뉴클레오티드인 것인, 혈관 협착 질환 진단용 조성물.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에서, 상기 단백질 수준을 측정하는 제제는 상기 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 포함하

는 것인, 혈관 협착 질환 진단용 조성물.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 혈관 협착 질환은 뇌졸증, 죽상 경화증, 혈관재협착(in-stent restenosis),

심근 경색, 또는 동맥경화증인 것인, 혈관 협착 질환 진단용 조성물.

청구항 6 

제1항 또는 제2항에 따른 조성물을 포함하는, 혈관 협착 질환 진단용 키트.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 키트는 RT-PCR(Reverse transcription polymerase chain reaction) 키트, DNA 칩 키트,

ELISA(Enzyme-linked  immunosorbent  assay)  키트,  단백질 칩  키트,  래피드(rapid)  키트 또는 MRM(Multiple

reaction monitoring) 키트인 것인, 혈관 협착 질환 진단용 키트.

청구항 8 

(a) 생물학적 시료로부터 폴리 (ADP-리보스) 폴리머라제 4 (Poly (ADP-ribose) polymerase 4, PARP4), 비타민
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D-결합  단백질 (Vitamin  D-binding  protein,  VDB),  및  라미닌 서브유닛 베타-1  (Laminin  subunit  beta-1,

LAMB1)으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(b) 상기 (a) 단계에서 측정된 단백질의 발현 수준 또는 유전자의 발현 수준을 정상 대조구 시료와 비교하는 단

계를 포함하는, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 9 

(a) 생물학적 시료로부터 인터페론 조절 인자 7 (Interferon regulatory factor 7, IRF7), 세포질 분열 단백질

의 데디케이터 2 (Dedicator  of cytokinesis protein 2, DOCK2), 및 헤모글로빈 서브유닛 베타 (Hemoglobin

subunit beta, HBB)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 발현 수준을 측정하는

단계; 및

(b) 상기 (a) 단계에서 측정된 단백질의 발현 수준 또는 유전자의 발현 수준을 정상 대조구 시료와 비교하는 단

계를 포함하는, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 10 

제8항 또는 제9항에 있어서, 혈관 협착 질환 의심 개체의 분리된 시료의 상기 유전자의 발현 수준 또는 단백질

의 발현 수준이 정상 대조군 시료의 유전자의 발현 수준 또는 단백질의 발현 수준보다 높거나 낮을 경우, 혈관

협착 질환으로 판단하는 것을 특징으로 하는, 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 11 

제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 혈관 협착 질환은 뇌졸증, 죽상 경화증, 혈관재협착(in-stent restenosis),

심근 경색, 또는 동맥경화증인 것인, 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 12 

제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 유전자의 발현 수준은 상기 유전자의 mRNA 발현 수준인, 혈관 협착 질환 진단

을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 mRNA 수준 측정은 역전사 중합효소반응, 경쟁적 역전사 중합효소반응, 실시간 역전사 중

합효소반응, RNase 보호 분석법, 노던 블랏팅 또는 DNA 칩에 의한 것인, 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제

공 방법.

청구항 14 

제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 단백질 발현 수준 측정은 해당 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 이용하

는 것인, 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

청구항 15 

제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 단백질 발현 수준 측정 또는 비교는 단백질 칩 분석, 면역측정법, 리간드 바

인딩  어세이,  MALDI-TOF(Matrix  Desorption/Ionization  Time  of  Flight  Mass  Spectrometry)분석,  SELDI-

TOF(Sulface Enhanced Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry)분석, 방사선 면역분
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석, 방사 면역 확산법, 오우크테로니 면역 확산법, 로케트 면역전기영동, 조직면역 염색, 보체 고정 분석법, 2

차원 전기영동 분석, 액상 크로마토그래피-질량분석(liquid  chromatography-Mass  Spectrometry,  LC-MS),  LC-

MS/MS(liquid chromatography-Mass Spectrometry/ Mass Spectrometry), 웨스턴 블랏, 및 ELISA(enzyme linked

immunosorbentassay)로 구성된 군으로부터 선택되는 것을 이용하여 수행하는 것을 특징으로 하는, 혈관 협착 질

환 진단을 위한 정보의 제공 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물, 및 상기 조성물[0001]

을 포함하는, 혈관 협착 질환 진단용 키트, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법 및 당뇨

병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법을 제공한다. 

배 경 기 술

최근 들어 생활환경의 도시화, 과도한 영양섭취 등으로 인해 여러 질환이 복합적으로 나타나는 대사성 증후군[0002]

환자가 급증하고 있는 추세이다. 전세계적으로 대사성 질환인 당뇨와 비만의 위험도가 증가하고 있는데, 당뇨병

의 유병률이 인구의 10%를 넘어서기 시작했다. 

우리나라에서도 2005-2007년 국민건강영양조사의 결과에 따르면 성인 인구의 10%가 당뇨병 환자이고, 30% 이상[0003]

이 비만 환자로, 이러한 당뇨병의 폭발적인 증가는 전세계적인 추세이다. 또한 대사성 증후군에 속한 뇌혈관 질

환, 심장병, 당뇨병, 고혈압 질환으로 인한 사망자수는 암에 의한 사망자수를 넘어 서고 있다.

당뇨병 환자의 주요 사망원인은 심혈관계 질환으로 전체 당뇨병 환자의 사망원인의 40%를 심근경색 및 뇌경색이[0004]

차지하고 있다. 특히나 당뇨병성 심혈관 질환의 경우, 무증상인 경우가 많아 흉통, 어지러움, 두통, 마비 등의

증상을 느끼는 경우에는 이미 혈관협착이 많이 진행된 상태이기 때문에 발견시 중증질환으로 사망할 가능성이

크다. 그렇기 때문에 혈관협착을 조기 발견하는 방법과, 질환에 대한 예방이 매우 중요하다고 할 수 있다.

현재 사용되는 혈관협착을 조기 발견하는 방법은 간접적으로 동맥경화 정도를 예상하는 진단방법들로, 경동맥[0005]

초음파검사 (carotid artery Doppler ultrasound), 맥파 전달속도 측정 (pulse wave velocity), 혈류의존성 혈

관확장반응 (flow mediated dilatation) 등이 있다. 최근 개발되어 임상에 적용되고 있는 다중채널 관상동맥 단

층촬영 (multi-detector coronary computed tomography; MDCT) 은 아직은 고가 조영제를 사용하고, 기능 검사

를 수반하는 등의 한계를 가지고 있다. 

한국인의 가장 중요한 만성질환인 당뇨병과 당뇨병 환자에서 제1의 사망원인으로 밝혀진 심혈관계 질환은 조기[0006]

에 진단할 수 있는 바이오 마커의 개발이 무엇보다도 시급하다. 현재까지 지방세포에서 분비되는 아디포넥틴

(adiponectin)의 저하와 동맥경화증 등 전신적인 염증반응 (system  inflammation)에 관여하는 CRP,  TNF-α,

IL-6 등의 증가 등 일부 혈청 단백질의 변화가 알려져 있으나, 아직까지 확실하게 당뇨병 환자에서의 심혈관계

질환, 특히 혈관 협착 질환의 정도 및 질환 상태를 예측할 수 있는 확립된 바이오 마커는 없는 상황이다. 

우리나라에서도 폭발적으로 증가하고 있는 비만, 당뇨병, 대사증후군 등의 대사성 질환의 유병률을 고려하고,[0007]

상기 질환군은 모두 허혈성 심혈관계 합병증이 주요 사망원인인 만큼 혈관협착의 진행 정도를 예측할 수 있는

단백질 바이오 마커의 발굴이 시급한 실정이다. 

상기와 같은 배경하에, 본 발명자들은 혈관협착 진행을 조기 진단하기 위하여, 프로테오믹스 기법을 도입하여[0008]

바이오 마커를 발굴하였다. 특히 혈관협착의 고위험군인 당뇨와 관련한 염증단백질의 변화에 대한 보고는 많이

있지만 당뇨와 혈관협착간의 전체 혈액 단백질의 변화는 보고된 바가 없는 바,  본 발명에서는 당뇨의 존재

유무, 혈관 협착의 진행 정도에 따른 환자 그룹에서의 혈액 전체 단백질을 프로테오믹스 기법으로 분석하여, 당

뇨의 유무, 혈관협착 정도에 의해 변화하는 단백질들을 바이오 마커로 사용할 수 있음을 확인하였으며, 이를 통

해 당뇨 환자 또는 비당뇨 환자에서의 혈관협착 진행 상황을 모니터링 할 수 있음을 확인하여, 본 발명을 완성

하였다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물을 제공하는 것이다.[0009]

본 발명의 다른 목적은, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물을 제공하는 것이다.[0010]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 조성물을 포함하는, 혈관 협착 질환 진단용 키트를 제공하는 것이다.[0011]

본 발명의 또 다른 목적은, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법을 제공하는 것이다. [0012]

본 발명의 또 다른 목적은, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법을 제공하는 것이다.[0013]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하나의 양태로서, 혈관 협착 질환 진단용 조성물을 제공한다. [0014]

일  양태에서,  상기  혈관  협착  질환  진단용  조성물은  폴리  (ADP-리보스)  폴리머라제  4  (Poly  (ADP-ribose)[0015]

polymerase 4, PARP4), 비타민 D-결합 단백질 (Vitamin D-binding protein, VDB) 및 라미닌 서브유닛 베타-1

(Laminin subunit beta-1, LAMB1)으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자의 mRNA

의 수준을 측정하는 제제를 포함하는, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성물일 수 있다.

본 발명에서 용어, "혈관 협착 질환"은 혈관이 좁아지는 질환으로서, 협착이 되면, 혈류량이 감소되어 협착이[0016]

발생한 혈관이 분포하는 부위에 허혈이 일어나게 되거나 표면이 거친 동맥경화에서 혈전이나 경화 조각들이 떨

어져 나가는 색전이 발생하여 증상을 일으키는 질환을 제한없이 포함한다. 본 발명의 혈관 협착 질환에 해당할

경우, 상기한 혈관 내막 비후가 진행됨에 따라 혈관의 협착이 일어날 수 있고, 혈관벽의 탄력이 줄어들어 혈관

파열에 의한 출혈이 발생할 수 있다. 본 발명에서 혈관 협착 질환은 뇌졸증, 죽상 경화증, 혈관재협착(in-stent

restenosis), 심근 경색, 또는 동맥경화증일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에서 사용된 용어 "진단"은 병리 상태의 존재 또는 특징을 확인하는 것을 의미한다. 본 발명의 목적상,[0017]

진단은 혈관 협착 질환 발병 여부를 확인하는 것으로서, 당뇨병 환자에서 혈관 협착 질환 발병 여부를 조기에

확인 할 수 있다. 

본 발명에서 상기 폴리 (ADP-리보스)  폴리머라제 4  (Poly  (ADP-ribose)  polymerase  4,  PARP4)는 poly(ADP-[0018]

ribosyl)ation 반응을 촉매하는 poly(ADP-ribosyl)transferase-like 1 protein을 코딩하는 것으로 알려져 있으

며, 혈관 협착 질환과의 관련성에 대하여 본 발명자들이 최초로 규명하였다. 

상기 비타민 D-결합 단백질 (Vitamin D-binding protein, VDB)은 VDB-globulin (group-specific component)로[0019]

알려져 있으며, 알부민 유전자 패밀리에 속하며, 비타민 D에 결합하여 비타민 D를 타겟 조직에 전달하는 것으로

알려져 있으며, 혈관 협착 질환과의 관련성에 대하여 본 발명자들이 최초로 규명하였다. 

상기 라미닌 서브유닛 베타-1 (Laminin subunit beta-1, LAMB1)은 세포외 기질 구성 성분으로 다른 세포외 매트[0020]

릭스 성분과 상호작용하여, 세포의 부착, 이동 등에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 혈관 협착 질환과의 관련

성에 대하여 본 발명자들이 최초로 규명하였다.

또한,  다른  일  양태로,  본  발명의  혈관  협착  질환  진단용  조성물은  인터페론  조절  인자  7  (Interferon[0021]

regulatory  factor  7,  IRF7),  세포질 분열 단백질의 데디케이터 2  (Dedicator  of  cytokinesis  protein  2,

DOCK2), 및 헤모글로빈 서브유닛 베타 (Hemoglobin subunit beta, HBB)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상

의 단백질 또는 이의 유전자의 mRNA의 수준을 측정하는 제제를 포함하는, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단용 조성

물일 수 있다.

상기 인터페론 조절 인자 7 (Interferon regulatory factor 7, IRF7)는 인터페론 조절 전사 인자 패밀리에 속[0022]

하며, 바이러스 유도된 세포 유전자의 전사를 활성화시키는 것으로 알려져 있으며, 당뇨 환자에서의 혈관 협착
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질환과의 관련성에 대하여 본 발명자들이 최초로 규명하였다.

상기 세포질 분열 단백질의 데디케이터 2 (Dedicator of cytokinesis protein 2, DOCK2)는 G 단백질인 Rac을[0023]

활성화시켜 세포내 신호전달에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 당뇨 환자에서의 혈관 협착 질환과의 관련성에

대하여 본 발명자들이 최초로 규명하였다.

상기 헤모글로빈 서브유닛 베타 (Hemoglobin subunit beta, HBB)는 헤모글로빈 A를 형성하는 헤모글로빈 알파[0024]

1(HBA1)과 상호작용하는 것으로 알려져 있으며, 당뇨 환자에서의 혈관 협착 질환과의 관련성에 대하여 본 발명

자들이 최초로 규명하였다.

본 발명의 일 실시예에서, 비당뇨 환자들을 혈관협착 정도에 따라 저 위험군(0 %), 중 위험군 (0~50 %), 고 위[0025]

험군 (50% 이상)으로 분류하였고 당뇨 환자들을 혈관협착 정도에 따라 저 위험군, 중 위험군, 고 위험군 환자들

로  분류하였다.  이후  이들  환자의  혈액시료를  채취하여  혈관  협착  정도에  따라  차이가  나는  단백질들을

TMT(Tandem Mass Tag)를 통한 상대정량법을 이용하여 혈관 협착 위험군 그룹간의 단백질의 발현 양상을 관찰하

였으며, 그 중에서 그 차이가 유의미한(p value<0.05) 단백질 100개들을 1차 바이오 마커 후보군으로 선정하였

다. 상기 선정된 1차 바이오 마커 후보군을 검증하기 위하여, 각 그룹당 10명의 환자 시료(비당뇨 환자군 중 혈

관협착 고 위험군 환자는 3명)를 이용하여 1차 바이오 마커 후보군들에 대한 검증을 수행하여, 최종적으로 비당

뇨 환자군에서는 6종의 단백질들인 PARP4, VDB, LAMB1, C4A, LBP, APOC2가 혈관 협착의 위험도에 따라 유의성

있게 변화하는 양상을 확인하여, 이들 단백질이 혈관 협착 질환 진단용 마커로 활용할 수 있음을 확인하였다.

또한, 당뇨 환자에서도 6종의 단백질들인 IRF7, DOCK2, HBB, C4A, LBP, APOC2이 혈관 협착의 위험도에 따라 유

의성 있게 변화하는 양상을 확인하여, 이들 단백질들이 당뇨 환자에서 혈관 협착 질환을 조기에 진단할 수 있는

마커로 활용할 수 있음을 확인하였다.

특히 비당뇨 환자에서 확인된 바이오 마커 중에서, PARP4는 혈관 협착 저 위험군에 비해 중 위험군에서 PARP4[0026]

단백질의 발현이 감소하였으며,  C4A는 저 위험군에 비해 고 위험군에서 C4A  단백질의 발현이 감소하였으며,

APOC2는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 APOC2 단백질의 발현이 증가하였으며, VDB는 저 위험

군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 VDB 단백질의 발현이 감소하였으며, LAMB1은 저 위험군에 비해서 중

위험군, 고 위험군 모두에서 LAMB1  단백질의 발현이 감소하였으며, LBP는 중 위험군에 비해서 고 위험군에서

LBP 단백질의 발현이 증가함을 확인하였다.

또한, 당뇨 환자에서 확인된 바이오 마커 중에서, IRF7은 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서[0027]

IRF7 단백질의 발현이 증가하였고, DOCK2는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 DOCK2 단백질의

발현이 감소하였고, APOC2는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 APOC2 단백질의 발현이 감소하였

고, HBB는 저 위험군에 비해 고 위험군에서 HBB 단백질의 발현이 증가하였고, LBP는 저 위험군에 비해 중 위험

군, 고 위험군 모두에서 LBP 단백질의 발현이 증가하였고, C4A는 중 위험군에 비해 고 위험군에서 C4A 단백질의

발현이 증가함을 확인하였다. 

따라서, 상기 PARP4, VDB, LAMB1, C4A, LBP, APOC2는 모두 정상 대조군(당뇨병과 혈관 협착 질환이 없는 개[0028]

체)과 비교하여, 당뇨병은 없으나 혈관 협착 질환이 있는 개체에서 유전자 발현 수준 또는 해당 단백질의 발현

수준이 변화하는 특징을 가지므로, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 마커로 사용될 수 있다. 

또한, 상기 IRF7, DOCK2, HBB, C4A, LBP, APOC2는 모두 대조군(당뇨병은 있으나, 혈관 협착 질환이 없는 개[0029]

체)과 비교하여, 당뇨병과 혈관 협착 질환이 있는 개체에서 유전자 발현 수준 또는 해당 단백질의 발현 수준이

변화하는 특징을 가지므로, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 마커로 사용될 수 있다. 

본 발명에서 용어 "마커(marker)"란 정상군 개체와 혈관 협착 질환을 가진 개체를 구분하여 진단할 수 있는 물[0030]

질로, 본 발명의 혈관 협착 질환을 가지는 개체에서 증가 또는 감소를 보이는 폴리펩티드, 단백질 또는 핵산,

유전자, 지질, 당지질, 당단백질 또는 당 등과 같은 유기 생체 분자들을 모두 포함한다. 특히 본 발명에서는 본

발명의 비당뇨병성 혈관 협착 질환을 가지는 개체 또는 당뇨병성 혈관 협착 질환을 가지는 개체에서 변화되는

단백질일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 사용된 용어 "mRNA 수준 측정"이란 혈관 협착 질환을 진단하기 위하여 생물학적 시료에서 혈관 협착[0031]

질환 진단용 유전자들의 mRNA 존재 여부와 발현 정도를 확인하는 과정으로 mRNA의 양을 측정한다. 이를 위한 분

석 방법으로는 역전사 중합효소반응(RT-PCR), 경쟁적 역전사 중합효소반응(Competitive RT-PCR), 실시간 역전사

중합효소반응(Real-time  RT-PCR),  RNase  보호 분석법(RPA;  RNase  protection  assay),  노던 블랏팅(Northern

blotting), DNA 칩 등이 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.
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상기 유전자의 mRNA 수준을 측정하는 제제는 바람직하게는 프라이머 쌍 또는 프로브이며, 상기 유전자들의 핵산[0032]

정보가 GeneBank 등에 알려져 있으므로 당업자는 상기 서열을 바탕으로 이들 유전자의 특정 영역을 특이적으로

증폭하는 프라이머 또는 프로브를 디자인할 수 있다.

상기 유전자의 mRNA 수준을 측정하는 제제는 상기 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이머 쌍, 프로브 또는 안[0033]

티센스 뉴클레오티드를 포함할 수 있다.

바람직하게 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위하여,  상기 mRNA  수준을 측정하는 제제는 PARP4,  VDB,  및[0034]

LAMB1으로부터 선택되는 단백질의 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이머 쌍, 프로브 또는 안티센스 올리고뉴

클레오티드를 포함할 수 있다.

또한, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위하여, 바람직하게 상기 mRNA 수준을 측정하는 제제는 IRF7, DOCK2, 및[0035]

HBB로부터 선택되는 단백질의 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이머 쌍, 프로브 또는 안티센스 올리고뉴클레

오티드를 포함할 수 있다.

본 발명에서 사용된 용어 "프라이머 쌍"은 표적 유전자 서열을 인지하는 정방향 및 역방향의 프라이머로 이루어[0036]

진 모든 조합의 프라이머쌍을 포함하나, 바람직하게는, 특이성 및 민감성을 가지는 분석 결과를 제공하는 프라

이머 쌍이다. 프라이머의 핵산 서열이 시료내 존재하는 비-표적 서열과 불일치하는 서열이어서, 상보적인 프라

이머 결합 부위를 함유하는 표적 유전자 서열만 증폭하고 비특이적 증폭을 유발하지 않는 프라이머일 때, 높은

특이성을 부여할 수 있다.

본 발명에서 사용된 용어 "프로브"란 시료 내의 검출하고자 하는 표적 물질과 특이적으로 결합할 수 있는 물질[0037]

을 의미하며, 상기 결합을 통하여 특이적으로 시료 내의 표적 물질의 존재를 확인할 수 있는 물질을 의미한다.

프로브 분자의 종류는 당업계에서 통상적으로 사용되는 물질로서 제한은 없으나, 바람직하게는 PNA  (peptide

nucleic acid), LNA (locked nucleic acid), 펩타이드, 폴리펩타이드, 단백질, RNA 또는 DNA 일 수 있으며, 가

장 바람직하게는 PNA이다. 보다 구체적으로, 상기 프로브는 바이오 물질로서 생물에서 유래되거나 이와 유사한

것 또는 생체외에서 제조된 것을 포함하는 것으로 예를 들어, 효소, 단백질, 항체, 미생물, 동식물 세포 및 기

관, 신경세포, DNA, 및 RNA일 수 있으며, DNA는 cDNA, 게놈 DNA, 올리고뉴클레오타이드를 포함하며, RNA는 게놈

RNA, mRNA, 올리고뉴클레오타이드를 포함하며, 단백질의 예로는 항체, 항원, 효소, 펩타이드 등을 포함할 수 있

다. 

본 발명에서 용어, "안티센스 올리고뉴클레오티드"는 특정 mRNA의 서열에 상보적인 핵산 서열을 함유하고 있는[0038]

DNA 또는 RNA 또는 이들의 유도체로서, mRNA 내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의 단백질로의 번역을 저해하

는 작용을 한다. 안티센스 올리고뉴클레오티드 서열은 상기 유전자들의 mRNA에 상보적이고 상기 mRNA에 결합할

수 있는 DNA 또는 RNA 서열을 의미한다. 이는 상기 유전자 mRNA의 번역, 세포질 내로의 전위(translocation),

성숙(maturation) 또는 다른 모든 전체적인 생물학적 기능에 대한 필수적인 활성을 저해할 수 있다. 안티센스

올리고뉴클레오티드의 길이는 6 내지 100 염기, 바람직하게는 8 내지 60 염기, 보다 바람직하게는 10 내지 40

염기일 수 있다. 상기 안티센스 올리고뉴클레오티드는 통상의 방법으로 시험관 내에서 합성되어 생체 내로 투여

하거나 생체 내에서 안티센스 올리고뉴클레오티드가 합성되도록 할 수 있다. 시험관 내에서 안티센스 올리고뉴

클레오티드를 합성하는 한가지 예는 RNA 중합효소 I를 이용하는 것이다. 생체 내에서 안티센스 RNA가 합성되도

록 하는 한 가지 예는 다중클로닝부위(MCS)의 기원이 반대 방향에 있는 벡터를 사용하여 안티센스 RNA가 전사되

도록 하는 것이다. 상기 안티센스 RNA는 서열 내에 번역 중지 코돈이 존재하도록 하여 펩타이드 서열로 번역되

지 않도록 하는 것이 바람직하다. 

본 발명에 사용된 용어 "단백질 수준 측정"이란 혈관 협착 질환 진단을 위하여 생물학적 시료에서 혈관 협착 질[0039]

환 진단용 마커 단백질의 존재 여부와 발현 정도를 확인하는 과정이다. 상기 마커 단백질에 대하여 특이적으로

결합하는 항체를 이용하여 단백질의 양을 확인할 수 있으며, 바람직하게는 항체를 이용하지 않고 단백질 발현

수준 자체를 측정한다.

상기 단백질 수준 측정 또는 비교 분석 방법으로는 단백질 칩 분석, 면역측정법, 리간드 바인딩 어세이, MALDI-[0040]

TOF(Matrix  Desorption/Ionization  Time  of  Flight  Mass  Spectrometry)분석,  SELDI-TOF(Sulface  Enhanced

Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry)분석, 방사선 면역분석, 방사 면역 확산법,

오우크테로니 면역 확산법, 로케트 면역전기영동, 조직면역 염색, 보체 고정 분석법, 2차원 전기영동 분석, 액

상  크로마토그래피-질량분석(liquid  chromatography-Mass  Spectrometry,  LC-MS),  LC-MS/MS(liquid

chromatography-Mass  Spectrometry/  Mass  Spectrometry),  웨스턴  블랏,  및  ELISA(enzyme  linked
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immunosorbentassay) 등이 있으나 이로 제한되는 것은 아니다.

비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위하여 바람직하게 상기 단백질 수준을 측정하는 제제는 PARP4,  VDB,  및[0041]

LAMB1으로부터 선택되는 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 포함할 수 있다.

또한, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위하여 바람직하게 상기 단백질 수준을 측정하는 제제는 IRF7, DOCK2,[0042]

및 HBB로부터 선택되는 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 포함할 수 있다.

본 발명에 사용된 용어 "항체"는 항원성 부위에 대해서 지시되는 특이적인 단백질 분자를 의미한다. 본 발명의[0043]

목적상, 항체는 상기 PARP4, VDB, LAMB1, IRF7, DOCK2, 및 HBB 중에서 선택되는 1 이상의 단백질에 대해 특이

적으로 결합하는 항체를 의미하며, 다클론 항체, 단클론 항체 및 재조합 항체를 모두 포함한다. 항체를 생성하

는 것은 당업계에 널리 공지된 기술을 이용하여 용이하게 제조할 수 있다.

또한 본 발명의 항체는 2개의 전체 길이의 경쇄 및 2개의 전체 길이의 중쇄를 가지는 완전한 형태뿐만 아니라,[0044]

항체 분자의 기능적인 단편을 포함한다. 항체분자의 기능적인 단편이란 적어도 항원 결합 기능을 보유하고 있는

단편을 뜻하며, Fab, F(ab'), F(ab') 2 및 Fv 등이 있다.

본 발명은 다른 양태로서, 상기 혈관 협착 질환 진단용 조성물을 포함하는, 혈관 협착 질환 진단용 키트를 제공[0045]

한다.  바람직하게,  상기  키트는  RT-PCR(Reverse  transcription  polymerase  chain  reaction)  키트,  DNA  칩

키트,  ELISA(Enzyme-linked  immunosorbent  assay)  키트,  단백질  칩  키트,  래피드(rapid)  키트  또는

MRM(Multiple reaction monitoring) 키트일 수 있다.

또한, 바람직하게, 상기 혈관 협착 질환 진단용 키트는 분석 방법에 적합한 한 종류 또는 그 이상의 다른 구성[0046]

성분 조성물, 용액 또는 장치를 더 포함하여 구성될 수 있다.

바람직하게, 상기 진단용 키트는 역전사 중합효소반응을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 것을 특징[0047]

으로 하는 진단용 키트일 수 있다. 역전사 중합효소반응 키트는 마커 유전자에 대한 특이적인 각각의 프라이머

쌍을 포함한다. 프라이머는 상기 각 유전자의 핵산서열에 특이적인 서열을 가지는 뉴클레오타이드로서, 약 7 bp

내지 50 bp의 길이, 보다 바람직하게는 약 10 bp 내지 30 bp 의 길이이다. 또한 대조군 유전자의 핵산 서열에

특이적인 프라이머를 포함할 수 있다. 그외 역전사 중합효소반응 키트는 테스트 튜브 또는 다른 적절한 컨테이

너, 반응 완충액(pH 및 마그네슘 농도는 다양), 데옥시뉴클레오타이드(dNTPs), Taq-폴리머라아제 및 역전사효소

와 같은 효소, DNAse, RNAse 억제제 DEPC-수(DEPC-water), 멸균수등을 포함할 수 있다.

바람직하게 DNA 칩을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 것을 특징으로 하는 진단용 키트일 수 있다.[0048]

DNA 칩 키트는 유전자 또는 그의 단편에 해당하는 cDNA 또는 올리고뉴클레오티드(oligonucleotide)가 부착되어

있는 기판, 및 형광표식 프로브를 제작하기 위한 시약, 제제, 효소 등을 포함할 수 있다. 또한 기판은 대조군

유전자 또는 그의 단편에 해당하는 cDNA 또는 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다.

또한 바람직하게는, ELISA를 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 것을 특징으로 하는 진단 키트일 수[0049]

있다. ELISA 키트는 상기 단백질에 대한 특이적인 항체를 포함한다. 항체는 각 마커 단백질에 대한 특이성 및

친화성이 높고 다른 단백질에 대한 교차 반응성이 거의 없는 항체로, 단클론 항체, 다클론 항체 또는 재조합 항

체이다. 또한 ELISA 키트는 대조군 단백질에 특이적인 항체를 포함할 수 있다. 그 외 ELISA 키트는 결합된 항체

를 검출할 수 있는 시약, 예를 들면, 표지된

2차 항체, 발색단(chromophores), 효소(예: 항체와 컨주게이트됨) 및 그의 기질 또는 항체와 결합할 수 있는 다[0050]

른 물질 등을 포함할 수 있다.

또한, 바람직하게는, 5분내 분석결과를 알 수 있는 신속한 테스트를 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하[0051]

는 것을 특징으로 하는 래피드(rapid) 키트 일 수 있다. 래피드 키트는 단백질에 대한 특이적인 항체를 포함한

다. 항체는 각 마커 단백질에 대한 특이성 및 친화성이 높고 다른 단백질에 대한 교차 반응성이 거의 없는 항체

로, 단클론 항체, 다클론 항체 또는 재조합 항체이다. 또한 래피드 키트는 대조군 단백질에 특이적인 항체를 포

함할 수 있다. 그 외 래피드 키트는 결합된 항체를 검출할 수 있는 시약, 예를 들면, 특이항체와 2차 항체가 고

정된 나이트로 셀룰로오스 멤브레인, 항체가 결합된 비드에 결합된 멤브레인, 흡수패드와 샘플 패드 등 다른 물
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질 등을 포함할 수 있다.

또한 바람직하게는, 질량 분석을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 것을 특징으로 하는 MS/MS 모드인[0052]

MRM(Multiple reaction monitoring) 키트일 수 있다. SIM(Selected Ion Monitoring)이 질량분석기의 소스 부분

에서 한 번 충돌하여 생긴 이온을 이용하는 방법인 반면, MRM은 상기 한 번 깨진 이온 중에서 특정 이온을 한

번 더 선택하여 연속적으로 연결된 또 다른 MS의 소스를 한 번 더 통과시켜 충돌시킨 후 이 중에서 얻은 이온들

을 이용하는 방법이다. 보다 구체적으로 SIM에서는 선택한 정량이온이 혈장에서도 검출되는 이온인 경우에 정량

에 방해가 될 수 있다는 문제점이 있다. 반면, MRM을 이용하는 경우, 같은 질량을 가진 이온이라도 한 번 더 깨

지면 분자구조가 달라지면서 차별화된 경향을 나타내므로, 이를 정량이온으로 사용하게 되면 백그라운드에서 방

해되는 피크가 제거되어 한 층 더 깨끗한 베이스 라인을 얻을 수 있다. 따라서, 질량 분석시에 MRM 모드를 사용

함으로써 보다 우수한 분석 감도에서 원하는 물질들을 동시에 분석할 수 있다. 상기 MRM(Multiple  reaction

monitoring) 분석 방법들을 통하여, 비당뇨 환자에서 정상 대조군에서의 단백질 발현 수준과 혈관 협착 질환이

있는 개체에서의 단백질 발현 수준을 비교할 수 있고, 또한, 당뇨 환자에서 혈관 협착이 없는 개체의 단백질 발

현 수준과 혈관 협착이 있는 개체에서의 단백질 발현 수준을 비교할 수 있고, 혈관 협착 질환 마커 유전자에서

단백질로의 유의한 발현량 증감여부를 판단하여, 혈관 협착 질환 발병 여부를 진단할 수 있다.

본 발명은 다른 양태로서, 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법을 제공한다.[0053]

바람직하게, 본 발명의 방법은 상기 (a)  생물학적 시료로부터 폴리 (ADP-리보스) 폴리머라제 4 (Poly  (ADP-[0054]

ribose) polymerase 4, PARP4), 비타민 D-결합 단백질 (Vitamin D-binding protein, VDB), 및 라미닌 서브유닛

베타-1 (Laminin subunit beta-1, LAMB1)으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는 이의 유전자

의 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(b) 상기 (a) 단계에서 측정된 단백질의 발현 수준 또는 유전자의 발현 수준을 정상 대조구 시료와 비교하는 단[0055]

계를 포함하는, 비당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법 일 수 있다.

또는 바람직하게, 본 발명의 방법은 (a) 생물학적 시료로부터 인터페론 조절 인자 7 (Interferon regulatory[0056]

factor 7, IRF7), 세포질 분열 단백질의 데디케이터 2 (Dedicator of cytokinesis protein 2, DOCK2), 및 헤모

글로빈 서브유닛 베타 (Hemoglobin subunit beta, HBB)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 단백질 또는

이의 유전자의 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(b) 상기 (a) 단계에서 측정된 단백질의 발현 수준 또는 유전자의 발현 수준을 정상 대조구 시료와 비교하는 단[0057]

계를 포함하는, 당뇨병성 혈관 협착 질환 진단을 위한 정보의 제공 방법 일 수 있다.

본 발명에서 사용된 용어 "생물학적 시료"란 혈관 협착 질환 발병에 의해 유전자 발현 수준 또는 단백질 발현[0058]

수준이 차이가 나는 조직, 세포, 전혈, 혈청, 혈장, 타액, 뇌척수액 또는 뇨와 같은 시료 등을 포함하나, 이에

제한되지 않는다.

상기 PARP4, VDB, 및 LAMB1은 모두 정상 대조군(당뇨병과 혈관 협착 질환이 없는 개체)과 비교하여, 당뇨병은[0059]

없으나 혈관 협착 질환이 있는 개체에서 유전자 발현 수준 또는 해당 단백질의 발현 수준이 변화하는 특징을 가

지므로, 상기 수준이 변화하면 비당뇨성 혈관 협착 질환으로 진단할 수 있다.

상기 IRF7, DOCK2, 및 HBB는 모두 대조군(당뇨병은 있으나, 협착 질환이 없는 개체)과 비교하여, 당뇨병과 혈관[0060]

협착 질환이 있는 개체에서 유전자 발현 수준 또는 해당 단백질의 발현 수준이 변화하는 특징을 가지므로, 상기

수준이 변화하면 당뇨성 혈관 협착 질환으로 진단할 수 있다.

따라서, 혈관 협착 질환 의심 개체의 분리된 시료의 상기 유전자의 발현 수준 또는 단백질의 발현 수준이 정상[0061]

대조군 시료의 유전자의 발현 수준 또는 단백질의 발현 수준보다 높거나 낮을 경우, 혈관 협착 질환으로 판단할

수 있다. 

바람직하게, 본 발명의 상기 유전자의 발현 수준은 mRNA 발현 수준을 측정하거나 비교할 수 있다.[0062]

상기 mRNA 발현 수준 측정 또는 비교는 역전사 중합효소반응, 경쟁적 역전사 중합효소반응, 실시간 역전사 중합[0063]
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효소반응, RNase 보호 분석법, 노던 블랏팅 또는 DNA 칩 등을 사용할 수 있으나, 본 발명은 이들에 제한되는 것

이 아니다. 상기 측정 방법들을 통하여 정상 대조군에서의 mRNA 발현량과 혈관 협착 질환 환자의 mRNA 발현량을

확인할 수 있고, 이들 발현량 정도를 비교함으로써 혈관 협착 질환 발병 여부를 진단 또는 예측할 수 있다.

바람직하게 본 발명의 상기 단백질 발현 수준은 해당 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 이용하여 측정 및[0064]

비교할 수 있다. 상기 항체와 생물학적 시료 내의 해당 단백질이 항원-항체 복합체를 형성하도록 하고, 이를 검

출하는 방법을 이용한다.

본 발명에서 사용된 용어 "항원-항체 복합체"는 생물학적 시료 중의 해당 단백질 항원과 이를 인지하는 항체의[0065]

결합물을 의미한다. 상기 항원-항체 복합체의 검출은 당업계에 공지된 바와 같은 방법, 예를 들어 분광학적, 광

화학적, 생물화학적, 면역화학적, 전기적, 흡광적, 화학적 및 기타 방법을 이용하여 검출할 수 있다.

본 발명의 목적상, 상기 단백질 발현 수준 측정 또는 비교 분석 방법으로는 단백질 칩 분석, 면역측정법, 리간[0066]

드 바인딩 어세이, MALDI-TOF(Matrix Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry)분석, SELDI-

TOF(Sulface Enhanced Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry)분석, 방사선 면역분

석, 방사 면역 확산법, 오우크테로니 면역 확산법, 로케트 면역전기영동, 조직면역 염색, 보체 고정 분석법, 2

차원  전기영동  분석,  액상  크로마토그래피-질량분석(liquid  chromatography-Mass  Spectrometry,  LCMS),  LC-

MS/MS(liquid chromatography-Mass Spectrometry/ Mass Spectrometry), 웨스턴 블랏, 및 ELISA(enzyme linked

immunosorbentassay) 등이 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 구체적인 실시예에서는, PARP4, VDB, LAMB1, IRF7, DOCK2, HBB, C4A, LBP, 및 APOC2의 단백질 발현[0067]

수준 자체를 측정 및 비교하기 위해서, LC-MS/MS 방법을 사용하였다.

발명의 효과

상기에서 기술한 바와 같이, 본 발명은, 혈관 협착 질환 진단용 조성물을 제공함으로서, 비당뇨병성 또는 당뇨[0068]

병성 혈관 협착 질환 환자에게서 발현이 변화하는 단백질 또는 그 유전자의 발현 수준을 측정 및 비교함으로서,

혈관 협착 질환의 조기진단 및 질병 정도를 유의적으로 예측 또는 파악할 수 있다. 

아울러, 본 발명의 진단용 조성물은 비침습성 진단을 가능하게 하여 혈액, 뇨 검사 등으로 간단하고 유효성 있[0069]

는, 혈관 협착 질환의 초기 진단을 할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 비당뇨 환자들에서 혈관협착에 따라 유의성 있게 발현양의 차이가 나는 단백질을 나타낸 것이다.[0070]

도 2는 당뇨 환자들에서 혈관협착에 따라 유의성 있게 발현양의 차이가 나는 단백질을 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0071]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 환자의 혈액 시료 준비[0072]

비당뇨 환자들 중에서 혈관협착 막힘 정도에 따라 저 위험군(0 %), 중 위험군 (0~50 %), 고 위험군 (50% 이상)[0073]

으로 분류하고, 당뇨 환자들 중에서 혈관협착 막힘 정도에 따라 저 위험군, 중 위험군, 고 위험군 환자들로 분

류하였다. 이 후 이들 환자들로부터 혈액시료를 채취하였다. 

실시예 2: 환자 혈액 시료의 abundant 한 단백질의 제거[0074]
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상기 실시예 1에서 채취한 혈액 시료내의 단백질 중 14개의 high-abundant 단백질(Albumin, IgG, antitrypsin,[0075]

IgA,  transferrin,  haptoglobin,  fibrinogen,  alpha2-macroglobulin,  alpha1-acid  glycoprotein,  IgM,

apolipoprotein AI, apolipoprotein AII, complement C3, transthyretin)이 차지하는 비중은 전체 단백질의 95

%에 달한다. 따라서, 이들 14개의 high-abundant 단백질로 인하여 관심 있는 low-abundant 단백질을 분석함에

있어서  민감도  감소가  상당하기  때문에  상기  14개의  단백질을  MARS(Multiple  Affinity  Removal  System)

column(P/N 5188-6558, Agilent)을 통하여 제거하였으며, 남은 단백질만을 이후 분석에 사용하였다.

구체적으로,  MARS(Multiple  Affinity  Removal  System)  column(P/N  5188-6558,  Agilent)을  이용하여,  high-[0076]

abundant 단백질을 제거하는 과정은 다음과 같다.

실시예 1에서 준비된 혈액 시료 40 μl에 50x protease inhibitor(Roche) 2 μl를 넣고 Buffer A 60 μl를 넣[0077]

어 섞어 주었다. 이후, 0.22 μm filter(Agilent, P/N 5185-5990)에 상기 protease inhibitor와 Buffer A를 섞

어준 시료를 넣고 원심분리기를 이용하여(14400 g, 1min, 4℃), 사이즈가 큰 파티클을 제거하였다. 이후, HPLC

에 MARS column을 연결하여 주고 mobile phase A(Buffer A), B(Buffer B)를 흘려 보내주었다. 

Mobile  phase  A를  이용하여  30분  가량  컬럼  안정화를  시킨  후  아래의  표  1과  같은  조건의  mobile  phase[0078]

gradient를 이용하여 시료를 분리하였으며, flow-through(9~17 min), elution(21~23 min) 시간 대의 시료를 2

ml tube에 옮겨 담았다. 상기 Flow-through에서 얻어진 시료는 10 K filter tube에 넣고 원심분리기를 이용하

여(14400 g, 30min, 4℃), 2 ml의 시료 양을 50 μl까지 농축을 수행하였다. 

표 1

[0079]

실시예 3: 단백질시료의 펩타이드화 [0080]

질량분석기를 통한 분석을 위하여 단백질을 enzyme (trypsin)을 이용하여 펩타이드 단위로 절편화하는 과정이[0081]

선행되어야 하므로 다음과 같은 과정을 이용하여 단백질의 펩타이드 절편화를 실시화하였다.  

abundant 단백질이 제거된 60μg의 농도에 해당하는 혈액시료 50 μl에 150 μl의 DTT 용액(최종 농도 6M urea,[0082]

10mM  DTT,  50mM  tris)을  넣어주고 37  ℃에서 1시간 동안 반응 (Reduction)하였다.  상기 200  μl의 반응된
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(reducted) 샘플에 20 μl의 IAA 용액(최종 농도 : 5.45M urea, 50 M IAA, 50 mM tris)을 처리한 후, 어두운

곳에서 30분간 실온에서 반응(알킬레이션)시킨 후, 1 ml Tris 용액 (50mM pH 8) (최종 농도 ; 1M urea, 50mM

tris 최종 volume 1,2 ml)을 시료에 넣어주었다. 이후, 트립신 용액 5 μl씩 분주하여 37 ℃에서 12시간 반응시

켰다. 

실시예 4: 펩타이드 시료의 TMT(Tandem Mass Tag) 6plex 시약을 이용한 표지[0083]

질량분석기에서 상대적 정량을 위하여 일반적으로 사용되는 TMT-6plex 시약을 사용하여, 총 6개의 시료 그룹에[0084]

각기 다른 질량의 리포터 이온(reporter ion) 을 가진 TMT reagent를 반응시켰다(표. 2). 표 2는 그룹 별로 표

지한 리포터 이온의 종류를 나타낸 것이다.

표 2

[0085]

실시예 3에서 펩타이드화 된 시료에 200mM TEAB 50 μL를 넣고 볼텍싱(vortexing)과 스핀 다운(spin down)을[0086]

실시하였다. TMT 시약 tube에 시료 이름을 적어놓고, TMT 시약에 100% ACN 41 μL를 넣고 볼텍싱(vortexing)과

스핀 다운(spin down)을 실시하였다(kit 마다 들어가는 ACN 양이 정해져 있으며, peptide 25-100 μg에 ACN 41

μL가 들어감).  이후 TMT  시약 41  μL을 sample  tube(Peptide)에 넣은 후,  볼텍싱(vortexing)과 스핀 다운

(spin  down)  후 실온에서 1시간 반응시켰다. 5%  Hydroxylamine을 sample  tube에 각각 8  μL씩 넣고 볼텍싱

(vortexing)과 스핀 다운(spin  down)  후, 15분 동안 실온에서 퀜칭(quenching)하였다. 이 후, 정량, 동량의

labeled sample 99uL를 각각 따서 하나의 새 e-tube에 모았다.

실시예 5: 펩타이드 분획화, LC-MS/MS 분석 및 데이터 분석 수행[0087]

펩타이드 시료가 가지고 있는 높은 수준의 복잡성 (complexity)을 줄이기 위하여 펩타이드가 가지고 있는 고유[0088]

한 PI 값을 이용하여 분획화를 수행하였다.

먼저, TMT reagent가 표지된 펩타이드를 오프젤 희석 버퍼(offgel dilution buffer)에 녹였다. 오프젤 프랙셔[0089]

네이터(Offgel  fractionators)  (3100  offgel  fractionator,  Agilent)에 IPG  strip과 comb을 결합한 후 상기

buffer에 녹아있는 샘플을 분주하여, 4000 V에서 24시간 러닝(running)하였다. 각 분획 구간에서의 시료를 tube

에 옮긴 후 건조하였으며, 시료에 남아 있는 reagent 제거를 위하여 탈염(desalting) 과정을 수행하였다.

얻어진 peptide들은  높은  분리능과 높은 재현성을 가지는 UPLC  system인  Easy-nLC  (Thermo)에  RP(reverse-[0090]

phase) column을 이용하여 peptide가 가지는 소수성(hydrophobicity)에 의해 분리하였다.  UPLC에 의해 분리된

peptide들은  고해상도,  높은  정확성(High  resolution/high  accuracy)을  가지는  질량  분석기인  Q-exactive

(Thermo)에 의해 실시간으로 분석 수행하였다. Q-exactive에 의해 얻어진 raw data들은 Proteome Discoverer

software  (Thermo)의  SEQUEST  알고리즘을  통해  스펙트럼을  분석하여,  peptide와  단백질을  동정하였다.

Scaffold Q+ (Proteome software)를 이용하여 동정된 단백질에 대한 validation을 수행하였으며, 또한 TMT에서

얻어진 정량 정보를 추출하였다. R package 중 하나인 Isobar를 이용하여 통계적인 분석을 수행하였으며, 각 그

룹간에 유의성 있게 발현양의 차이가 있는 단백질을 선정하였다. (p value < 0.05) 

표 3은 비당뇨 환자군/당뇨 환자군 그룹에서 혈관협착의 차이에 의해 발현양이 유의성 있게 차이가 나는 단백질[0091]
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100개의 후보군을 나타낸 것이다.  

표 3

[0092]
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[0093]
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[0094]

실시예 6: MRM (Multiple Reaction Monitoring)을 통한 바이오 마커 후보 검증[0095]

바이오 마커 후보 검증을 위하여 1차 바이오 마커 후보군의 MRM transition 을 선정하였다. 단백질 하나당 최대[0096]

3개의  peptide를  선정하였고  펩타이드당  3개의  transition  list를  선정하였다.  MRM  transition의  선정은

skyline  software  (https://skyline.gs.washington.edu/labkey/project/home/software/Skyline/begin.view)를

사용하였고, NIST에서 제공하는 MRM transition database를 사용하여 transition 을 선정하였다. 이 때 선정

기준은 다음과 같다. 

1. 6 ≤ Length ≤ 20[0097]

2. Charge state = +2 or +3[0098]

3. No M, W (Oxidation)[0099]

4. NTT = 2[0100]

5. NMC = 0[0101]

6. Neighboring KR = 0[0102]

선정된 peptide transition은 혈액 시료를 이용하여 MRM 분석을 선행하여 수행하였으며, 그 transition의 적합[0103]

성을 확인하였다. Transition의 확인 조건은 다음과 같다. 

1. skyline 에서 제공하는 dot-product score가 0.8 이상.[0104]

2. 동일한 MS1에서 파생되는 3 종의 transition peak이 동일한 retention time에서 co-elution 여부.[0105]
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3. 3회 반복을 통하여 재현성 있는 retention time을 가지는지 여부. [0106]

4. S/N > 10 이상의 peak area intensity를 가지는지 여부. [0107]

상기 후보 단백질 100개 중에서, 비당뇨 환자들에서 혈관협착 유무에 따라 유의성 있게 발현양의 차이가 있는[0108]

단백질로 검증된 것은 PARP4, C4A, APOC2, LBP, VDB, LAMB1에 해당하는 6개의 단백질이었다(도 1 참조). 구체

적으로, 검증된 단백질 중에서, PARP4는 혈관 협착 저 위험군에 비해 중 위험군에서 PARP4 단백질의 발현이 감

소하였으며, C4A는 저 위험군에 비해 고 위험군에서 C4A 단백질의 발현이 감소하였으며, APOC2는 저 위험군에

비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 APOC2 단백질의 발현이 증가하였으며, VDB는 저 위험군에 비해 중 위험군,

고 위험군 모두 VDB 단백질의 발현이 감소하였으며, LAMB1은 저 위험군에 비해서 중 위험군, 고 위험군 모두에

서 LAMB1 단백질의 발현이 감소하였으며, LBP는 중 위험군에 비해서 고 위험군에서 LBP 단백질의 발현이 증가함

을 확인하였다.

또한, 상기 후보 단백질 100개 중에서, 당뇨 환자들에서 혈관협착 유무에 따라 유의성 있게 발현양의 차이가 있[0109]

는 단백질로 검증된 것은 DOCK2, C4A, APOC2, IRF7, HBB, LBP에 해당하는 6개의 단백질이었다(도 2 참조). 구

체적으로, 검증된 단백질 중에서 IRF7은 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 IRF7 단백질의 발현

이 증가하였고, DOCK2는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 DOCK2 단백질의 발현이 감소하였고,

APOC2는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에서 APOC2 단백질의 발현이 감소하였고, HBB는 저 위험군

에 비해 고 위험군에서 HBB 단백질의 발현이 증가하였고, LBP는 저 위험군에 비해 중 위험군, 고 위험군 모두에

서 LBP 단백질의 발현이 증가하였고, C4A는 중 위험군에 비해 고 위험군에서 C4A 단백질의 발현이 증가함을 확

인하였다. 

표 4는 MRM (Multiple Reaction Monitoring)에 사용된 펩티드 서열을 나타낸 것으로, 비당뇨성/당뇨성 혈관 협[0110]

착을 진단할 수 있는 단백질의 펩티드 서열을 나타낸 것이다.

표 4

[0111]
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도면

도면1
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도면2
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