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요약

본 발명에서는 순환하는 개량된 글리코실화 종말산물 Hb-AGE, 혈청 AGE-펩타이드 및 뇨 AGE-펩타이드가 
AGE 농도에 있어서 측정가능한 차이가 존재하는 것을 특징으로 하는 질병 및 기능장애의 장기간 마커로
서 기술되어 있다. 이들 AGEs의 특징을 이용한 진단 및 치료 프로토콜이 기술되어 있다. 생체내-유도된 
개량된 글리코실화 종말산물을 인식하고 이에 결합하는 항체도 또한 기술되어 있다. 이들 항체를 사용하
는 방법 및 약제학적 조성물도 식물 및 인간을 포함한 동물 모두에서 및 치료학적 용도의 배양 및 합성
된 단백질 물질에서 개량된 글리코실화 종말산물의 존재 여부를 측정하는 방법을 포함한 많은 진단적 적
용방법과 함께 기술되어 있다.

대표도

도1

명세서

[발명의 명칭]

생체내 개량된 글리코실화 종말 산물의 면역 화학적 검출용 시험키트

[관련문헌]

다음 문헌들은 일반적으로 본 발명의 주제에 관계되는 것들이다: “FUNCTION  OF  MACROPHAGE  RECEPTOR 
FOR  NONENZYMATICALLY  GLYCOSYLATED  PROTEINS  IS MODULATED BY INSULIN LEVELS”, Vlassara, Brownlee 
and Cerami, DIABETES(1986), Vol. 35 Supp. 1, Page 13a; “ACCUMULATION OF DIABETIC RAT PERIPHERAL  
NERVE MYELIN BY MACROPHAGES INCREASES WITH THE PRESENCE OF ADVANCED GLYCOSYLATION ENDPRODUCTS”, 
Vlassara,  H.,  Brownlee,  M.,  and  Cerami,  A.  J.  EXP.  MED.  (1984),  Vol.  160,  pp.  197-207; 
“RECOGNITION  AND  UPTAKE  OF  HUMAN  DIABETIC  PERIPHERAL  NERVE  MYELIN  BY  MACROPHAGES”,  Vlassara, 
H., Brownlee, M., and Cerami, A. DIABETES (1985), Vol. 34, No. 6, pp. 553-557; “HIGH-AFFINITY-
RECEPTOR-MEDIATED UPTAKE AND DEGRADATION OF GLUCOSE-MODIFIED PROTEINS: A POTENTIAL MECHANISM FOR 
THE  REMOVAL  OF  SENESCENT  MACROMOLECULES”,  Vlassara,  H.,  Brownlee,  M.,  and  Cerami,  A.,  PROC. 
NATL.  ACAD.  SCI.  U.S.A.  (Sept.  1985),  Vol.  82,  pp.  5588-5592;  “NOVEL  MACROPHAGE  RECEPTOR  FOR 
GLUCOSE-MODIFIED PROTEINS IS DISTINCT FROM PREVIOUSLY DESCRIBED SCAVENGER RECEPTORS”, Vlassara, 
H.,  Brownlee,  M.,  and  Cerami,  A.  JOUR.  EXP.  MED.  (1986),  Vol.  164,  pp.  1301-1309;  “ROLE  OF 
NONENZYMATIC  GLYCOSYLATION  IN  ATHEROGENESIS”,  Cerami,  A.,  Vlassara,  H.,  and  Brownlee,  M., 
JOURNAL  OF  CELLULAR  BIOCHEMISTRY  (1986),  Vol.  30,  pp.  111-120;  “CHARACTERIZATION  OF  A 
SOLUBILIZED  CELL  SURFACE  BINDING  PROTEIN  ON  MACROPHAGES  SPECIFIC  FOR  PROTEINS  MODIFIED 
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NONENZYMATICALLY BY ADVANCED GLYCOSYLATION END PRODUCTS”, Radoff, S., Vlassara, H. and Cerami, 
A.,  ARCH.  BIOCHEM.  BIOPHYS.  (1988),  Vol.  263,  No.  2,  pp.  418-423;  “ISOLATION  OF  A  SURFACE 
BINDING  PROTEIN  SPECIFIC  FOR  ADVANCED  GLYCOSYLATION  ENDPRODUCTS  FROM  THE  MURINE  MACROPHAGE-
DERIVED CELL LINE RAW 264.7”, Radoff, S., Vlassara, H., and Cerami, A., DIABETES, (1990), Vol. 
39,  pp.  1510-1518;  “TWO  NOVEL  RAT  LIVER  MEMBRANE  PROTEINS  THAT  BIND  ADVANCED  GLYCOSYLATION 
ENDPRODUCTS:  RELATIONSHIP  TO  MACROPHAGE  RECEPTOR  FOR  GLUCOSE-MODIFIED  PROTEINS”,  Yang,  Z., 
Makita, Z., Horii, Y., Brunelle, S., Cerami, A., Sehajpal, P., Suthanthiran, M. and Vlassara, H., 
J.  EXP.  MED.,  Vol.  174,  pp.  515-524;  “HUMAN  AND  RAT  MESANGIAL  CELL  RECEPTORS  FOR  GLUCOSE-
MODIFIED  PROTEINS:  POTENTIAL  ROLE  IN  KIDNEY  TISSUE  REMODELLING  AND  DIABETIC  NEPHROPATHY”, 
Skolnik, E., Yang, Z., Makita, Z., Radoff, S., Kirstein, M., and Vlassara, H., J. EXP. MED., Vol. 
174, pp. 931-939; and “HEMOGLOBIN-AGE: A CIRCULATING MARKER OF ADVANCED GLYCOSYLATION: Makita, 
Z., Vlassara, H., Rayfield, E., Cartwright, K., Friedman, E., Rodby, R., Cerami, A., and Bucala, 
R., SCIENCE, (In Press). 여기에 제시된 상기 문헌 및 그밖의 모든 참고문헌은 본 명세서에 참고로 포
함되어 있다.

[기술분야]

본 발명은 일반적으로 무효소적으로 글리코실화된 단백질의 검출 및 측정에 관한 것이며, 특히 생체내에
서 무효소적으로 글리코실화된 단백질을 검출 및 측정하는 방법 및 이와 관련된 물질에 관한 것이다.

[배경기술]

글루코스와 같은 환원당은 단백질 아미노 그룹과 무효소적으로 반응하여 형광성 및 교차결합 특성을 갖
는 다양한 계열의 단백결합 부위를 형성하는 것으로 밝혀졌다. 이들 화합물들을 개량된 글리코실화 종말
산물(advanced glycosylation endproducts: “AGEs”)라 불리우며 노화, 및 장기간 당뇨병과 같은 특정
의 질병의 과정중에 단백질의 구조적 및 기능적 변형에 영향을 미친다. 새로운 합성(denovo synthesis) 
및 조직분리 방법을 기초로 하여 몇가지 AGEs 들이 확인되었다.

환원당과 단백질의 유리 아미노 그룹 사이의 반응은 개량된 글리코실화라 불리우는 번역후 변형방법을 
개시시킨다. 이 방법은 환원당과 아미노 그룹 사이의 가역반응으로 시작하여 쉬프염기를 형성하며, 이것
은 계속해서 공유적으로 결합된 아다모리 전위생성물(Adamori rearrangement product)을 형성한다. 일단 
형성된 아다모리 생성물은 더 전위를 진행하여 AGEs를 생성한다.

이들 반응은 느리게 일어나기 때문에, 단백질은 생체내에 측정가능한 양의 AGEs가 축적되기 전에 상당량
의 아마도리 생성물을 축적시킬 수 있다. 이들 AGEs는 단백질 교차결합을 야기시킬 수 있으며, 이것은 
또한 기간 및 기관의 일부분의 구조적 및/또는 기능적 완전성(integrity)을 저하시킬 수 있으며, 이렇게
하여 결국 기관의 기능을 저하시키거나 손상시키게 된다.

개량된 글리코실화 방법은 특히 이것이 콜라겐과 같이 반감기가 긴 단백질에서 당뇨병과 같이 당 농도가 
비교적 높은 조건하에서 나타난다는 점에서 주목할 만한 것이다. 다양한 연구들은 AGEs가 노화 과정 및 
만성질환에 있어서의 단백질에서 나타나는 구조적 및 기능적 변화에 중요한 역할을 한다고 시사하였다.

또한, 개량된 글리코실화 종말산물은 당뇨병, 갈락토즈혈증 및 정상조직 이외의 질병에 걸린 조직에서 
더 빠르게 형성되는 것으로 밝혀졌다.

특정의 개량된 글리코실화 종말산물은 공통적으로 특징적인 황갈색 색소침착, 특징적인 형광스펙트럼 및 
단백질-단백질 교차결합을 형성하는 능력을 갖는 것으로 믿어진다. AGEs는 생체내에서 생성되며, 천역적
으로 글리코실화된 물질로부터 분리된다. 이들 생성물은 소량으로 존재하며, 구조적으로 이질적이고, 화
학적 환원 및 가수분해에 대해 불안정하다. 새로운 합성 및 분리과정에 의해 2-(2-푸로일)-4(5)-(2-푸라
닐)-1H-이미다졸(“FFI”);  5-하이드록시메틸-1-알킬피롤-2-카브알데히드(“Pyrraline”);  비-형광 모델 
AGE인  1-알킬-2-포르 -3,4-디글리코실피롤(“AFGP”);  카복시메틸리신;  및  펜토시딘과  같은  몇가지 
AGEs가 확인되었다. 그러나, AGEs의 생체내 형성은 이들 정확한 화학적 화합물로 제한되는 것은 아니며, 
새롭게 발견된 AGEs도 여기에 해당된다.

과거에 시험관내에서 합성된 특정 AGEs에 대한 연구에는 화학적 환원 및 가수분해 공정을 사용하는 것이 
필요하였다. 이것은 천연적으로 존재하는 AGEs가 분리된 모델 화합물과는 다른 대체구조를 갖는 다른 화
합물을 포함할 수 있는 가능성을 남겨둔다.

생체내 AGEs에 대한 항체를 개발하고자하는 노력도 이루어져 왔으나, 성공한 예는 알려지거나 보고되지 
않았다. 즉, 나카야마(Nakayama) 등은 단백질 결합된 AGEs를 연구하였으며, 특히 시험관내 글리코실화에 
의해 유도된 AGE-KLH에  대한 항혈청을 유도하였다 [BIOCHEM.  BIOPHYS.  RES.  COMM.,  162:2,  pp.  740-
745(1989)]. 이들 항혈청은 고친화성 결합을 나타내었으며, 시험관내 형성된 AGE-BSA, AGE-HSA 및 AGE-
RNAse A의 계열희석 곡선은 서로에 대해 평행인 것으로 나타났으며, 이것은 이들 개개 AGE-단백질들 사
이에서  공통적인  구조가  항혈청에  의해  인식되는  것을  시사한다.  인식된  구조가  개량된 
마일라드(Maillard) 반응으로부터 유래하는지 또는 쉬프염기 부가물 및 아다모리 전위생성물과 같은 초
기 단계 화합물로부터 유래하는지를 결정하기 위한 추가의 연구가 여러가지 환원제를 사용하여 수행되었
다. 환원제에 의한 처리는 면역반응성을 저하시키지 않으며, FFI는 항체에 의해 인식되지 않았다. 중요
한 것은, 나카야마 등에 의해 제조되고 시험된 항체가 생체내에서 형성된 AGEs와 반응하는 것으로 결정
되지 않았다는 점이다.

호리우찌(Horiuchi)  등은 시험관내-유도된 AGE-소혈청알부민에 대한 폴리클로날 및 모노클로날 항체를 
제조하였다 [J. BIOL. CHEM., 266(12), pp. 7329-7332 (1991)]. 호리우찌 등의 항체는 또한 시험관내-유
도된 AGE-인간혈청알부민 및 AGE-헤모글로빈을 인식하였지만, 비변형된 대응물은 인식하지 않았다. 이들 
AGE 단백질을 환원제로 처리하여도 면역반응성에는 영향을 미치지 않았다. 나카야마 등의 항체와 마찬가
지로 호리우찌 등에 의해 제조된 항체도 생체내-형성된 AGEs와 반응하는 것으로 결정되지 않았다.

따라서, 선형기술에서 제조된 항체의 유용성에도 불구하고, 생체내에서 형성된 AGEs와 이러한 항체와의 
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반응성은 이전에 이루어지지 않았다. 이러한 항체의 제조는 이것이 인간을 포함한 포유동물에서 개량된 
글리코실화 종말산물의 형성을 지시하는 진단 및 치료 프로토콜(protocol)의 개발 및 완성을 가능하게 
할 수 있기 때문에 요구되고 있다.

[발명의 상세한 설명]

한 관점에서, 본 발명은 생체내-생성된 개량된 글리코실화 종말산물과 반응하는 항체에 관한 것이다. 따
라서, 여기에는 생체내-형성된 개량된 글리코실화 종말산물과 반응하는 항체를 함유하며,

A. 생체내-형성된 개량된 글리코실화 종말산물에 대해 공통적인 면역학적 에피토프와 반응하고;

B. 시험관내에서 형성된 개량된 글리코실화 종말산물과 교차반응성이 있고;

C. FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신 및 펜토시딘과 같이 형성된 개량된 글리코실화 종말산물과는 교
차반응성이 없다는 특징을 갖는 항혈청이 포함된다. 특히, 공통 에피토프는 환원당과 RNAse, 리신, 헤모
글로빈, 콜라겐 타입 IV, LDL, BSA 및 HSA로 구성된 그룹으로부터 선택된 단백질성 물질과의 배양에 의
해 형성된다.

본 발명의 항체는 폴리클로날 또는 모노클로날일 수 있으며, 후자의 것은 하이브리도마 방법 또는 다른 
공지의 재조합기술에 의해 제조할 수 있다. 본 명세서에서 설명된 것으로, 항체는 면역감응 포유동물을 
AGEs 또는 AGEs가 형성되는 단백질로 과면역시킴으로써 면역감응 포유동물에서 유도될 수 있다. 생성된 
항체는 생체내-형성된 AGEs (이러한 AGEs를 함유하는 샘플에는 예를들어 당뇨성 조직 또는 혈청이 있다) 
및 당과의 배양에 의한 결과로 단백질상에 형성된 시험관내-형성된 AGEs를 인식하고 이들에 결합한다.

본 발명의 안티-AGE 항체는 마찬가지로 이들이 합성에 의해 생성된 특정의 AGEs, 예를들어 FFI, 피랄린, 
AFGP, 카복시메틸리신 및 펜토시딘을 인식하지 않는다는 특징을 갖는다.

본 명세서에 기술된 안티-AGE 항체는 또한,

(a) 항체가 AGE-RNAse에 의한 포유동물의 과면역화에 의해 형성될 수 있으며;

(b) 항체가 AGE-RNAse, AGE-헤모글로빈, AGE-BSA, AGE-HSA, AGE-콜라겐 IV, AGE-LDL 및 AGE-리신과 같은 
AGEs와 반응성이 있고;

(c) 항체가 비변형된 HSA 또는 BSA, FFI-BSA, 포르 화-알부민, 말레일화-알부민, LDL, 콜라겐 IV, 아세
틸-LDL, FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신, 펜토시딘, 리신, 데옥시프로필아미노프럭토즈 또는 데옥시
모르폴리노프럭토즈와 반응성이 없다는 특징을 갖는다.

본 발명의 추가의 관점에서, 본 안티-AGE 항체는 특정한 AGE-단백질을 접종한 적합한 숙주에서 생성된 
항혈청으로부터 회수될 수 있다. 바람직한 방법에는 면역감응 포유동물에서 유효량의 AGE 또는 상술한 
바와 같은 AGEs 함유 화합물을 투여하여 본 안티-AGE 항체를 유도하고, 포유동물로부터 안티-AGE 항체를 
함유하는 혈청을 수득하는 단계가 포함된다. 특정한 AGE-단백질에는 RNAse와 글루코즈와의 배양에 의한 
생성물이 포함된다.

본 발명의 또 다른 관점은

(a) AGEs를 함유하는 것으로 의심되는 샘플, AGE 캐리어, 안티-AGE 항체 또는 다른 AGE 결합 파트너를 
고체지지체에 결합시키고;

(b) 고체지지체에 부착된 종을 AGEs, 안티-AGE 항체 또는 다른 AGE 결합 파트너의 존재 여부 또는 그의 
양에 관하여 시험하고자 하는 피분석물과 접촉시키고;

(c) AGEs, 안티-AGE 항체 또는 다른 결합 파트너를 검출가능한 라벨로 표지하고;

(d) 결합된 라벨의 양을 표준물과 비교하는 단계를 포함하여 샘플내의 AGEs의 존재 여부 또는 양을 검출
하는 면역학적 시험방법에 관한 것이다.

상기한 시험방법의 형식은 AGEs의 존재 여부에 관하여 식물 및 동물의 샘플을 검사하는데, 예를들어 식
품손상의 가능성 및 발현을 검출하는데 적합할 수 있으며, 본 발명은 이러한 용도에 까지 확장된다.

본 발명은 또한, Hb-AGE, 혈청 AGE 펩타이드 및 뇨 AGE 펩타이드와 같은 AGEs이 비정상적인 레벨로 존재
하는 것을 특징으로 하는 포유동물의 질병을 검출하기 위한 본 항체의 용도를 포함한다. 항체는 폴리클
로날 또는 모노클로날일 수 있으며, 전술한 바와 같이 특정화된다.

본 명세서에 기술된 시험/진단을 수행하기에 유용하며, 샘플내에서 Hb-AGE, 뇨- 및 혈청 AGE-펩타이드, 
AGE-항체 또는 다른 AGE 결합파트너와 같은 AGEs를 검출하거나 정량하는데 적합한 시약을 함유하는 시험
키트도 본 발명에 또한 포함된다.

이들 조성물을 사용하여 질병을 예방, 진단 또는 치료하기 위한 치료학적 조성물 및 사용방법도 또한 포
함되는데, 이들은 유효량의 조성물을 이러한 치료가 필요한 환자에게 투여하는 것으로 이루어진다.

본 발명은 또한 헤모글로빈과의 컴플렉스(이하에서는 Hb-AGE라고 칭한다)를 포함하는 개량된 글리코실화 
종말산물도 포함하며, 이들은 이하에서 특히 그의 진단용 도구로서의 능력에 대하여 상세히 설명한다. 
따라서, Hb-AGE는 광범한 활성을 나타내는데, 즉 Hb-AGE 및/또는 그의 항체는 혈당증 상태나 당뇨병의 
발현을 검출하는데 뿐 아니라 이러한 상태의 진행과정을 장기간 동안 모니터하여 이러한 상태의 강도의 
변동을 검출하기위해 사용될 수 있다. 마찬가지로, Hb-AGE 및 그의 길항제 둘다에 대한 치료학적 적용도 
기대된다.

본 발명은 또한 뇨- 및 혈청 AGE-펩타이드의 측정 및 다음과 같은 진단적 및 치료학적 적용도 포함한다. 
뇨 AGE-펩타이드 레벨은 조직 AGEs의 교체의 지표이며, 따라서 당뇨병 및 당뇨병 합병증의 평가 및, 특
히 단기간 및 장기간 (예를들어 약 60-90일까지) 둘다의 혈중 글루코즈 레벨의 조절에도 또한 유용하다. 
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혈청 AGE-펩타이드는 신장 질환의 전조이며, 특히 이것을 측정하여 사구체여과율(GFR)을 결정할 수도 있
다. 따라서, 신장이 연관되어 있는 당뇨병 합병증을 모니터할 수 있으며, 혈청 AGE-펩타이드를 사용하여 
인체내의 어느 부위에서나의 AGEs의 레벨 및 신장에 대한 시험화합물의 효과를 평가할 수 있다. 혈청 펩
타이드는 수명이 긴 단백질로부터 유도되기 때문에, 혈청 펩타이드-AGEs는 또한 약물의 AGE-유도성 또는 
-형성 효과를 검출하고, AGE 억제제의 치료학적 효과를 평가하는데에도 또한 유용하다.

따라서, 본 발명은 또한 Hb-AGE, 혈청 AGE-펩타이드 및 뇨 AGE-펩타이드의 측정, 및 당 농도나 AGE 농도
와 연관된 상태를 장기간 동안 및 단기간 동안 모니터하는 관련된 방법에 관한 것이다. 본 발명은 또한 
포유동물 및 특히 인간의 혈청 알부민 AGEs(AGE-HSA), 및 손상을 측정하기 위한 식품 및 치료제로서 사
용하기 위한 재조합 제제를 포함한 단백질의 측정을 포함한다. 이렇게 마지막으로 언급된 관계에 있어
서, 본 발명은 이러한 단백질 제제의 순도를 모니터하는 방법에 있어서 본 발명의 AGE 항체의 용도, 및 
이들로부터 분리된 글리코실화된 단백질의 제제를 정제하는 관련된 방법을 포함한다. 이러한 방법은 숙
주에게 유해한 방식으로 임상적으로 활성이 있는 것으로 알려져 있는 글리코실화된 단백질의 원치않는 
투여를 제한할 수 있다.

Hb-AGE가 마커인 질병의 존재 여부 또는 활성을 평가하는 방법에는 포유동물로부터 혈액 또는 다른 혈액 
샘플을 얻고, 샘플내에서 Hb-AGE의 존재여부 또는 양을 측정하고, 이 양을 표준치와 비교하는 단계가 포
함된다.

Hb-AGE 측정은 AGEs에 의한 장기간 조직변형의 적절한 지표이며, 다양한 당뇨병성 및 연령-관련된 합병
증에 대한 개량된 글리코실화의 영향을 평가하는데 유용하다. 헤모글로빈 A1c(HBA1c)는 헤모글로빈 β쇄에 

대한 글리코실화의 정도에 대한 전조인 것으로 보고되어 있지만, HbA1c는 개량된 글리코실화 경로에 있어

서의 중간체일 뿐이며, 그밖에 다수의 중간체가 존재하는 것으로 믿어진다. 더구나, HbA1c는 병리상태의 

전조가 아니다. 따라서, Hb-AGEs 레벨은 질병, 약물 효능 등에 대한 더 좋은 척도인 것으로 믿어진다. 
본 발명에서는 질병의 진행과 약 3-4주 이상의 혈당 레벨의 장기간 조절을 더 잘 관련시키기 위하여 Hb-
AGEs가 사용된다. 아미노구아니딘 요법의 결과로서 나타나는 Hb-AGE 레벨의 저하는 인간 피검자에게서 
개량된 글리코실화에 대한 성공적인 약물학적 억제에 관한 일차적인 예이다.

따라서, 본 발명의 일차적인 목적은 생체내-형성된 AGEs를 인식하고 결합하는 항체를 함유하는 항혈청, 
및 지금까지 생산된 적이 없는 안티-AGE 항체를 함유하는 항혈청을 제조하는 방법을 제공하는 것이다.

본 명세서에 기술된 본 발명의 또 다른 목적은 개량된 글리코실화에 의해 변형된 단백질에 대하여 상술
한 항혈청을 사용하는 면역화학적 시험 프로토콜을 제공하는 것이다. AGE-면역원은 화학적 환원 및 가수
분해 과정을 사용하지 않고 시험관내에서 제조되었으며, 항혈청은 이들 AGEs를 사용하여 생체내에서 생
산된다.

본 발명의 또 다른 목적은 AGEs에 의한 면역원성 공격에 대한 반응으로 유도된 폴리클로날 항체, 및 생
체내 AGE 에피토프에 대해 특이적인 모노클로날 항체의 사용을 포함하는 면역측정 프로토콜을 제공하는 
것이다.

본 발명의 추가의 목적은 유도되고 특정화된 안티 AGE-항체의 이점을 이용하여 신속하고 확실하게 다양
한 생물학적 샘플내에서 개량된 글리코실화 종말산물을 측정하는 방법을 제공하는 것이다.

또 다른 본 발명의 목적은 내부표준물로서 Hb-AGE, 혈청 AGE-펩타이드 및 뇨 AGE-펩타이드로부터 선택된 
물질을 포함하는 AGEs 측정에 적합한 시약을 함유하며, 광범한 대체 면역학적 프로토콜에 적합한 키트를 
제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 추가의 목적은 Hb-AGE, 혈청 AGE-펩타이드 및 뇨 AGE-펩타이드와 같은 AGEs를 측정함
으로써 당뇨병을 포함한 혈당증 상태를 장기간 동안 모니터하는 신속하며 확실한 방법을 제공하는 것이
다.

이들 및 그밖의 목적은 첨부된 도면과 함께 상세한 설명을 검토함으로써 통상의 숙련된 전문가에게 명백
할 것이다.

[도면의 간단한 설명]

제1도는 안티-AGE-RNAse 항혈청에 대한 항혈청 희석곡선이다. 항혈청은 다음과 같은 흡착항원을 이용하
여 비-경쟁적 ELISA에서 역가측정되었다: RNAse(○), 글루코즈-유도된 AGE-RNAse(●), BSA(△), 글루코
즈-유도된 AGE-BSA(▲), 및 G6P-유도된 AGE-BSA(▼).

제2도는 안티-AGE-RNAse 항혈청에 대한 ELISA 경쟁적 곡선이다. 시험은 물질 및 방법 항에 기술한 바와 
같이 수행하였으며, 흡착항원으로서 글루코즈-유도된 AGE-BSA를 사용하였다. 모든 포인트는 3회의 측정
치의 평균값을 나타낸다.

(상부 패널) : 다양한 변형된 알부민과의 반응, 글루코즈-유도된 AGE-BSA(●), G6P-유도된 AGE-BSA(▲), 
프럭토즈-유도된 AGE-BSA(▼), FFI-BSA(△), 포르 화-BSA(▽), 말레일-BSA(◇), 및 BSA(○).

(중간 패널) : AGE-변형 및 비변형된 단백질과의 반응. G6P-유도된 AGE-HSA(●), 글루코즈-유도된 AGE-
LDL(▲), 글루코즈-유도된 AGE-콜라겐 IV(◆), 글루코즈-유도된 AGE-RNAse(■), HSA(○), LDL(△), 아세
틸-LDL(▽), 콜라겐 IV(◇), RNAse(□), LDL 나노몰 수는 아포프로테인 B의 분자량을 기준으로 계산되었
다.

(하부 패널) : 모델 AGEs와의 반응. 글루코즈-유도된 AGE-리신(●), G6P-유도된 AGE-리신(◆), FFI-HA(
○),  피랄린(▲),  AFGP(▼),  카복시메틸리신(■),  펜토시딘(□),  데옥시프로필아미노프럭토즈(△),  및 
데옥시모르폴리노프럭토즈(▽), AGE-리신 생성물은 리신 등가물의 나노몰수로서 첨가되었다.

제3도는 AGE-관련된 형광의 형성과 항체반응성 물질과의 동력학적 관계이다. BSA(50mg/㎖)는 물질 및 방
법 항에서 기술한 바와 같이 글루코즈(0.5M)와 함께 배양하였다. 지정된 시간에 분취액의 샘플을 취하고 
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투석하여 비결합 물질을 제거하고 ELISA에 의해 형광(λ여기=370nm, λ방사=440nm) 및 AGE 함량에 대하여 

시험하였다.

제4도는 아미노구아니딘에 의한 항체-반응성 AGEs 형성의 억제를 나타낸 것이다. 37°에서 21일 동안 글
루코즈(100mM)와 함께 배양한 BSA(100mg/㎖)(○), 37°에서 21일 동안 100mM 아미노구아니딘의 존재하에
서 글루코즈(100mM)와 함께 배양한 BSA(100mg/㎖)(●). 완충액 조건은 물질 및 방법 항에서 기술한 바와 
같다.

제5도는 실험 랫트에서 AGE-콜라겐의 측정에 관한 것이다. 당뇨병은 물질 및 방법 항에서 기술한 바와 
같이 알록산이나 스트렙토조토신에 의해 루이스(Lewis) 랫트에게서 유도하였다. 16주의 간격을 두고, 66
마리의 동물을 치사시키고, 대동맥 콜라겐을 ELISA에 의해 하이드록시프롤린, 형광 및 AGE-함량에 관하
여 분석하였다.

상부 패널 : λ여기=370nm 및 λ방사=440nm에서 측정된 상대적 형광. 

하부 패널 : ELISA에 의해 측정된 콜라겐-결합된 AGEs. 대조군 랫트(○), 알록산-유도된 당뇨병에 걸린 
랫트(▲), 및 스트렙토조토신-유도된 당뇨병에 걸린 랫트(▼). 제시된 각각의 값은 6마리의 실험동물의 
평균치이다.

제6도는 인간 혈청 AGE 레벨의 측정을 나타낸 것이다. NL : 정상 개체(n=21). DM+HD : 혈액투석을 하는 
당뇨병성 개체(n=16). 오차 막대는 S.E.M.을 나타낸다. DM 대 NL에 대한 P＜0.001. DM+HD 대 DM에 대한 
P＜0.001.

제7도는 정상인 및 당뇨병 환자의 적혈구에 있어서의 Hb-AGEs 및 HbA1c 레벨을 비교하여 둘사이의 상관관

계를 도시한 그래프이다 (정상환자=■)(당뇨병 환자=□).

제8도는 정상인 및 당뇨병 환자에게서의 Hb-AGE 및 HbA1c 레벨의 평균치를 나타내고 비교하는 두개의 막

대그래프를 포함한다.

제9도는 23명의 당뇨병 개체(DM) 및 9명의 비당뇨병성 정상혈당성 개체(NL)에게서 측정된 Hb-AGE 레벨의 
ELISA 결과를 도시한 그래프이다. NL : 4.3±0.3 AGE 유니트/mg Hb, DM : 7.7±0.6AGE 유니트/mg Hb(평
균±S.E.). 각각의 값은 측정된 값이 ELISA 표준곡선의 선상 범위내에 포함되는 것이 확실하도록 3-4 헤
모글로빈 희석액에 대하여 측정된 3회 측정치의 평균치로 나타낸다. AGE 유니트는 기술된 바와 같이 합
성되고 AGE 함량에 대하여 분석된 AGE-알부민 표준에 대해 상대적으로 계산되었다.

제10도는 9명의 정상혈당성 개체(○) 및 23명의 당뇨병 개체(●)에 대한 Hb-AGE 및 HbA1c의 레벨 사이의 

상관관계를 그래프로 나타낸 것이다. HbA1c는 HPLC에 의해 측정되었다.

제11도는  시험관내에서의  Hb-AGE  형성을  나타내는  그래프이다.  인간의  헤모글로빈(50mg/㎖)(Sigma 
Chemical Co.)을 0mM 글루코즈(○), 5mM 글루코즈(●), 20mM 글루코즈(▲), 또는 20mM 글루코즈 및 50mM 
아미노구아니딘(◆)을 함유하는 0.4M NaPO4  완충액(pH 7.4)중에서 37℃에서 배양하였다. 헤모글로빈 및 

20mM 글루코즈를 함유하는 분취액을 ELISA하기 전에 200-배 몰과량의 나트륨보로하이드라이드로 환원시
켰다(▽). 아미노구아니딘(50mM)은 또한 5mM 글루코즈 조건에서 Hb-AGE 형성을 억제하였다(＞95%)(데이
타는 제시되지 않았음). 아미노구아니딘(50mM)은 ELISA 분석하기 1시간 전에 글루코즈/헤모글로빈 배양
물에 첨가하면 Hb-AGE의 검출을 억제하지 않았다(데이타는 제시되지 않았음). 모든 배양은 멸균여과 후
에 수행하였다. 지정된 시점에 1㎖ 샘플을 취하여, ELISA 분석하기 전에 인산염-완충된 식염수에 대하여 
투석하였다.

제12도는 아미노구아니딘 요법을 수행하기 전(■) 및 수행한 지 28일 후(▒)에 18명의 당뇨병 환자에게
서 Hb-AGE 및 HbA1c  레벨을 측정한 결과이다. Hb-AGE : 13.8±0.8U AGE/mg Hb - 〉 10.0±0.9U AGE/mg 

Hb; HbA1c : 10.1%±0.8% -〉 9.2%±0.8%(평균±S.E.).

[발명의 상세한 설명]

본 명세서에서는 사용된 용어를 간단히하고 본 발명을 더 잘 이해하도록 하기 위하여 여러가지 약어가 
사용되었다. 대표적으로는 다음과 같은 약어들이 있다.

본 명세서에서 사용된 것으로, 용어 “AGE” 및 “AGEs”는 환원당과 단백질 아미노 그룹의 반응에 의해 
생체내 및 시험관내에서 생성되는 중간체 및 안정한 화합물의 형태인 개량된 글리코실화 종말산물을 칭
하기 위해 적절히 사용된다. 따라서 AGEs는 노화과정에서 나타나는 단백질의 구조적 및 기능적 변형에 
관련된 안정한 종말산물 뿐 아니라 중간체도 포함한다. 예를들어, AGEs는 유리 폴리펩타이드 아미노 그
룹과 반응하여 단백질 교차그룹을 야기시키는 것으로 인식된다. 또한, 이러한 AGEs는 순환기중에서 및 
당뇨병과 같은 특정 질환의 조직중에서 상승된 레벨로 관찰된다. 

용어  “AGE-RNAse”,  “AGE-Hb”,  “AGE-BSA”,  “AGE-HSA”,  “AGE-알부민”,  “AGE-콜라겐”  및 
“AGE-LDL”이 사용된 경우에, 이들 각각은 하나 또는 그 이상의 환원당과 기질 RNAse, Hb, BSA, HSA, 
알부민, 콜라겐 및 LDL 각각과의 화학적 반응에 의해 형성된 개량된 글리코실화 종말산물을 칭하는 것이
다. 즉, AGE-RNAse는 소 리보뉴 클레아제와 환원당과의 반응에 의한 개량된 글리코실화 종말산물을 칭한
다.

일반적으로 언급된 경우에 알부민은 인간, 소 등과 같이 이것이 유래하는 모든 종에 대한 것이다.

BSA는 소 혈청알부민을 의미한다.

HSA는 인간 혈청알부민을 의미한다.

RNAse는 일반적으로 리보뉴클레아제를 의미하며, 경우에 따라서는 특히 소췌장 리보뉴클레아제를 의미한
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다.

콜라겐은 통상적인 의미로 모든 적절한 공급원으로부터 유도된 모든 형태의 콜라겐을 칭하는 것으로 사
용된다. 특정한 형태의 콜라겐이 사용되는 경우에는 실시예에서와 같이 각각의 형태가 언급된다. 그러
나, 대체가능한 콜라겐 형태가 또한 사용될 수도 있다는 것을 인식하여야 한다.

LDL은 또한 통상적인 의미로서 저점도 리포프로테인을 칭하는 것으로 사용된다.

FFI-BSA는 2-(2-푸로일)-4(5)-(2-푸라닐)-1H-이미다졸 헥사노산을 소 혈청알부민과 함께 배양하고 반응
성 화합물을 디사이클로헥실카보디이미드와 커플링시킴으로써 생상된 모델 AGE-단백질을 의미한다. 포름
알데히드-BSA, 말레일-BSA 및 아세틸-LDL은 모두 이하에 기술하는 바와 같이 생산된 변형된 단백질을 의
미하는 것이다.

본 발명은 생체내-생성된 특정의 AGEs 및 특히 Hb-AGE, 혈청 AGE 펩타이드 및 뇨 AGE 펩타이드의 측정, 
및 이러한 측정이 이용될 수 있는 진단 및 치료학적 적용방법에 관한 것이다. 마커로서 Hb-AGE의 사용은 
혈당 레벨의 장기간 측정 및 당뇨병에서 존재하는 것과 같은 혈당 레벨을 모니터하는 당연한 능력을 촉
진시킨다. 본 명세서에 제시된 데이타가 밝히고 있는 바와 같이, 공지의 결정인자 HbA1c와는 반대로 Hb-

AGE는 생체내 글리케이션 억제제인 아미노구아니딘의 투여에 대한 반응으로 감소하며, 따라서 진단 및 
치료목적 둘다를 위한 용도의 부가된 디멘션(dimension)을 포함하는 최근의 혈당 레벨의 임상적으로 정
확한 시간-적분 파라메터를 나타낸다.

특히, 본 발명은 본 발명의 일부분을 구성하며, 모출원인 미국특허출원 제07-811,579호에 포괄적으로 표
시되어 있는 안티-AGE 항체를 사용하여 개발된 경쟁적 ELISA의 잇점을 이용하며, 신속하며 효과적인 진
단방법을 포함한다. 제9도에서 보는 바와 같이, Hb-AGE는 안정하며 확실한 글루코즈-유도된 전위 아다모
리 생성물을 나타내며, 이에 의해 진단 프로토콜이 개발되고 수행될 수 있다. 따라서, 본 발명은 생체내 
혈당상태를 장기간 모니터하고, 이용될 수 있는 조절수단의 효능을 동시에 평가하는 방법을 포함한다.

본 발명은 또한, 그밖의 다른 AGEs 및 특히 혈청 및 뇨 AGE-펩타이드의 측정을 포함한다. 혈청 및 뇨 
AGE-펩타이드는 Hb-AGE와 마찬가지로 AGE 축적의 순환마커를 나타내며, 이것은 이러한 축적이 특징적으
로 나타나는 병변 및 그밖의 다른 기능장애의 발현 및 정도를 반영하는 것이다. 즉, 이들 AGEs를 특히 
본 명세서에 기술된 진단방법을 이용하여 측정함으로써 증가된 AGE 레벨이 관찰되는 이러한 연령-관련된 
상태 및 당뇨병 상태, 예를들어 아테롬성경화증, 백내장 및 당뇨병성 신장병을 장기간에 걸쳐 모니터하
고 평가할 수 있다.

마찬가지로, 마커 또는 결정인자로서 Hb-AGE 및 지시된 AGE-펩타이드를 포함하는 방법이 이들 AGEs와 상
호작용할 수 있는 약물 또는 다른 종류의 것을 확인하기 위한 약물 발견시험방법으로서 사용될 수도 있
다. Hb-AGE의 경우에는 혈중 클루코즈의 농도 또는 Hb-AGE 자체의 형성을 조절할 수 있는 약제를 발견하
는 것이 가능할 수 있다. 이러한 경우에 시험방법 및 시험키트는 리간드 또는 결합파트너로서 Hb-AGE와 
함께 본 명세서에서 후술하는 바와 같은 키트에 대해 기술된 시약을 포함할 수 있다. 유사한 시험방법 
또는 키트는 Hb-AGE와 유사한 능력으로 사용되는 지시된 AGE 펩타이드를 사용하여 준비될 수도 있다.

생체내에서의 AGE 형성에 대한 연구는 특정한 시험방법의 결여 및 생체내 시험방법에 대한 조직 AGEs의 
일반적인 입수불가능성으로 인해 방해를 받고 있다. HbA1c와 같은 아다모리 생성물이 AGE 전구체라는 인

식은 헤모글로빈이 또한 최근에 개발된 ELISA 기술에 의해 측정될 수 있는 AGE 변형을 초래할 수 있을 
것이라는 생각을 하게 한다.

Hb-AGE는 순환 인간 헤모글로빈의 약 0.42%를 차지하는 것으로 측정되었다. 이 분획은 당뇨병-유도된 고
혈당증이 있는 환자에게서는 약 0.75%7로 증가한다. 중요하게도, 생체내 AGE 형성의 억제제인 아미노구
아니딘으로 28일 동안 치료한 당뇨병 환자는 치료기간의 종료시에 현저히 저하된 Hb-AGE 레벨을 나타내
었다.

개량된 글리코실화에 의해 야기된 조직 및 종말기관 손상은 수개월 내지 수년의 기간에 걸쳐 축적된다. 
당뇨병 합병증은 유사한 기간동안 진행한다.

상기 언급한 바와 같이, 본 발명의 특히 바람직한 관점은 당뇨병 환자에게서 혈중 글루코즈의 조절의 범
위에 대한 지시제로서의 Hb-AGE의 용도이다. 정상적인 Hb-AGE 레벨 및 Hb-AGE가 형성되는 반응시간을 고
려하여 보면, 혈액내에 존재하는 Hb-AGE의 레벨은 Hb-AGE 레벨이 정상값 이상인 질병 및 원질환의 전조
가 될 수 있다.

유사하게, 혈청 펩타이드-AGEs는 사구체여과율(GFR) 및 신장 손상을 반영하는 지시제로서 사용될 수 있
다. 뇨 AGE-펩타이드는 조직단백질 및 특히 조직-AGE 단백질에서의 교체를 측정하는 지시제로서 사용될 
수도 있다.

Hb-AGE 및 혈청 AGE-펩타이드 시험방법 둘다에서는 혈액 샘플을 채취하고 분리과정이 사용될 수 있다. 
세포성 혈액성분은 혈청으로부터 분리할 수 있으며, Hb-AGE 시험방법에서는 적혈구로부터 헤모글로빈을 
추출할 수 있다. 그후에 AGE-펩타이드의 혈청 레벨 및 존재하는 AGEs의 존재여부 또는 정도를 평가할 수 
있다.

단일의 혈액 샘플을 사용하여 두가지 시험을 수행함으로써, 혈중 글루코즈 레벨이 조절할 수 없게 되는 
더 넓은 시간 체계가 예측될 수 있으며, 예를들어 Hb-A1c에 의해 예견되는 3-4주 시간체계 전, 중 또는 

후까지 연장되는 60일 범위가 Hb-AGE에 의해 예견될 수 있다. 필요에 따라, 완전한 환자 프로필을 제공
하기 위하여 Hb-AGE 및 혈청 AGE-펩타이드의 분석을 또한 혈액 또는 뇨에서의 글루코즈 레벨 결정, 글루
코즈 내성시험 및 뇨 AGE-펩타이드의 측정을 포함한 당뇨병 상태를 평가하는데 유용한 그밖의 다른 시험
과 더불어 수행할 수 있다.

본 발명의 또 다른 관점은 뇨에서 검출될 수 있는 개량된 글리코실화 종말산물에 관한 것이다. 펩타이드
를 포함한 단백질은 정상적인 개체에서는 뇨에서 낮은 레벨로 검출되며 질병이 있는 개체에게서는 아마
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도 상승된 레벨로 검출된다. 조직 AGEs의 교체를 반영하는 뇨 AGE-펩타이드의 존재 및/또는 레벨이 측정
되어 개개 질병 또는 상태와 상호관련되어 이들에 대한 전조가 될 수 있다. 예를들어, 정상 뇨에서 확인
되는 펩타이드의 양은 1일에 약 25 내지 50mg 범위이며, 주된 혈액 단백질인 알부민 및 글로부린과는 매
우 다른 특성을 갖는 마이크로프로테인(microprotein)으로 이루어진다.

뇨에 단백질이 존재하는 것은 숙주 또는 환자가 감염에 의한 것과 같은 침습이 진행중인 경우에 나타날 
수 있는 것으로서 순이화상태를 반영하는 다양한 질병 또는 상태의 증상일 수 있다. 이러한 환경하에서, 
숙주는 동화성 에너지 저장활성 및 세포복원활성을 중지시키고, 대신에 에너지 비축의 이화성 고갈 및 
백혈구와 다른 인자들의 보강을 촉진시켜 자극과 싸워 중화시키는 사이토킨과 같은 다수의 인자들을 분
비함으로써 침습성 자극에 대항하는 힘을 발휘한다. 이러한 활성이 조직 단백질 레벨 및 상응하는 조직-
AGEs 레벨의 상응하는 증가를 야기시키기 때문에, 뇨 AGE-펩타이드의 측정은 악액질 및 쇼크와 같이 숙
주에서 있을 수 있는 침습성 활성의 또 다른 지표를 제공한다. 즉, 뇨중의 AGE-펩타이드의 존재 여부 또
는 레벨을 측정하여, 이 레벨을 표준치와 상호연관시킬 수 있다. 정상적인 개체에서, 정상 레벨은 0이거
나 거의 0일 수 있다. 당뇨병 환자 또는 감염 또는 다른 외상을 겪은 환자에게서, AGE-펩타이드의 정상 
레벨은 훨씬 더 클 수 있다. 즉, 신장성 합병증 이전에 당뇨병이 개선 또는 악화되는 것 또는 감염이 존
재하는지 여부는 AGE-펩타이드의 뇨중 레벨의 증가를 검출함으로써 검출될 수 있다.

마찬가지로, 정상인보다 더 빠르게 단백질을 글리코실화시키는 개체를 검출할 수도 있다. 이 경우에, 인
체의 단백질에 의해 AGE 형성 또는 유리를 유도하는 화합물인 글루코즈에 의한 것과 같은 특정한 공격의 
결과로서 AGE-펩타이드의 뇨중 레벨, 또는 아미노구아니딘과 같은 AGE 억제화합물의 투여를 중지한 후에 
뇨 펩타이드-AGE 레벨이 증가하는 속도를 측정할 수 있다. 따라서, 상세한 임상적 상황은 명백해 질 수 
있다.

본 발명은 또한 혈청내에서 이러한 AGE-펩타이드의 존재 여부 또는 레벨을 검출하는 것에 관한 것이다. 
이것은 AGE의 축적 및 순환기계에서 발견되는 세포외성 및 세포성 혈액 단백질, 단백질 단편 및 펩타이
드(단쇄 아미노산, 예를들어 길이가 약 50 아미노산 이하인 것)와의 반응의 정도를 참작할 수 있다. 이
들은 AGEs의 존재 또는 레벨, 측정된 개량된 글리케이션의 정도에 관하여 평가되고, 표준치, 예를들어 
정상 펩타이드 글리케이션 레벨과 비교할 수 있다. 예를들어, 혈액내의 AGE-펩타이드의 상승된 레벨을 
검출한다면, 이것을 환자가 겪고 있는 신장 손상의 정도와 상호관련시킬 수 있다.

아다모리 생성물은 느리게 가역적이며, 3-4주의 기간에 걸쳐 평행에 도달하는 것으로 믿어진다. 이와 반
대로, AGEs는 단백질에 부착된 상태로 비가역적으로 유지되며, 단백질의 수명에 걸쳐서 지속적으로 축적
된다. 따라서, 개량된 글리코실화의 장기간 생체내 마커로서의 Hb-AGE 측정의 유용성이 인정될 수 있다.

전술한 바와 같이, 본 발명은 또한 항혈청 및 생체내-형성된 글리코실화 종말산물을 인식하고 이에 결합
하는 상응하는 항체의 동정을 포함한다. 본 명세서의 이하에 제시되어 있는 실시예에서 입증되는 바와 
같이, 폴리클로날 AGE-리보뉴클레아제 항혈청은이 제조되어 경쟁적 ELISA 시스템에 사용되어 시험관내- 
및 생체내-유도된 생성물에 대한 이 항혈청의 특이성을 연구한다. 생성된 항혈청은 비정상적으로 증가된 
레벨의 AGEs를 함유하는 것으로 알려져 있는 당뇨병 조직 및 혈청에서 생체내 AGEs를 인식하고 이에 결
합함으로써, 이들 사이에 공통적인 에피토프가 존재한다는 결론을 내릴 수 있다. 이에 비해, 합성되고 
시험된 모델 합성 AGEs의 각각은 폴리클로날 항혈청과 반응하지 않았지만 다른 시험관내-형성된 AGEs는 
반응성이다.

환원당과의 배양-형 반응에 적합한 단백질 및 단백질-함유 물질의 예로는 예를들어 RNAse, 헤모글로빈, 
콜라겐, BSA  및 HSA가 포함되는데, 이들은 각각 예를들어 글루코즈, 글루코즈-6-포스페이트(“G6P”), 
프럭토즈 또는 리보즈와 함께 배양하여 안티-AGE 항체의 형성을 유도하는데 적합한 AGE 면역원을 생성할 
수 있다.

이러한 안티-AGE 항체는 또한 환자의 치료에 사용하여 순환 AGEs 또는 특정조직, 예를들어 췌장, 간, 신
장 또는 뇌에 비정상적으로 상승된 레벨로 존재할 수 있는 AGEs 의 레벨을 저하시킬 수도 있다.

또한, 생체내에서 AGEs의 상승된 레벨을 치료하는데 유용한 약제 또는 화합물의 디자인, 선별 및/또는 
상승작용을 위해 안티-AGE 항체를 사용하는 것도 본 명세서에 기술된 발명의 범주내에 포함된다. 이와 
관련하여, 안티-AGE 항체는 치료제로서 사용하기 위해 특별히 배양 또는 생산된 단백질을 정제하기 위해 
사용될 수 있다. 전술한 바와 같이, 이러한 단백질의 치료학적 용도는 현저성 및 중요성이 증가하고 있
으며, 다른 숙주세포와 마찬가지로 이러한 단백질은 글리케이션 및 AGEs의 형성에 대해 민감하다. 이러
한 AGEs는 특히 임상적으로 활성이 있기 때문에, 치료중의 숙주에게 도입시키는 것을 제한하는 것이 바
람직하다. 따라서, 본 발명은 이러한 단백질의 배취를 예를들어 적합한 기질상에 고정된 일정량의 안티-
AGE 항체와 접촉시킴으로써 단백질을 정제하는 방법을 포함한다. 이러한 방식으로 글리코실화된 단백질
을 통상적인 방법에 의해 배취의 잔여물질들로부터 분리시킬 수 있다. 상업적 공정의 경우에 기질은 주
기적으로 재세척하거나 치환시킴으로써 기질을 통한 단백질물질의 연속적 순환 및 단백질-AGE 성분의 후
속 분리 단계가 수행될 수 있도록 한다. 전술한 기구는 단지 설명만을 목적을 제시된 것이며, 본 발명의 
범주 및 본 분야에서의 전문기술의 범위내에서 디자인 및 수행방법을 다양하게 변형시킬 수 있음은 당연
하다.

본 발명은 또한, 안티-AGE 항체를 이용하여 이러한 개량된 글리코실화 종말산물의 존재, 양, 위치 및 효
과를 시험함으로써 식물 및 동물 둘다에서 단백질 노화를 측정하는 방법을 포함한다. 안티-AGE 항체를 
AGEs를 함유할 것으로 예상되는 생성물의 샘플과 접촉시킴으로써 식물질 및 동물 식품 샘플을 평가하여 
식품 손상 및 그렇게 영향을 받은 단백질성 물질의 분해를 판정할 수 있으며, 한편 개량된 글리코실화를 
일으킬 수 있는 혈액, 혈장 및 뇨와 같은 체액, 조직 샘플 및 DNA와 같은 생체분자를 포함한 동물의 시
험은 병변 또는 다른 전신적 기능부전의 검출을 도와준다.

또한, 이러한 시험방법을 이용하여 치료학적 용도를 위해 배양되거나, 수거되거나, 또는 다른 식으로 재
조합적으로 제조된 단백질의 분해정도를 평가하고, 이러한 물질이 글리코실화될 수 있는지 및/또는 어느 
정도까지 글리코실화 될 수 있는지를 측정할 수 있다. 이 시험방법은 단독으로 또는 정제공정과 함께 사
용되어 단백질 물질이 예정된 역치수준의 글리코실화를 나타내었는지에 대한 결정이 상술한 것과 같은 
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정제공정을 배치식으로 또는 연속적 방식으로 수행하여야 하는 필요성에 대한 지표가 되도록 할 수 있
다.

본 발명의 시험방법은 표지되거나 표지되지 않은 본 명세서에 기술된 안티-AGE 항체, 피분석물, 및/또는 
리간드, 항체에 대한 하나 또는 그 이상의 결합파트너, 및 이들에 대해 적용가능한 결합파트너를 포함하
는 여러가지 시험 프로토콜의 수행을 포함한다.

용어 “결합파트너”는 서로를 인식하고/하거나 서로에 대해 결합하는 것으로서 시험에서 사용된 성분을 
의미하는 일반적 개념으로 사용된다. 따라서, 안티-AGE 항체 및 항체에 의해 인식되는 AGEs는 결합파트
너인 것으로 간주된다.

용어 “결합파트너”는 또한 AGE 결합파트너에 결합하는 AGE 유도체와 같이 본 발명에서 유용한 리간드
를 포함한다. 이들 리간드는 단독으로 직접, 또는 아비딘 또는 비오틴과 같은 제2의 검출파트너와 함께 
검출될 수 있다. 적합한 합성된 AGE 유도체는 글루코즈, 글루코즈-6-포스페이트(G6P), 프럭토즈 및 리보
즈와 같은 환원당과 펩타이드, 단백질 및 BSA, 아비딘, 비오틴 유도체, 및 알칼리성 포스파타제와 같은 
효소 등의 그밖의 다른 생화학적 물질과의 반응생성물중에서 선택된다.

본 발명에서는 효소 및 개량된 글리코실화가 일어난 다른 캐리어가 유용하다. 이들 AGE-효소는 본 발명
의 시험에서 바람직한 표지된 리간드로서 작용할 수 있다. 다른 적합한 리간드에는 개량된 글리코실화가 
일어날 수 있는 캐리와 환원당의 직접적인 반응생성물이 포함될 수 있다. 적합한 캐리어는 탄수화물, 단
백질, 합성 폴리펩타이드, 지질, 생체적합성 천연 및 합성수지, 및 이들의 혼합물로부터 선택된 물질로 
이루어질 수 있다.

본 발명의 시험방법은 리간드 또는 결합파트너가 기질에 결합되는 방식으로 수행될 수 있다. 마찬가지
로, 시험방법에는 방사성 원소, 효소 및 형광성 화학물질로부터 선택될 수 있는 라벨의 사용이 포함된
다.

본 발명의 방법은 광범한 기관 시스템의 상태를 검출 및 평가하는 수단이 제공되는 특별한 치료학적 적
용성을 갖는다. 마일라드 방법은 콜라겐, 엘라스틴, 렌즈 단백질 및 신장사구체 기저막을 포함한 체내의 
몇가지 중요한 단백질 메스에 심각한 영향을 미친다. 이들 단백질은 연령에 따라서 (따라서, 용어 “단
백질 노화”를 적용한다) 및 상승된 혈당 레벨 및 AGE 형성에 대한 장기간의 노출(이것은 또한 주로 병
변에 기인한 것이다)의 결과로서 열등하게 된다.

이 방식으로, 체내에서 개량된 글리코실화 종말산물의 위치 및 상대적 농도를 확인할 수 있다. 또한, 상
이한 기관의 검체를 시험함으로써 AGE “환자 프로필”을 얻을 수 있으며, 즉 환자에게서 AGEs의 위치 
및 상대적 농도를 확인할 수 있다. 이러한 기술은 특히 아테롬성 플라그에서와 같은 개량된 글리코실화 
종말산물의 비정상적인 농도를 확인하는데 유용하다. 이러한 방식으로, 장래의 전신적 기능부전의 위치
를 확인할 수 있다.

따라서, 본 발명의 시험방법은 광범하게는

A. 개량된 글리코실화 종말산물을 함유하는 것으로 의심되는 적어도 하나의 샘플을 준비하고;

B. i. 생체내-형성된 개량된 글리코실화 종말산물에 대한 공통적인 면역학적 에피토프와 반응하며,

ii. 시험관내에서 형성된 개량된 글리코실화 종말산물과 교차반응성이 있고,

iii. 그러나 FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신 및 펜토시딘과 같은 형성된 개량된 글리코실화 종말산
물과는 교차반응성이 없다는 특징을 가지고, 생체내-형성된 개량된 글리코실화 종말산물과 반응하며, 이 
샘플에 대해 배향된 적어도 하나의 안티-AGE 항체를 제조하고;

C. 샘플, 안티-AGE 항체에 대한 리간드 및 안티-AGE 항체로 구성된 그룹중에서 선택된 물질상에 검출가
능한 라벨을 배치시키고;

D. 단계 C로부터 수득한 표지된 물질을 표지되지 않은 단계 C로부터의 물질로 구성된 그룹으로부터 선택
된 물질과 접촉시키고;

E. 단계 D로부터 생성된 샘플을 표지된 물질의 결합도에 대하여 평가하는 단계를 포함한다.

평가될 수 있는 적합한 피분석물은 예를들어 식물 물질, 식용 동물 물질, 혈액, 혈장, 뇨, 뇌척수액, 림
프액 및 조직; 및 단독으로 및 단백질 알부민과 같은 캐리어 단백질에 결합된 특정의 합성화합물로부터 
선택될 수 있다. 피분석물은 또한, 예를들어 단백질 또는 또 다른 거대분자와 환원당과의 반응에 의해 
제조된 합성적으로 유도된 개량된 글리코실화 종말산물을 포함할 수도 있다.이 반응생성물은 단독으로 
사용되거나 캐리어와 결합시킬 수 있다.

캐리어는 탄수화물, 단백질, 합성 폴리펩타이드, 핵산, 지질, 생체적합성 천연 및 합성수지, 항원 및 이
들의 혼합물로 구성된 그룹으로부터 선택될 수 있다.

본 명세서에 기술된 안티-AGE 항체는 식물, 식용 동물질 등에서 단백질의 개량된 글리코실화의 퇴행효과
를 진단하고, 개량된 글리코실화 종말산물의 증강(buildup)의 부작용을 검출하기 위한 두가지 경우 모두
에 사용될 수 있다. 동물에서 동맥의 연령- 또는 당뇨병-관련된 경화, 피부 주름, 동맥폐색 및 당뇨병
성, 망막성 및 신성 장애와 같은 상태 모두는 개량된 글리코실화 종말산물의 양에 있어서의 증가로서 나
타나는 과도한 증강 또는 트래핑(trapping)으로부터 야기된다.  따라서,  본  발명의 진단방법은 이러한 
AGEs의 양 및 위치를 모니터함으로써 적어도 부분적으로 체내에서 개량된 글리코실화 종말산물의 축적에 
의해 야기되는 병변을 회피하고자 하는 것이다.

본 발명을 사용하여 개량된 글리코실화 종말산물의 상응하는 존재를 측정함으로써 촉진되거나, 자발적이
거나, 특발성인 병변상태의 존재를 평가하고/하거나 검출할 수 있다. 더욱 특히는, AGEs의 존재 또는 양
은 본 명세서에 기술된 것으로서 본 발명의 안티-AGE 항체 또는 적어도 하나의 그들의 결합파트너의 적
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절히 표지된 양을 사용함으로써 본 명세서에 기술된 것과 같은 시험기술에 의해 직접 추적될 수 있다. 
또 다른 방법으로, 본 발명의 안티-AGE 항체와 반응성이 있는 AGEs를 규정하는 에피토프를 합성하여 결
합파트너(또는 이러한 결합파트너에 대한 길항제)를 야기시키는데 사용할 수 있으며, 여기에서 결합파트
너는 또한 표지되어 매질내에 도입시켜 본 명세서에 기술된 AGEs의 존재 및 양을 시험하고, 이렇게 하여 
매질을 뽑아낸 숙주의 상태를 평가할 수 있다.

따라서, AGE 수용체 및 제조될 수 있는 이에 대한 결합파트너는 둘다 예를들어 비표지되거나, 방사성 부
가, 나트륨보로하이드라이드에 의한 환원 또는 방사성 요오드화에 의해 표지될 수 있는 AGE에 대한 수용
체 또는 다른 리간드를 사용하여, 방사성면역측정법과 같은 면역측정법을 포함한 다양한 진단기술과 관
련하여 사용될 수 있다.

일반적인 시험방법 및 그들의 적용은 모두 본 기술분야에서 숙련된 전문가에게 잘 알려져 있으며, 본 명
세서에서는 본 발명의 범위내에서 이용될 수 있는 방법을 제한없이 예시적으로 나타내었다.

개량된 글리코실화 종말산물은 하나 또는 그 이상의 결합파트너와 컴플렉스를 형성하며, 컴플렉스의 하
나의 구성원은 검출가능한 라벨로 표지될 수 있다. 컴플렉스를 형성한다는 사실, 및 필요한 경우에 그의 
양은 적용가능한 검출방법, 예를들어 형성된 컴플렉스에 의한 IgG 인식 및 반응에 의해 측정될 수 있다.

적합한 방사성 원소는 
3
H, 

14
C, 

32
P, 

35
S, 

36
Cl, 

51
Cr, 

57
Co, 

58
Co, 

59
Fe, 

90
Y, 

125
I, 

131
I 및 

186
Re로 구성된 그

룹중에서 선택될 수 있다. 상기의 아이소포트 중의 하나를 사용하여 제조된 것과 같은 방사성 라벨이 사
용되는 경우에는, 현재 이용가능한 공지의 계수방법이 사용될 수 있다.

라벨이 효소인 경우에 검출은 본 기술분야에서 공지되어 있으며 현재 이용되고 있는 비색법, 화학발광
법, 분광광도법, 형광분광광도법, 온도측정법, 전류법 또는 기체정량분석법과 같은 기술에 의해 이루어
질 수 있다. 효소는 카보디이미드, 디이소시아네이트, 글루타르알데히드 등과 같은 가교분자와의 반응에 
의해 개량된 글리코실화 종말산물, 그들의 결합파트너 또는 캐리어 분자에 결합될 수 있다. 또한, 그리
고 본 발명의 특정한 구체예에서는 효소 그자체를 본 명세서에 기술된 바와 같은 당과 반응시킴으로써 
개량된 글리코실화 종말산물로 변형시킬 수도 있다.

이들 방법에서 사용될 수 있는 대부분의 효소는 잘 알려져 있으며, 이용될 수 있다. 검출에 바람직한 효
소는 퍼옥시다제, β-글루쿠로니다제, β-D-글루코시다제, β-D-갈락토시다제, 우레아제, 글루코즈 옥시
다제와 퍼옥시다제, 헥소키나제와 GDPase, RNase, 글루코즈 옥시다제와 루시페라제, 포스포프럭토키나제
와 포스포에놀피루베이트 카복실라제, 아스파르테이트 아미노트랜스페라제와 포스페놀피루베이트 데카복
실라제, 및 알칼리성 포스파타제이다. 다른 표지물질 및 방법에 대한 설명은 예를들어 미합중국특허 제 
3,654,090; 3,850,752; 및 4,016,043호를 참고로 한다.

라벨로 사용될 수 있는 다수의 형광성 물질이 또한 공지되어 있다. 이들에는 예를들어 플루오레세인, 로
다민 및 아우라민이 포함된다. 특히 바람직한 검출물질에는 염소에서 제조되어 이소시아네이트를 통해 
플루오레세인과 결합된 안티-토끼 항체상의 하나 또는 그 이상의 형광라벨이 포함된다.

한가지 시험형식에는 결합된 항체가 포함되는데, 여기에 리간드와 피분석물을 첨가한다. 그후 생성된 기
질을 세척한 다음, 항체에 결합된 피분석물의 양을 측정함으로써 검출을 수행한다. 제2의 시험형식에서
는 항체 및 피분석물이 첨가되는 결합된 리간드가 사용된다. 이들 두가지 형식은 모두 피분석물과의 경
쟁적 반응을 기초로 한 것인 반면에, 제3의 시험형식은 결합된 피분석물과 항체와의 직접적인 결합반응
을 포함한다. 후자의 두가지 시험형식에서 항체의 결합도는 직접적인 라벨 또는 표지된 결합파트너에 의
해 측정된다.

본 명세서에 기술된 모든 프로토콜은 개량된 글리코실화 종물산물의 정량적 및 정성적 측정, 및 개량된 
글리코실화 종말산물의 증대가 관련된 병변의 동반된 진단 및 감시에 적용될 수 있다. 당뇨병과 같은 상
태 및 아테롬성 경화증 및 피부주름과 같이 노화와 관련된 상태는 비-제한적인 예를 나타내는 것이며, 
따라서 이들 상태를 진단하고 모니터하는 방법은 본 발명의 범주내에 포함된다.

본 발명은 또한 개량된 글리코실화 종말산물의 존재의 정도를 정량적 및/또는 정성적으로 분석하기 위한 
측정방법 및 시험키트를 포함한다. 이러한 측정시스템 및 시험키트는, 예를들어 본 명세서에 언급된 안
티-AGE 항체 또는 결합파트너에 라벨을 커플링시키는 본 명세서에 언급된 방사성 및/또는 효소적 기술중
의 하나에 의해 제조된 표지된 성분; 및 표지된 성분, 그의 결합파트너, 측정될 성분중의 하나 또는 그
의 결합파트너(들)과 결합할 수 있는 하나 또는 그 이상의 추가의 면역화학시약(이들중의 하나는 유리되
거나 고정된 리간드일 수 있다)을 포함한다. 본 명세서에 기술된 키트의 성분들중의 하나는 대표적으로 
표지되거나 비표지된 형태의 안티-AGE 항체이다.

본 발명의 추가의 구체예에서는, 한가지 경우에는 식품공학자에 의해서, 및 다른 경우에는 의약전문가에 
의해 사용하기에 적합한 시판용 시험키트를 제조하여 개량된 글리코실화 종말산물의 존재 여부를 측정할 
수 있다. 전술한 바와 같이, 키트를 사용하여 재조합 또는 그밖의 다른 정제된 단백질, 및 특히 치료학
적으로 사용하기 위한 목적을 갖는 단백질상에 개량된 글리코실화 종말산물이 존재하는지를 측정하고, 
첫번째 경우에는 이들을 시험하고, 두번째 경우에는 이들의 추가의 정제를 도울 수 있다.

상술한 시험기술에 따라 이러한 키트의 한가지 부류는 적어도 표지된 AGE, 또는 상술한 바와 같은 그의 
결합파트너, 및 선택된 방법, 예를들어 “경쟁적”, “샌드위치”, “DASP”등의 방법에 따른 지침을 포
함한다. 키트는 또한 완충제, 안정화제 등과 같은 부수적인 시약을 포함할 수 있다.

따라서, 바람직한 시험키트는 AGEs의 존재, 양 또는 활성을 측정하기 위해 (a) 검출가능한 라벨에 본 발
명의 안티-AGE 항체 또는 그에 대한 특정의 결합파트너를 직접 또는 간접적으로 부착시킴으로써 수득된 
적어도 하나의 표지된 면역화학적 반응성성분의 예정된 양; (b) 그밖의 다른 시약; 및 (c) 키트를 사용
하는 지침서를 포함하도록 제조될 수 있다.

더욱 구체적으로, 바람직한 진단시험키트는 (a)  일반적으로 고체상에 결합하여 면역흡착제를 형성하거
나, 다른 방법으로 적합한 태그(tag) 또는 다수의 이러한 종말산물 등(또는 이들의 결합파트너)의 각각

21-9

등록특허10-0257733



에 결합된, 상술한 바와 같은 안티-AGE 항체에 대한 결합파트너 또는 그의 리간드의 공지의 양; (b) 필
요에 따라 그밖의 다른 시약; 및 (c) 시험키트를 사용하기 위한 지침서를 포함할 수 있다.

추가의 변형에서, 바람직한 시험키트는 (a) 검출가능한 라벨에 안티-AGE 항체의 결합파트너를 결합시킴
으로써 수득된 표지된 성분; (b) 적어도 하나의 시약은 (i) 표지된 성분 (a)와 결합할 수 있는 리간드, 
(ii) 표지된 성분 (a)의 결합파트너와 결합할 수 있는 리간드, (iii) 측정하고자 하는 성분(들)중의 적
어도 하나와 결합할 수 있는 리간드, 및 (iv) 측정하고자 하는 성분(들)중의 적어도 하나의 결합파트너
의 적어도 하나와 결합할 수 있는 리간드로 구성된 그룹중에서 선택된 리간드 또는 고정화된 리간드인 
하나 또는 그 이상의 추가의 면역화학적 시약; 및 (c) 안티-AGE 항체와 그에 대한 특정의 결합파트너 사
이의 면역화학적 반응의 하나 또는 그 이상의 성분을 검출 및/또는 측정하기 위한 프로토콜을 수행하기 
위한 지침서를 포함할 수 있다.

본 발명은 포유동물에서 안티-AGE 항체 및 이러한 항체를 함유하는 항혈청의 제조를 포함한다. 예를들어 
본 명세서에 예시된 것으로서, 포유동물을 환원당과 유리아미노 그룹을 함유하는 단백질의 배양생성물(
이것은 아다모리 전위반응이 일어나야 한다)로 면역시킴으로써 AGEs를 생성시킨다.

본 명세서에서 사용된 것으로 용어 “면역된” 및 “과면역된”은 본 명세서에서 상세히 후술하는 것으
로, 본 발명의 항혈청 및 항체를 수득하는 항체반응을 야기시키기 위해 사용되는 특정의 면역화 프로토
콜을 의미하는 것이다. 단백질, 또는 하나 또는 그 이상의 환원당과 배양된 상술한 단백질의 반응생성물
이 사용될 수 있다. 대표적으로, 면역원의 약 4회의 일차용량을 안티-AGE 항체의 형성을 유도하는데 유
효한 양으로 면역적격성 포유동물에게 투여한다. 추가면역화 용량이 또한 필요에 따라 투여될 수 있다.

단백질 그 자체 또는 AGE-RNAse와 같은 AGE-단백질로부터 유도된 AGEs에 의한 숙주포유동물의 면역화는 
면역원 그 자체로부터 유도된 AGEs 또는 다른 단백질로부터 유도된 AGEs에 대해 반응성인 항체를 생산한
다. 예를들어, AGE-RNAse의 투여로 AGE-RNAse, AGE-헤모글로빈, AGE-BSA, AGE-HSA, AGE-LDL 및 AGE-콜라
겐 IV와 반응하지만, 변형되지 않은 RNAse, BSA 또는 HSA와는 반응하지 않는 폴리클로날 안티-AGE 항체
를 생산한다.

상술한 바와 같이 유도된 항체는 또한 일반적으로 모델 AGEs FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신 및 펜
토시딘과 같이 화학적 가수분해 또는 환원을 포함하는 공정을 통해 합성적으로 생산된 모델 AGEs와는 반
응성이 없다. 이들 모델 화합물중의 어떤 것도 유도된 안티-AGE 항체에 의해 인식되지 않았다.

본 명세서에 기술된 발명은 이들 생체내-유도된 AGEs 및 특정한 화학적 가수분해 또는 환원조건 없이 생
산된 시험관내-생성된 AGEs상에 존재하는 에피토프의 이점을 이용한 것이다. 에피토프는 생체내-유도된 
물질  및  시험관내-유도된  물질상에서  AGEs를  검출하는  다양한  방법에서  활용될  수  있다.  예를들어, 
안티-AGE 항체의 결합친화성은 비경쟁적 및 경쟁적 ELISA 시험뿐 아니라 상이한 면역측정 배열을 이용하
는 다른 프로토콜에서도 사용될 수 있다.

글루코즈와의 장기간 배양에 의해 변형된 리보뉴클레아제는 다양한 AGE-변형된 단백질에 대한 고역가의 
안티-AGE 헝체의 생산을 위해 적합한 면역원인 것으로 확인되었다. 글루코즈에 의해 제조된 개량된 글리
코실화 종말산물이 최대의 억제를 나타내었으며, 그 다음이 G6P 및 프럭토즈에 의해 제조된 AGEs이다. 
G6P 및 프럭토즈는 둘다 글루코즈보다 더 빠른 속도로 단백질과 반응하여 갈색의 형광성 AGEs를 생산한
다.

글루코즈, G6P 및 프럭토즈와 같은 상이한 글리코실화 당은 시험관에서 단백질과 배양하였을 때 항원적
으로 교차반응성인 에피토프를 생성한다. 이와는 반대로, 폴리펩타이드 또는 아민과 글루코즈의 시험관
내  배양혼합물로부터  또는  생체내에서 글리코실화된 조직으로부터의 특정한 생성물을 정제하면 안티-
(AGE-RNAse) 항혈청과 증명할 수 있는 교차반응성을 갖지 않는 화합물이 생산된다. 이것은 지금까지 기
술된 모델 AGEs가 항원적으로 미미한 생성물이거나, 샘플로부터 AGEs를 분리하기 위해 일반적으로 사용
되는 정제공정이 구조적 변화를 야기시킴으로써 안티-AGE 항체와의 반응성이 본질적으로 소실되도록 한
다는 것을 시사하는 것이다.

시험관내에서의 시간의 경과에 따른 시험에서는 개량된 글리코실화의 특징적인 형광이 안티-AGE 반응성 
부위의 발생보다 앞서서 일어난다는 것을 밝혀내었다. 따라서, 안티-AGE 항혈청은 형광단을 형성한 이후
의 형태인 “후기(late)” 개량된 글리코실화 종말산물과 가장 반응성이 있는 것으로 보인다.

본 발명에서 유용한 리간드는 바람직하게는 AGE 결합파트너에 결합하는 생체내-생성된 AGEs이다. 이들 
리간드는 단독으로 또는 아비딘 및/또는 비오틴과 같은 제2의 검출파트너와 함께 검출될 수 있다. 이들 
시그날 증폭제가 사용되는 경우에 적합한 리간드는 글루코즈, G6P, 프럭토즈, 리보즈 등과 같은 환원당
과 펩타이드, 단백질, 및 BSA, 아비딘, 비오틴 및 알칼리성 포스파타제와 같은 효소 등의 다른 생화학물
질과의 반응생성물중에서 선택될 수 있다.

전술한 바와 같이, 본 발명은 예를들어 융합된 마우스 비장 림프구 및 골수종 세포를 사용하는 하이브리
도마 기술에 의해 제조할 수 있는 모노클로날 안티-AGE 항체를 포함한다. 불멸성 항체-생성 세포주는 또
는 융합 이외의 기술, 예를들어 종양원성 DNA에 의한 B 림프구의 직접적인 형질전환 또는 엡스타인-바르 
바이러스에 의한 형질감염에 의해 생성될 수도 있다.

특정한 폴리클로날 항체는 상이한 바람직한 숙주종에서 유도될 수 있다. 물론, 이들 항체는 본 발명에 
따라 제조될 수 있는 항체 제제의 단순한 예이다.

특정한 프토코롤은 이하에서 필요에 따라 설명하였다. 본 명세서에 기술된 프로토콜은 AGEs의 정성적 및 
정량적 측정에 적용할 수 있으며, AGEs의 증대가 연관되어 있는 병변의 동반된 진단 및 감시에 적용할 
수 있다. 당뇨병과 같은 상태 및 아테롬성 결화증 및 피부 주름과 같이 노화와 관련된 상태가 비제한적
인 예로서 제공된다. 따라서, 이들 상태를 진단하고 모니터하는 방법은 본 발명의 범주내에 포함된다.

이하에 언급되는 생화학적 및 생물학적 시약들은 시판품을 이용할 수 있거나, 인지되어 있는 프로토콜에 
따라 제조한다. 본 명세서에 언급된 모든 문헌들은 참고로 본 명세서에 포함되었다.
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[물질 및 방법]

[시약]

후술하는 시험방법에서 사용된 시약들은 다음과 같이 입수하거나 제조하였다:

소췌장 리보뉴클레아제(“RNAse”), 소혈청알부민(“BSA”), 인간 혈청알부민(“HSA”), 콜라겐 타입 4, 
콜라게나제, 글루코즈, 글루코즈-6-포스페이트(“G6P”),  프럭토즈, 리보즈 및 나트륨보로하이드라이드
는 시그마사(Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO)로부터 입수하였다.

AGE-헤모글로빈은 적혈구를 분리하여 이들을 톨루엔으로 용혈시키고, 적혈구 용혈물의 샘플을 트리클로
로아세트산(TCA)으로 처리함으로써 제조하였다. 구체적으로, 50-100㎕의 RBC 용해물 샘플을 제조하고, 3
㎖의 물 및 1㎖의 24%(wt/vol) TCA를 가하였다. 혼합물을 교반한 후에, 3000rpm에서 30분 동안 원심분리
하였다. 수득된 상등액을 흡인하여 150㎕의 1N NaOH를 가한 후에 총용적이 0.5㎖가 되도록 물을 가하였
다. 그후, 이 물질을 0.3M KH2PO4 pH 7.4로 1:2 내지 1:200으로 희석하여 시험을 수행할 준비를 하였다.

AGE-알부민은 알부민(50mg/㎖)을 0.2M NaPO4 완충액(pH 7.4)중에서 60일동안 0.5M 글루코즈, G6P 또는 프

럭토즈와 배양함으로써 제조하였다.

AGE-콜라겐은 콜라겐(5mg/㎖)을 0.2M NaPO4 완충액(pH 7.4)중에서 21일동안 0.5M 글루코즈와 배양함으로

써 합성하였다.

AGE-RNAse는 RNAse(25mg/㎖)을 0.2M NaPO4 완충액(pH 7.4)중에서 90일 동안 1M 글루코즈와 배양함으로써 

제조하였다.

FFI-BSA는 카보디이미드에 의해 FFI-헥사노산을 BSA와 결합시킴으로써 제조하였다.

포름알데히드-BSA,  말레일-BSA  및 아세틸-LDL은 문헌 [Horiuchi,  S.  et  al.,  J.  BIOL.  CHEM.,  4:260, 
432, 438(1985); Takata, K. et al., BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA., 94: 273-280(1989); 및 Goldstein, J.L. 
et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 77: 333-337(1979)]에 기술된 방법에 따라 합성하였다.

AGE-LDL은 문헌 [Kirstein, M. et al., PROC. NATL. ACAD. USA, 87: 9010-9014(1990)]에 따라 자발적 산
화가 최소화된 프로토콜에 따라 제조하였다.

AGE-BSA는 문헌 [Fluckiger, R. et al., METHODS ENZYMOL., 106: 77-87(1984)]에 기술된 바와 같이 나트
륨보로하이드라이드로 환원시켰다. 미반응 보로하이드라이드는 PBS에 대해 투석시킴으로써 제거하였다.

아미노구아니딘 억제를 위해서는 BSA(100mg/㎖)를 0.2M NaPO4 완충액(pH 7.4)중에서 100mM 글루코즈 및 

100mM 아미노구아니딘 하이드로클로라이드(A ldrich Chemical Co., Milwaukee, WI)와 함께 37℃에서 21
일 동안 배양함으로써 제조하였다. 샘플은 분석하기 전에 PBS에 대하여 투석하였다.

리신-유도된  AGEs는  1M  글루코즈-6-포스페이트 또는  1M  글루코즈를 0.2M  나트륨포스페이트 완충액(pH 
7.4)중에서 50mM L-리신과 함께 37℃에서 10일 동안 배양함으로써 제조하였다.

1-데옥시-1-모르폴리노-D-프럭토즈는 시그마사(Sigma  Chemicals,  Inc.)로부터 입수하였으며,  1-데옥시-
1-프로필아미노-D-프럭토즈는 문헌 [Mitchel, F. et al., CHEM. BER., 92: 2836-2840(1959)]에 따라 α-
D-글루코즈와 N-프로필아민으로부터 제조하였다. 2-(2-푸로일)-4(5)-(2-푸라닐)-1H-이미다졸은 푸릴글리
옥살과 6-아미노헥사노산의 수성 혼합물로부터 합성하였으며, 실리카겔 상에서 중압크로마토그라피에 의
해 정제하였다.

1-알킬-2-포르 -3,4-디글리코실-피롤(AFGP)은 글루코즈를 37℃에서 26일동안 6-아미노헥사노산 및 나트
륨설파이트와 함께 배양한 후에 다우엑스(Dowex) AG 1×4 음이온교환수지 상에서의 크로마토그라피 및 
HPLC를 수행함으로써 제조하였다.

[다른 방법]

안티-AGE 항체 및 그의 생체내-유도된 AGEs와의 반응성, 및 그의 가수분해 또는 환원을 포함하는 방법에 
의해 화학적으로 합성된 AGEs와의 비반응성을 평가하였다. 단백질 농도는 문헌 [Bradford,  M.,  ANAL. 
BIOCHEM., 72: 248-252(1976)]에 따라 측정하였으며, BSA를 표준물로서 사용하였다. 리보뉴클레아제 및 
AGE-RNAse 단백질 양은 SDS-PAGE 및 구마시블루(Coomasie Blue) 염색된 밴드의 RNAse 표준물과의 비교에 
의해 추가로 측정되었다.  하이드록시프롤린의 함량은 문헌 [Edward,  C.  et  al.,  CLIN.  CHIM.  ACTA., 
104:  161-167(1980)]에  따라  측정하였다.  콜라겐  AGE-특이적  형광측정은  LS-3B  형광분광계  (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT)를 사용하여 370nm에서 여기시킨 후에 440nm에서 방사를 측정함으로써 수행하였다.

대조용 알부민의 제제는 또한 당의 부재하에서 상술한 바와 동일한 조건하에서 배양하였다. 모든 배양은 
암소에서 37℃에서 멸균조건하에 수행하였다. 배양후에, 비결합 물질은 인산염 완충 식염수(PBS)에 대한 
광범한 투석에 의해 또는 세파덱스(Sephadex) G-10(Pharmacia, Uppsala, Sweden)상에서의 겔여과에 의해 
제거하였다.

단일의 표준 AGE-BSA  제제(1mM  AGE-BSA=12A350)를 비교용으로 사용하였다. 형광강도 표준물을 사용하여 

기구의 상능을 보정하고 모니터하였다. 시험물질의 형광값은 1mg/㎖의 단백질 농도에서 측정하였으며, 
AGE-BSA 표준물과 비교한 상대적 형광 백분율로서 나타내었다.

[안티-AGE 항체의 생성]

천연 AGEs에 대한 항혈청을 유도하고자 하는 이전의 시도들은 일반적으로 성공하지 못하였거나 생체내에
서 생성되는 AGEs를 검출하지 못하였다.

안티-AGE 항체의 형성을 유도하기 위하여 합성된 AGEs를 가수분해 또는 화학적 환원반응에 의존하지 않
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고 상술한 바와 같이 시험관내에서 생성시켰다. 단백질은 일반적으로 환원당과 함께 배양하여 AGEs를 형
성시켰다.

바람직하게는 글루코즈를 시험관내에서 글리코실화제로서 사용하는데, 이는 글루코즈가 주된 순환당이며 
생체내에서 생성되는 AGEs와 매우 유사한 AGEs를 시험관내에서 생성하기 때문이다. RNAse는 개량된 글리
코실화를 위한 표적단백질로서 선택되었으며, 이는 RNAse가 쉽게 AGEs 및 AGEs-개재된 분자간 교차결합
을 형성하기 때문이다.

2마리의 암컷 뉴질랜드 흰토끼를 문헌 [R. Bucala, et al., Mol. Immunol., 20: 1289-1292(1983)]에 기
술된 후해독 변형된 단백질에 대한 프로토콜(“과면역화 프로토콜”)에 따라 후술하는 바와 같이 프로인
드 완전보조액내에 유화된 RNAse 또는 AGE-RNAse로 4회 초기면역화 및 1회 추가면역화시켰다. 따라서, 
각각의 토끼에게는 등에 4회의 피내주사(각각 20㎍) 및 각각의 뒷다리에 1회 주사(각각 100㎍)하였다. 
이 과정을 일주일 간격으로 6주 동안 반복하였다. 2주의 휴지기후에, 토끼에게 프로인드 불완전보조액내
의 1mg 의 항원을 추가면역주사하였다. 이 주사를 한후 10일 째에 동물에게서 채혈하였다. 항체반응은 
오크터로니(Ouchterlony) 이중확산법 및 비경쟁적 ELISA에 의해 매주 모니터하였다.

상술한 과면역화 프로토콜을 사용하여 RNAse에 대한 고역가 폴리클로날 토끼 안티-혈청 (캐리어 단백질)

을 수득하였다. 안티-RNAse 역가는 비경쟁적 ELISA에서 10
-5
 이상인 것으로 측정되었다. 이하의 흡수항원

을 시험하였다: RNAse, 글루코즈-유도된 AGE-RNAse, BSA, 글루코즈-유도된 AGE-BSA 및 G6P-유도된 AGE-
BSA. 결과는 이하의 제1도에 나타내었다.

현저하게 더 높은 반응성은 RNAse 보다는 면역원 AGE-RNAse에 대하여 관찰되었다. 안티 AGE-RNAse 항혈
청은 또한 비변형된 알부민이 아닌, 글루코즈 또는 G6P와의 배양에 의해 변형된 알부민과 반응하였으며, 
이것은 AGEs에 대해 특이적인 항체가 존재함을 시사하는 것이다.

[실시예]

[실시예 1]

[ELISA 시험]

안티-AGE 항체의 형성을 모니터하기 위해서 상술한 바와 같이 생성된 토끼 항혈청을 비경쟁적 ELISA 시
스템에서 역가측정하였다. RNAse, AGE-RNAse 및 AGE-BSA를 흡수항원으로서 사용하였다.

흡수항원을 토끼 혈청과 접촉시켜 혈청내에 함유된 안티-AGE 항체가 컴플렉스를 형성하도록 하였다. 그
후,  형성된 컴플렉스의 레벨을 알칼리성 포스파타제에 결합된 안티-토끼 IgG  항체 (Organo  Technica, 
Durham,  North  Carolina)를 첨가함으로써 평가하였다. 그후에 안티-(AGE-RNAse)  항혈청에 대한 역가는 
최대 OD450 시그날의 50%를 제공하는 혈청 희석도로서 정의하였다.

리간드 억제 및 AGE  측정은 그후에 경쟁적 ELISA에  의해 수행하였다.  96  웰미량역가 플레이트 (Nunc 
Immunoplate, Gibco, Grand Island, NY)를 각각의 웰에 0.1㎖의 AGE-BSA 용액(PBS에 용해됨, 10mg/㎖)을 
가하고 실온에서 2시간 동안 배양함으로써 AGE-BSA(상술한 바와 같이 수득됨)로 피복하였다. 그후에 웰
을 PBS, 0.05% 트윈(Tween)-20 및 1mM NaN3를 함유하는 용액(PBS-Tween) 0.15㎖로 3회 세척하였다.

웰을 2% 염소 혈청, 0.1% BSA 및 1mM NaN3 를 함유하는 PBS 용액 0.1㎖와 함께 1시간 동안 배양함으로써 

봉쇄하였다. 봉쇄된 웰을 PBS-트윈으로 세척한 후에 50㎕의 경쟁적 항원을 가하고, 이어서 50㎕의 토끼-
유도된 항혈청(최종희석도 1/1000)을 가하였다.

그후에 플레이트를 실온에서 3시간 동안 배양한 후에 웰을 PBS-트윈으로 세척하고 비색 기질로서 p-니트
로페닐포스페이트를 사용하여 알칼리성 포스파타제 결합된 안티-토끼 IgG(염소에서 유도됨)으로 발색시
켰다.

결과는 B/Bo로서 나타내었으며, 여기에서 Bo는 경쟁적 항원의 부재하에서 결합된 항체의 최대량이고 B는 
경쟁적 항원의 존재하에서 결합된 항체의 양이다. Bo 및 B는 둘다 배경에 대해 보정하였으며 [참조 : 
Robard, CLIN. CHEM., 20: 1255-1270(1974)], [405nm에서의 실험적 흡광도-배경 흡광도(항체 없음)]/[전
체(경쟁인자 없음)-배경 흡광도]로서 계산하였다.

글루코즈-유도된 AGE-BSA 표준물 3㎍은 항혈청 결합을 50%까지 억제하는 것으로 측정되었다. 이 표준물

은 12mM
-1
 알부민의 A350을 수득하였다.

따라서 안티-(AGE-RNAse) 항혈청의 특이성은 다양한 AGE-변형된 단백질, 비변형된 단백질 및 합성 AGEs
를 사용하여 시험하였다. 제2도(상부 패널)에서 보는 바와 같이, 결과는 흡수항원으로서 AGE-BSA를 사용
하여 경쟁적 ELISA  시스템에서 상이한 변형된 알부민에 대한 안티-(AGE-RNAse) 항혈청을 시험함으로써 
수득하였다. 모든 포인트는 3회 측정치의 평균을 나타낸 것이다.

BSA와 글루코즈의 배양에 의해 제조된 AGE-알부민이 최대의 억제를 나타내었으며, 그 다음이 글루코즈-
6-포스페이트 및 프럭토즈에 의해 제조된 알부민이다.

합성 AGE-리간드 FFI를 보유하는 BSA 유도체인 FFI-BSA는 항혈청에 의해 인식되지 않았다. 유사하게 생
체내 알부민 흡수를 위한 특이적 인식시그날을 생성시키는 포르 화 또는 말레일화와 같은 다은 알부민 
변형은 항혈청과의 교차반응성을 입증하지 못하였다.

AGE-변형은 이것이 다양한 캐리어 단백질상에 존재하는 경우에 경쟁적 ELISA에서 항체결합에 대해 경쟁
하였다(제2도, 중간패널). 따라서, G6P-유도된 AGE-HSA, 글루코즈-유도된 AGE-LDL, 및 글루코즈-유도된 
AGE-콜라겐(타입 IV) 모두는 글루코즈-유도된 AGE-BSA에 대한 항체결합의 특이적인 억제를 증명하였다. 
세포성스캐빈져 수용체에 의해 특이적으로 인식되고 흡수되는 LDL의 변형된 형태인 아세틸-LDL은 또한 
안티-(AGE-RNAse)에 의해 인식되지 않았다.
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안티-AGE 항혈청은 또한 구조적으로 정의된 모델 AGEs에 대한 경쟁에 관하여 시험하였다(제2도, 하부 패
널). 시험한 모델 AGE 생성물은 FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신 및 펜토시딘이었다. 이들 화합물을 
아민과 환원당의 시험관내 배양물로부터 또는 환원 및 산가수분해시킨 후의 조직 콜라겐으로부터 분리하
였다. 이들 화합물은 낮은 레벨의 억제도 쉽게 검출되도록 고농도에서 시험하였다. 이들 생성물중의 어
느 것도 AGE-BSA에 대한 항혈청의 결합과 경쟁하지 않았다.

글루코즈 및 G6P를 리신과 함께 배양하여 저분자량의 AGEs가 수득된 항혈청과 반응할 수 있는지 여부를 
측정하였다. 이들 생성물은 화학적 환원 또는 가수분해가 없이 시험관내에서 글루코즈 또는 G6P와 리신
의 배양에 의해 생성되었다. 수득된 생성물에 대해 경쟁적 ELISA에 반응성을 시험하였다.

당 또는 리신 단독으로 구성된 대조배양물은 어떠한 경쟁관계도 나타내지 못하였다(데이타는 제시되지 
않음). 두개의 모델 아다모리 생성물인 데옥시프로필 아미노프럭토즈 및 데옥시모르폴리노프럭토즈를 또
한 시험하였으며, 각각의 화합물은 항혈청 결합을 억제하지 못하였다. 아다모리 생성물이 항혈청에 의해 
인식되지 않는다는 추가의 증거는 AGE-BSA의 나트륨보로하이드라이드 환원이 경쟁적 ELISA에서 반응성을 
저하시키지 않는다는 사실에 의해 제공되었다.

안티-(AGE-RNAse) 항혈청과 반응하는 생체내-생성된 AGEs의 성질을 더 특정화시키기 위하여 AGEs를 개량
된 글리코실화 억제제인 아미노구아니딘의 존재하에서 합성하였다. 아미노구아니딘은 개량된 글리코실화 
과정의  중간단계에서  반응하여  단백질-결합된  형광성  생성물  및  교차결합의  형성을  저해하는 
하이드라진-형 화합물이다. 제4도에서 보는 바와 같이, 글루코즈와 BSA의 시험관내 배양에 아미노구아니
딘을 포함시키면 안티-AGE 항혈청과 반응하여 결합하는 AGEs의 형성이 현저히 억제되었다.

[실시예 2]

[AGE 형성 동력학]

AGE-관련된 형광의 형성 및 안티-AGE 항혈청에 결합하는 생성물의 형성 사이의 동력학적 관계를 또한 평
가하였다. 제3도는 형광 및 안티-AGE 항체 반응성물질의 발생에 대한 시간에 따른 추이를 나타낸 것이
다. BSA를 글루코즈와 함께 배양하고, 다양한 간격으로 분취액을 분리하여 투석시켜 비결합된 생성물을 
제거한 다음 시험하였다. AGE-형광단은 0 내지 40일 사이에 신속하게 형성되며, 이어서 항체 반응성 생
성물이 형성되는 것으로 관찰되었다.

ELISA에 의해 측정하였을 때, AGEs는 20일 까지는 검출되지 않았으며, 그후에 30일과 70일 사이에 빠르
게 형성되었다. AGE 형광단 및 항체 반응성 생성물 둘다의 형성은 결국 안정기에 도달하였다. 

[실시예 3]

[당뇨병 평가]

상기 언급한 바와 같이, 본 발명은 당뇨병 및 AGE 레벨이 비정상적인 다른 질환상태를 검출 및 평가하기
에 특히 효과적인 수단을 제공한다. 당뇨병 조직에서 AGEs의 존재 및/또는 양의 효과적인 평가 및 당뇨
병 상태인 것으로 알려진 포유동물의 전반적인 상태를 특정화하기 위한 본 명세서에 기술된 AGE 시험방
법의 사용은 이하에 기술하였다.

조직 AGEs가 안티-AGE ELISA에 의해 측정될 수 있는지 여부를 결정하기 위하여 실험적으로-유도된 당뇨
병이 있는 랫트를 평가하였다.

8주령의 수컷 루이스(Lewis) 랫트에서 알록산(40mg/kg) 또는 스트렙토조토신(65mg/kg)의 신속한 정맥내
주사에 의해 당뇨병을 유도하였다. 고혈당증은 혈당을 측정함으로써 확인하였다. 혈당은  16주 간격으로 
측정하였으며,  알록산-처리된  동물(n=24)에서는  평균  20.5±2.4mM이고,  스트렙토조터신-처리된 
동물(n=24)에서는 평균 23.5±3.9mM이었다. 대조군, 알록산-처리군 또는 스트렙토조토신-처리군의 동물
에서 시간에 따른 혈당에 있어서의 현저한 변화는 없었다.

4개월 간격으로 6마리의 동물을 치사시켜 대동맥을 적출하고 추후의 분석을 위해 -80℃에서 동결시켰다. 
동맥조직을  서서히  해동시키고  PBS로  세정한  다음  가위로  미세하게  썰었다.  지질은 
아세톤/클로로포름(1:1)으로 4℃에서 밤새 온화하게 진탕함으로써 추출하였다. 그후 샘플을 진공원심분
리시켜 건조시키고 0.2M NaPO4(pH 7.4)에 재현탁시켰다. 그후 콜라게나제(타입 VII)를 1/100(w/w)의 비로 

가하고, 혼합물을 온화하게 진탕하면서 37℃에서 48시간 동안 배양하였다. 무균상태를 유지시키기 위하
여 톨루엔 1적을 포함시켰다. 그후 분해된 샘플을 15,000×g에서 원심분리하여 등명한 상등액을 형광, 
AGE 및 하이드록시프롤린 측정에 사용하였다.

당뇨병  동물(알록산+스트렙토조토신  그룹)에서  상대적  형광은  16주에  13.7%±2.4%에서  64주에는 
23.7%±3.0%로  증가하였다(P＜0.001).  대조용  비당뇨병  동물에서의  형광은  이  기간중에  약간 
증가하였다(8.3%±1.0%에서 9%±0.8%로, 통계학 유의성은 없음). 조직 및 혈청 AGE 레벨은 AGE 유니트로
서 나타내었다. 1 AGE 유니트는 AGE-BSA 표준물 1㎍에서의 양과 동등한 항체-반응성물질의 양으로 정의
되었다. P값은 그룹들 간의 비교를 위한 언페어드 스튜던트 t-검정(unpaired Student′s t-test)에 의해 
계산하였다.

ELISA에 의한 AGE 함량의 분석은 당뇨병 동물에서 시간에 따라 약 2배의 증가를 나타내었다 (16주에 4.8
±0.5 U/mg에 대비하여 64주에는 10.5±1.8 U/mg, P＜0.001). 동맥 AGE 함량은 또한 대조용 비당뇨병 동
물에서, 당뇨병 동물에 비해 훨씬 더 낮은 비율이지만 시간에 따라 증가하였다 (16주에 2.5±0.6 U/mg에 
대비하여 64주에 4.3±0.4 U/mg, P＜0.001).

인간 혈청은 또한 정상인 및 당뇨병 환자로부터 수득하였다. 타협된 신장기능을 갖는 환자들도 또한 연
구하였는데, 이는 이 그룹의 환자들이 현저히 증가된 순환 혈청 AGEs 레벨을 갖는 것으로 밝혀져 있기 
때문이다.

이들 순환 혈청 AGEs는 주로 혈액투석 요법에 의해 효율적으로 청소되지 않는 저분자 펩타이드의 형태이
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다.

혈청 샘플은 비당뇨병 그룹(n=12),  당뇨병 그룹(n=21) 및 혈액투석을 받는 당뇨병 환자(n=16)으로부터 
수득하였다. 혈청을 PBS로 3배 희석하고, 분석하기 전에 0.22㎛ 리포어(Millipore)  필터(Millipore, 
Bedford, MA)를 통해 여과멸균시켰다.

AGE U/㎖로 나타내어, 정상환자(비당뇨병성, 정상 신장기능)는 10.5±1.3 U/㎖ 혈청의 평균레벨을 나타
내었다. AGE 레벨은 당뇨병 환자에게서는 2배 이상으로 증가하였으며 (24.7±2.4 U/㎖, 당뇨병(DM) 대 
정상(NL)의 경우에 P＜0.001),  혈액투석을 받는 당뇨병 환자에서는 거의 8배로 증가하였다 (79.4±9.9 
U/㎖, DM+HD 대 DM의 경우에 P＜0.001). 이들 결과는 당뇨병 환자로부터 및 혈액투석을 받는 당뇨병 환
자로부터 수득한 혈청의 AGE-펩타이드 함량을 측정하기 위해 방사선 자극감지기를 이용하는 최근의 연구
의 결과와 잘 연관된다.

[실시예 4]

시간-적분된 혈당 레벨의 시험은 정상 및 당뇨병 환자로부터 채취한 샘플을 사용하여 상기 실시예 3에서 
수행된 프로토콜에 따라 수행하였다. 시험의 결과는 시간-적분된 혈당을 HbA1c의 공지의 표준물을 사용하

여 측정한 경우에 얻어진 값에 대비하여 비교하였으며, 제7도 및 제8도에 나타내었다.

제7도 및 제8도에 따르면, 표준물로서 AGE-헤모글로빈을 사용한 본 발명의 시험방법의 수행능력을 공지
의 결정인자 및 표준물 HbA1c보다 못하지 않으며, 후자의 시험방법이 요구될 수 있는 경우라면 어디에나 

사용될 수 있다. 수득된 데이타 측정치는 실질적으로 동일하며, 따라서 본 발명의 시험방법의 임상적 완
전성은 높다.

본 발명의 추가의 진단 적용분야는 프럭토즈-유도된 AGEs의 측정이다. 프럭토즈-유도된 AGEs의 측정은 
AGE 형성의 속도, 및 당뇨병과 같이 이 반응과 관련된 병변 및 다른 후유증의 동반된 발현 및 정도의 중
요한 결정인자로서 인식되고 있다. 문헌 [Suarez et al., (1989) J. BIOL. CHEM., 264: 3674-3679 및 
McPherson  et  al.,  (1988)  BIOCHEMISTRY, 27: 1901-1907]에서는 단백질 교차결합에서 프럭토즈의 존재 
및 참여가 그의 측정 및 조절이 요구되는 프럭토즈-유도된 AGEs에 대한 중요한 역할을 한다는 것을 시사
하고 있으며, 중요하게도 아메드(Ahmed) 등은 문헌 [Ahmed et al., CLIN. CHEM.. 38(7): 1301-1303]에서 
프럭토실화된 Hb는 현재 공지되어 있는 임상시험방법에 의한 효과적인 진단을 할 수 없다고 언급하고 있
다.

따라서, 본 발명은 적절하게는 프럭토즈-유도된 AGEs의 축적물과 체단백질과의 반응의 부작용을 더 잘 
이해하고 치료하기 위한 포괄적인 노력으로서 프럭토즈-유도된 AGEs의 측정까지 포함한다.

[실시예 5]

생체내-형성된 AGEs의 검출을 위해 개발된 안티-AGE 항체들을 경쟁적 ELISA에서 사용하여 적혈구 용혈물 
내에서  헤모글로빈-결합된  AGEs를  측정하였다.  제9도는  당뇨병  개체(DM)  및  비당뇨병성  정상혈당 
개체(NL)로부터 수득한 32개의 적혈구 샘플에 대한 이 분석의 결과를 나타낸 것이다. 헤모글로빈-결합된 
AGEs는 두가지 개체군 모두에서 검출되었으나, 당뇨병 그룹에서 현저히 더 큰 양으로 존재하였다 (NL 
[n=9]: 4.3±0.3 유니트 AGE/mg Hb; DM [n=23]: 7.7±0.6 유니트 AGE/mg Hb, [평균±표준오차], 스투던
트 언페어드 t-검정에 의한 P＜0.001).

AGE 유니트로서 나타낸 항체 반응성은 합성된 AGE-알부민 포준물에 비례하여 계산되었다. 추가의 실험들
은 헤모글로빈-AGE 변형이 투석, 산침전 및 단백분해에 대해 안정하며, 보로하이드라이드 환원에 의해  
영향을 받지 않음을 나타내었다 (데이타는 제시되지 않음). 안티-AGE 항체 특이성에 대한 이전의 연구과 
함께 이들 데이타는 헤모글로빈-AGE 부분이 안정한 글루코즈-유도된 후아다모리 생성물임을 확인하였다. 
적혈구 HbA1c의 레벨은 통계학적으로 유의적인 방식으로 Hb-AGE의 레벨과 상관관계가 있다.

[실시예 6]

헤모글로빈과 글루코즈로부터 Hb-AGE의 형성은 시험관내에서 확인되었다. 정제된 인간 헤모글로빈을 정
상혈당증(5mM) 및 고혈당증(20mM)을 모방한 농도의 글루코즈와 함께 37℃에서 배양하였다. 헤모글로빈-
AGE는 시간 및 농도 의존적 방식으로 형성되었다. 제11도를 참고로 한다. 초기 아다모리 글리케이션 생
성물이 안티-AGE 항체와 반응성이 없다는 사실은 본 시스템에서 아다모리 생성물 에피토프를 변화시키는 
나트륨보로하이드라이드 환원반응이 일단 형성된 Hb-AGE의 검출에 영향을 미치지 않는다는 관찰결과에 
의해 확인되었다. 아미노구아니딘의 첨가는 헤모글로빈-관련된 AGEs의 형성을 방지하였다.

헤모글로빈-AGE 측정은 아미노구아니딘에 의한 치료를 받고 있는 환자로부터 수득한 혈액 검체에서 수행
되었다. 환자 그룹은 장기간 지속된 당뇨병이 있는 18명의 개체로 구성되었다. 혈액 샘플은 아미노구아
니딘 치료의 28일 전후에 수득하였으며, Hb-AGE 레벨은 ELISA에 의해 측정하였다. 제12도에서 보는 바와 
같이, 평균 Hb-AGE 값은 아미노구아니딘 요법의 결과로 현저하게 감소하였다 (13.8±0.8 유니트 AGE/mg 
Hb 대 10.0±0.9 유니트 AGE/mg Hb [평균±표준오차] P＜0.001, 스투던트 페어드 t-검정에 의함).

HbA1c 값은 아미노구아니딘 치료에 의해 영향을 받지 않았다 (10.1%±0.8% 대 9,2%±0.8%, [평균±표준오

차] P=NS). Hb-AGE 또는 HbA1c 레벨에 있어서의 현저한 변화가 위약 대조물을 투여한 6명의 환자 그룹으

로부터 수득한 혈액 샘플에서는 관찰되지 않았다 (데이타는 제시되지 않음).

AGE-변형된 헤모글로빈의 존재는 여러가지 면에서 주목할 만한 사실이다. 첫째, AGEs는 일반적으로 고혈
당 상태하에서도 형성되는데 수개월 내지 수년의 기간을 필요로 하는 것으로 간주되어 왔다. 본 발명에
서의 발견은 예를들어 약 120일의 순환 적혈구의 수명 기간내에 상당량의 AGE-변형된 헤모글로빈이 형성
됨을 시사하였다. 합성 AGE-알부민 표준물에 비례하여 나타낸 Hb-AGE 유니트를 전체 적혈구 헤모글로빈
의 분율로서 재계산하면 Hb-AGE는 순환 헤모글로빈의 0.42±0.07%를 차지하는 것으로 보인다. 이 레벨은 
연구된 당뇨병 그룹에서는 평균 0.75±0.08%로 증가하였다. 이들 값은 정상혈당 및 당뇨병 그룹 각각에 
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대한 5.8% 및 8.9%의 상응하는 HbA1c 분율과 대비된다.

결합조직 또는 기저막 콜라겐에 비해 헤모글로빈 상에서의 고량의 AGE 축적은 정상적인 재모델화 기간중
에 결합조직 AGEs의 수용체-개재된 전환수를 반영할 수 있거나, 단백질 기질로서 헤모글로빈상에서의 고
유적으로 증가된 AGE 형성율을 나타낼 수 있다. 또 달리는, 순환 적혈구 헤모글로빈은 당뇨병, 신부전 
또는 다른 질환상태가 있는 환자에게서 상승된 양으로 나타나는 반응성 혈장 AGEs에 의한 변형에 영향을 
받기가 쉬울 수 있다. 형성기전과는 무관하게 생체내-생성된 AGEs의 측정에 대한 정량적 ELISA 방법의 
적용은 AGE 형성이 결합조직 콜라겐에 의해서 보다는 헤모글로빈에 의해서 더 빠르게 일어난다는 것을 
시사한다.

따라서 Hb-AGE는 생체내에서 개량된 글리코실화의 유용한 생화학적 지표로서 제공될 수 있다. Hb-AGE의 
형성은 HbA1c에 대해 설정된 것보다 훨씬 긴 혈당 농도에 대해 적분된 시간을 반영하는 것이다 (3-4주). 

아미노구아니딘에 의한 4주간의 약물학적 개입은 치료된 당뇨병 집단에서 Hb-AGE 레벨을 현저하게 (28%) 
저하시키는데 충분하다.

Hb-AGE 측정은 당뇨병 및 연령-관련된 합병증 둘다의 병태생리학에 대한 다양한 연구를 용이하게 할 수 
있다. 이들에는 당뇨병 합병증의 예방하는데 있어서 엄격한 글루코즈 조절의 잇점을 밝히기 위한 목적의 
임상연구 및 아테롬성 경화증, 고혈압 및 신장 질환과 같은 당뇨병- 및 연령-관련된 상태의 병인론에서 
개량된 글리코실화의 역할에 대한 실험적 연구가 포함된다.

[실시예 7]

[정상 및 당뇨병 랫트에서 뇨 AGE 레벨에 대한 아미노구아니딘의 영향]

정상 및 스트렙토조토신-당뇨병 랫트의 그룹들을 11주 동안 비처리 상태로 유지시켰다. 그후, 두그룹의 
각각에서  동물의  반에게서  위관영양법(gavage)을  이용하여  70mg/kg  아미노구아니딘 
하이드로클로라이드(AG HCl)에 의한 매일 치료를 시작하였으며, 동물의 나머지 반은 위관영양법에 의해 
증류수를 투여하였다. 추가로 10주 후에, 모든 동물로부터 24시간에 걸쳐 뇨를 수거하였다.

뇨샘플을 원심분리하고, 상등액을 0.3M 인산칼륨 완충액 pH 7.4에 의해 8배 희석하였다. 희석된 뇨의 샘
플을 상술한 바와 같이 AGE ELISA 시험방법으로 시험하였다. 이들 측정의 결과는 이하의 표 1에서 설명
하였다.

[표 1]

상기에서, 당뇨병 랫트는 21주 동안 아미노구아니딘 투여에 의해 정상화된 정상동물에 비해 뇨 AGE 배설
에 있어서 1.7배 증가를 나타내는 것으로 관찰되었다. 아미노구아니딘-치료된 정상 랫트는 뇨 AGE 배설
의 60% 억제를 나타내었다. 따라서, 상기 데이타는 조직 AGEs의 전환수가 임상적으로 유효한 장기간 결
정인자인 당뇨병과 같은 질환을 모니터하기 위한 뇨 AGEs 및 AGE-펩타이드의 측정의 적합성 및 가치, 및 
치료제로서 아미노구아니딘의 명백한 효능을 확인하는 것이다.

본 발명은 그의 의의 또는 필수적인 특징을 벗어나지 않고, 다른 형식으로 구체화되거나 다른 방식으로 
수행될 수 있다. 따라서, 본 명세서에 기술된 것은 모든 관점에서 설명적인 것으로 제한적인 것이 아닌 
것으로 간주되며, 본 발명의 범위는 첨부된 청구범위에 의해 시사되어 있고, 균등성의 의미 및 범위내에 
속하는 모든 변화는 본 발명에 포함되는 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

A. 개량된 글리코실화 종말산물에 대한 결합파트너, 개량된 글리코실화 종말산물과 반응성이 있는 리간
드, 상기 결합파트너와 반응성이 있는 리간드, 또는 그에 대한 특이적인 결합파트너를 검출가능한 라벨
에 직접 또는 간접적으로 부착시킴으로써 수득된 하나 이상의 표지된 면역화학적 반응성 성분의 예정된 
양(여기에서 개량된 글리코실화 종말산물, 리간드 또는 특이적 결합파트너에 대한 하나 이상의 결합파트
너는 안티-AGE 항체이며, 여기에서 안티-AGE 항체는 생체내-생성된 개량된 글리코실화 종말산물과 반응
성이 있으며, i. 생체내-형성된 개량된 글리코실화 종말산물에 대해 공통적인 면역학적 에피토프와 반응
하고; ii. 시험관내에서 형성된 개량된 글리코실화 종말산물과 교차반응성이 있지만; iii. 형성된 개량
된 글리코실화 종말산물인 FFI, AFGP, 피랄린, 카복시메틸리신 및 펜토시딘과는 교차반응성이 없다는 특
징을 갖는다); (b) 기타 시약; 및 (c) 키트를 사용하는 지침서를 포함함을 특징으로 하여, 피분석물 내
에서 개량된 글리코실화 종말산물의 존재 여부를 측정하기 위한 시험키트.

청구항 2 

제1항에 있어서, 혈액; 혈장; 뇨; 뇌척수액; 림프액; 조직; 단백질과 당의 반응생성물; DNA와 당의 반응
생성물; 및 이들의 혼합물로 구성된 그룹중에서 선택된 피분석물에 대해 사용되는 시험키트.

청구항 3 

제1항에 있어서, 피분석물이 치환 및 비치환된 아미노산, 치환 및 비치환된 단백질 및 치환 및 비치환된 
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아미노산-함유 생물중합체로 구성된 그룹중에서 선택된 아미노-그룹 함유 화합물인 시험키트.

청구항 4 

제3항에 있어서, 아미노-그룹 함유 화합물이 6-아미노헥사노산, 메틸아민, 폴리-L-리신, α-t-BOC-리신, 
알부민, 콜라겐, DNA, 및 글루코즈 잔기가 또 다른 환원당의 잔기에 의해 치환된 글루코즈 잔기-보유 화
합물로 구성된 그룹중에서 선택되는 시험키트.

청구항 5 

제2항에 있어서, 피분석물이 식품생성물, 혈액, 혈청, 뇨 및 치료제로서 사용하기 위해 제조된 단백질로
부터 선택되며, 개량된 글리코실화 종말산물이 Hb-AGE, AGE-HSA, 혈청 AGE-펩타이드, 뇨 AGE-펩타이드, 
및 치료제 단백질-AGEs로 구성된 그룹으로부터 선택되는 시험키트.

청구항 6 

제5항에 있어서, 개량된 글리코실화 종말산물의 형성 및 증가에 대해 활성인 것으로 믿어지는 잠재적 제
제 또는 약물을 첨가하여 그의 활성을 평가할 수 있는 생물학적 샘플을 포함하며, 약물 개발 시험방법에
서 사용되는 시험키트.

청구항 7 

제1항에 있어서, 라벨이 효소, 형광성 화학물질 또는 방사성 원소인 시험키트.
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