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명 세 서

청구범위

청구항 1 

가) 특정 질병 환자군과 정상 대조군으로부터 각각 체액을 얻고, 체액 내 단백질을 변성하여 시료를 준비하는

단계;

나) 상기 시료에 효소를 처리하여 시료로부터 N-당사슬을 분리하는 단계;

다) 분리한 N-당사슬을 정제 또는 농축하는 단계; 

라) 정제 또는 농축된 N-당사슬을 트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기와 다중 반응 모니터링 분석방법으로 아래 a)

내지 d) 단계를 거쳐 질량분석하는 단계;

 a) 농도구배 용리를 이용하여 다공성 흑연화 탄소 충전 컬럼으로 시알산 함유 N-당사슬을 동일한 당 조성 및

동일한 분자량을 갖는 시알산 함유 N-당사슬 별로 각각 분리하는 단계;

 b) 트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기의 첫 번째 4중극 (quadrupole)에서 상기 a) 단계에서 분리한 각 시알산 함

유 N-당사슬에 해당하는 이온 중 하나를 선택하여 통과시키는 단계;

 c) 첫 번째 4중극을 통과한 시알산 함유 N-당사슬에 해당하는 이온을 두 번째 4중극인 충돌 셀에서 특정 에너

지를 가하여 단편화하여 단편 이온 (fragment ion)을 생성하는 단계; 및

 d) 상기 충돌 셀에서 생성된 단편 이온 중 표적 물질에 특이적인 단편 이온만 세 번째 4중극을 통과시켜 검출

하여 시알산 함유 N-당사슬의 질량분석 크로마토그램을 얻는 단계;

마) 상기 라)의 d) 단계에서 얻은 시알산 함유 N-당사슬 질량분석 크로마토그램에서 피크로 나타나는 이성질체

중 환자군과 정상 대조군 간 차이를 보이는 이성질체의 피크 면적 비율을 비교하는 단계; 및

바) 비교 결과 환자군과 정상 대조군 간에 특정 N-당사슬 크로마토그램 피크 정량 값이 유의한 차이가 있는 경

우 상기 특정 N-당사슬 크로마토그램 피크를 상기 특정 질병의 마커로 선정하는 단계;를 포함하며,

상기 b) 단계의 시알산 함유 N-당사슬은 당사슬 조성이 Hex5HexNAc4NeuAc1인 단일 시알산화 복합형 N-당사슬, 당

사슬  조성이  Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1인  단일  시알산화  단일  퓨코실화  복합형  N-당사슬  및  당사슬  조성

Hex5HexNAc4NeuAc2인 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 중 하나인 것을 특징으로 하는 시알산 함유 N-당사슬 크로

마토그램 피크를 이용한 질병 스크리닝 방법.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 바) 단계 이후 

사) 시험 대상인의 체액 시험 시료를 채취하여 상기 가) 내지 라) 단계를 수행하고, 질량분석으로 얻은크로마토

그램 피크 중 상기 바) 단계에서 특정 질병의 마커로 선정된 크로마토그램 피크의 면적 비율을 정상 대조군의

값과 비교하여 유의한 차이가 있는 경우 시험 대상인이 특정 질병에 걸린 것으로 확인하는 단계;를 더 포함하는

것을 특징으로 하는 시알산 함유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스크리닝 방법.

청구항 4 
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청구항 1에 있어서,

상기 나) 단계는

a) 시료에 PNGase F 효소를 16~24시간 처리하여 N-당사슬을 분리하는 단계;

b) a) 단계를 거친 시료 내의 단백질을 침전하는 단계; 및

c) 단백질을 침전시킨 시료를 원심분리하고 상층액을 얻는 단계;를 순차적으로 포함함을 특징으로 하는 시알산

함유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스크리닝 방법.

청구항 5 

청구항 1에 있어서,

상기 특정 질병은 자가면역질환임을 특징으로 하는 시알산 함유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스

크리닝 방법.

청구항 6 

청구항 5에 있어서,

상기 자가면역질환은 베체트병임을 특징으로 하는 시알산 함유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스크

리닝 방법.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

청구항 1에 있어서,

상기  마)  단계의  시알산  함유  N-당사슬  질량분석  크로마토그램에서  피크로  나타나는  이성질체는

Hex5HexNAc4NeuAc1에  해당하는  6개의  이성질체,  Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1에  해당하는  3개의  이성질체  및

Hex5HexNAc4NeuAc2에 해당하는 2개의 이성질체 중 선택된 하나 이상의 이성질체인 것을 특징으로 하는 시알산 함

유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스크리닝 방법.

청구항 9 

청구항 1에 있어서,

상기 특정 질병이 베체트병인 경우,

상기 바) 단계의 마커는 N-당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc1에서 말단 시알산이 말단 갈락토오즈와 (α 2, 3) 결합

으로 연결된 이성질체 중 단당류의 헤미아세탈형 고리구조의 형성으로 인해 생기는 아노머 이성질체 두 개 및

당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc2인 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 (Di-sialylated complex-type N-glycan) 이성

질체 중 말단 시알산 두 개가 두 개의 말단 갈락토오즈와 각각 (α 2, 3) 결합과 (α 2, 6) 결합으로 연결된 이

성질체 중 선택된 1종 이상임을 특징으로 하는 시알산 함유 N-당사슬 크로마토그램 피크를 이용한 질병 스크리

닝 방법.

발명의 설명

기 술 분 야
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본 발명은 선택적으로 유리된 혈장 내 N-당사슬 (N-glycan) 중 시알산 NeuAc를 함유한 N-당사슬들의 이성질체를[0001]

분리하고, 다중 반응 모니터링 (Multiple Reaction Monitoring, MRM) 질량분석 측정으로 얻어진 이성질체 각각

의 정량 값의 비율을 비교하여 특정 질병을 확인하는 스크리닝 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

혈액 내 단백질의 60% 이상은 표면에 당사슬이 존재하는 당단백질 (glycoprotein)이며, 이뮤노글로불린 G, 합토[0003]

글로빈, 알파-1-애시드 당단백질, 혈청 아밀로이드 A 등과 같이 면역과 염증반응과 연관된 대부분의 단백질 또

한 당단백질이다. 단백질 당쇄화의 위치와 구조적 다양성은 체내외 환경에 민감하게 반응하므로 당사슬을 이용

한 질병관련 연구 및 질병 진단 시스템 개발이 현재 활발히 진행되고 있다.

당단백질은 단백질이 합성된 후 소포체 (Endoplasmic  Reticulum)에서 기본 골격이 합성된 뒤 골지체 (Golgi[0004]

Apparatus)로 이동 후 다양한 당전이 효소 (글라이코실트랜스퍼레이즈, glycosyltransferase)에 의해 당이 부가

된다. 하지만, 질병과 같은 생물학적 변화 상태에 따라 촉매나 전이물질로 인해 특정 당쇄화가 비정상적으로 발

현되거나 비정상적인 당쇄화가 일어나 세포 변이 및 기능의 소실을 일으키게 된다. 또한, 당사슬 생합성 과정은

효소 간의 경쟁 반응으로 수많은 당사슬 및 이성질체가 존재할 수 있으며, 각 당사슬의 특징도 매우 다양하다.

따라서 질병과 당사슬의 관계를 밝히기 위해서는 이성질체 정보를 포함한 정성·정량 분석이 반드시 필요하다.

그러나 현재까지의 당사슬 기반 질병관련 연구는 인간의 체액 (혈액, 소변, 눈물, 침 등) 및 조직에서 N- 또는

O-당사슬을 유리하여 이성질체 정보를 배제한 당사슬의 전체적인 프로파일링 분석을 통한 특성 비교에 주력해

오고 있다. 이와 같은 방법은 많은 시간이 소비될 뿐만 아니라, 수많은 당사슬 중 질병 특이적인 당사슬을 찾는

것이 매우 어렵다. 따라서, 당사슬과 질병 간의 연관성을 확인하기 위해서는 당사슬 이성질체를 고려한 정성 정

보와 함께 정량적 특성을 반영한 새로운 접근이 필요하다.

다공성 흑연화 탄소 (Porous Graphitized Carbon) 컬럼 기반 액체크로마토그래피는 기존 당사슬 분석에 많이 사[0005]

용되는  역상  컬럼  (Reverse  Phase;  C18)  또는  친수성  상호반응  컬럼  (Hydrophilic  Interaction

Chromatography; HILIC)에 비해 추가 유도체화 단계 없이 전처리가 간편하며, 이성질체 분리에 탁월하다.

또한, 다중 반응 모니터링 (Multiple  Reaction  Monitoring, MRM) 질량분석은 삼중-사중극자 탠덤 질량분석기[0006]

(Triple Quadrupole Mass Spectrometry, QQQ)를 통해 수행되는 정량이 가능한 질량분석 기법 중의 하나로 선택

성과 민감도가 매우 우수하다. 질량분석기 첫 번째 사중극자 (Q1) 파트에서 타겟하는 물질의 이온 (Precursor

ion, m/z) 만을 필터한 뒤, 두 번째 사중극자 (Q2)에서 비활성 기체와 전기적 에너지를 이용한 충돌을 일으켜

(Fragmentation, Tandem, MS/MS) 조각 이온 (Product ion, m/z)을 생산한다. 마지막 사중극자 (Q3) 파트에서

생성된 조각 이온들 중 타겟하는 물질의 특징적 이온을 선택하여 스캔하는 과정으로 이뤄진다. 이 분석기법은

매트릭스 등 간섭물질의 영향을 최소화할 수 있어 좀 더 고감도로 표적 물질을 분석할 수 있으며, 이온 모니터

링을 통해 도출된 면적을 통하여 절대 정량분석이 가능하다.

베체트병은 주로 중동 및 아시아 지역에서 100,000명당 10~300명 유병률이 보고되는 원인불명의 자가 면역 질환[0007]

으로 구강, 성기, 안구, 피부의 염증을 유발하여 합병증으로 사망까지 이르는 특징이 있다. 현재까지 정확한 질

병의 원인이나 병태생리가 밝혀져 있지 않고, 검증된 진단 가이드라인이 확립되어 있지 않으며, 특이 치료법이

없다. 따라서 베체트병을 특이적으로 정확히 진단하고, 질병활성도 측정 및 특이 치료제 개발에 활용될 수 있는

진단법이 필요한 실정이다.

본 발명은 베체트병을 특이적으로 확인할 수 있는 당사슬 이성질체 관점의 진단방법에 대해 설명하고자 한다.[0008]
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proinflammatory potential of the immunoglobulin G glycome." Inflammatory bowel diseases 21.6 (2015):

1237-1247. 

(비특허문헌 0003)   Miyamoto,  Suzanne,  et  al.  "Multiple  Reaction  Monitoring  for  the  quantitation  of

serum  protein  glycosylation  profiles:  Application  to  Ovarian  Cancer."  Journal  of  proteome  research

17.1 (2017): 222-233. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 베체트병 진단을 위해 사용되었던 체외증상을 표준화한 간접적인 가이드라인의 제한점 및 한계점을[0012]

해결하고자, 혈장 시료로부터 N-당사슬을 추출한 뒤, N-당사슬 이성질체 간의 정량 비율을 확인하는 베체트병

특이적 진단법을 제공하는 것을 목적으로 한다. 

또한, 본 발명은 체액 시료로부터 특정 당단백질이 아닌 전체 당단백질의 N-당사슬을 추출한 다음, N-당사슬을[0013]

트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기와 다중 반응 모니터링 분석방법으로 질량분석하여 N-당사슬 이성질체를 분리하

고, 이성질체 피크 간의 정상 대조군과 환자군 간에 유의한 차이가 있는 경우, 이 피크를 바이오마커로 삼아 피

검체의 질병 유무를 분석하는 방법을 제공하려는 것이다.   

과제의 해결 수단

상기 과제 해결을 위하여 본 발명자들은 약 90여명의 혈장에서 산성 단당류 (시알산, sialic acid)를 함유한 N-[0015]

당사슬을 분리·분석하고 정상과 환자 간의 특이적인 당사슬 이성질체 비율을 비교하여, 이를 통해 베체트병 확

인을 위한 마커를 선정하였다.

본 발명은[0016]

가) 특정 질병 환자군과 정상 대조군으로부터 체액 시료를 준비하는 단계;[0017]

나) 상기 시료에 효소를 처리하여 N-당사슬을 분리하는 단계;[0018]

다) 분리한 N-당사슬을 정제 또는 농축하는 단계; [0019]

라) 정제 또는 농축된 N-당사슬을 트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기와 다중 반응 모니터링 분석방법으로 질량분[0020]

석하는 단계;

마) 상기 라) 단계에서 얻어진 N-당사슬 이성질체 각각의 정량 값 비율을 비교하는 단계; 및[0021]

바) 환자군과 정상 대조군 간에 특정 N-당사슬 이성질체 정량 값 비율이 유의한 차이가 있는 경우 상기 특정 N-[0022]

당사슬 이성질체를 상기 특정 질병의 마커로 선정하는 단계;를 포함하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크

리닝 방법을 제공한다.

본 발명은 상기 가) 단계 이후 나) 단계 이전 시료의 단백질을 변성하는 단계;가 추가되는 것을 특징으로 하는[0023]

N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명은 상기 바) 단계 이후 [0024]

사) 시험 대상인의 체액 시험 시료를 채취하고, 시험 시료에서 N-당사슬을 분리하며, 분리한 N-당사슬을 정제[0025]

또는 농축하며, 정제 또는 농축된 N-당사슬을 액체 크로마토그래피 - 다중 반응 모니터링 질량분석한 후, 질량

분석으로 얻어진 N-당사슬 이성질체의 정량 값 비율을 상기 마) 단계에서 얻은 정상 대조군 및 환자군의 정량

값 비율과 비교하여 정상 대조군의 비율과 유의한 차이가 있는 경우 시험 대상인이 특정 질병에 걸린 것으로 확

인하는 단계;를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명은 상기 나) 단계가[0026]

a) 체액 시료에 단백질 변성 시약을 처리하여 단백질을 변성하는 단계;[0027]
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b) 시료에 PNGase F 효소를 16~24시간 처리하여 N-당사슬을 분리하는 단계;[0028]

c) b) 단계를 거친 시료 내의 단백질을 침전하는 단계; 및[0029]

d) 단백질을 침전시킨 시료를 원심분리하고 상층액을 얻는 단계;를 순차적으로 포함함을 특징으로 하는 N-당사[0030]

슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 다) 단계가[0031]

a) 다공성 흑연화 탄소 컬럼을 정제용 용매로 세척하는 단계;[0032]

b) 상기 a)의 컬럼을 트리플루오로아세트산이 든 아세토나이트릴 용액으로 세척하는 단계;[0033]

c) 상기 b) 단계를 거친 컬럼을 정제용 용매로 세척하는 단계;[0034]

d) c) 단계를 거친 컬럼에 시료를 로딩하는 단계;[0035]

e) 시료를 로딩한 컬럼을 정제용 용매로 세척하는 단계; 및[0036]

f) e) 단계를 거친 컬럼에 농도구배 용액을 흘려주어 시료를 용출하는 단계;를 순차적으로 포함하는 것을 특징[0037]

으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 라) 정제 또는 농축된 N-당사슬을 트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기와 다중 반응 모니터링[0038]

분석방법으로 질량분석하는 단계가

a) 농도구배 용리(Gradient Elution)를 이용하여 다공성 흑연화 탄소 충전 컬럼으로 시알산을 함유한 N-당사슬[0039]

이성질체를 분리하는 단계;

b) 트리플 쿼드러플 LC/MS 분석기기의 첫 번째 4중극 (quadrupole)에서 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc1인 단일[0040]

시알산화 복합형 N-당사슬, 당사슬 조성 Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1인  단일 시알산화 단일 퓨코실화 복합형 N-당사

슬, 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc2인 이중 시알산화 복합형 N-당사슬에 해당하는 이온을 선택하여 통과시키는

단계;

c) 첫 번째 4중극을 통과한 이온을 두 번째 4중극인 충돌 셀에서 특정 에너지를 가하여 단편화하여 단편 이온[0041]

(fragment ion)을 생성하는 단계;

d) 상기 충돌 셀에서 생성된 단편 이온 중 표적 물질에 특이적인 단편 이온만 세 번째 4중극을 통과시켜 검출하[0042]

는 단계;

e) 상기 d) 단계에서 검출된 단편 이온의 이성질체 간 크로마토그램 면적 비율을 비교하는 단계;를 포함하는 것[0043]

을 특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 특정 질병이 자가면역질환임을 특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝[0044]

방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 자가면역질환이 베체트병임을 특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝[0045]

방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 d) 단계의 표적 물질에 특이적인 단편 이온이 이론적 분자량 203.0794 Da이며 당사슬 조[0046]

성 HexNAc1인 단편 이온 및 이론적 분자량 365.1322 Da이며 당사슬 조성 Hex1HexNAc1인 단편 이온 중 선택된 1종

이상임을 특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 e) 단계가 Hex5HexNAc4NeuAc1에 해당하는 6개의 이성질체 피크, Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1에[0047]

해당하는 3개의 이성질체 피크 또는 Hex5HexNAc4NeuAc2에 해당하는 2개의 이성질체 피크 각각의 크로마토그램 면

적의 비율을 도출하는 단계; 및 상기 단계에서 도출된 각 당사슬 이성질체 피크의 정량 값 비율을 비교하여 정

상인 대조군에 비하여 환자군에서 발현량 2배 이상의 차이를 나타내는 경우 질병에 걸린 것으로 확인하는 단

계;를 포함하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

나아가,  본  발명은  상기  특정  질병이  베체트병인  경우,  상기  바)  단계의  마커는  N-당사슬  조성[0048]

Hex5HexNAc4NeuAc1에서 말단 시알산이 말단 갈락토오즈 중 한 개와 (α 2, 3) 결합으로 연결된 이성질체 중 단당
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류의 헤미아세탈형 고리구조의 형성으로 인해 생기는 아노머 이성질체 두 개 및 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc2

인 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 (Di-sialylated complex-type N-glycan) 이성질체 중 말단 시알산 두 개가

말단 갈락토오즈 두 개와 각각 (α 2, 3) 결합과 (α 2, 6) 결합으로 연결된 이성질체 중 선택된 1종 이상임을

특징으로 하는 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명의 구성을 좀 더 구체적으로 설명하면, 본 발명은 [0050]

가)  체액,  바람직하게는 혈장 또는 혈청 50㎕에 PNGase  F  효소를 처리하여 시료 내의 N-당사슬을 분리하는[0051]

단계;

나) 다공성 흑연화 탄소 고체상 추출로 상기 가) 단계를 거친 시료를 탈염하고 시알산 (NeuAc, NeuGc)을 함유한[0052]

N-당사슬을 분리, 정제 및 농축하는 단계;

다) 농축된 시알산 함유 N-당사슬을 다공성 흑연화 탄소 기반 액체크로마토그래피 - 다중 반응 모니터링 질량분[0053]

석 (PGC-LC/MRM-MS)으로 정량분석하는 단계;

라) 질량분석으로 얻어진 시알산 함유 N-당사슬 이성질체 각각의 정량 값 비율을 비교하는 단계;를 포함하는 베[0054]

체트병 여부 확인방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 가) 단계의 효소 처리방법이 [0055]

a) 50㎕의 체액 시료를 취하는 단계;[0056]

b) 시료에 단백질 변성 시약을 가하고 90~110℃로 1~3분간 처리하여 단백질을 변성하는 단계;[0057]

c) 시료에 PNGase F 효소 2㎕를 16 - 24시간 처리하여 N-당사슬을 분리하는 단계;[0058]

d) 시료 내의 단백질을 침전하는 단계; 및[0059]

e) 단백질을 침전시킨 시료를 원심분리하고 상층액을 얻는 단계;를 순차적으로 포함함을 특징으로 한다.[0060]

또한, 본 발명은 상기 나) 단계의 다공성 흑연화 탄소 고체상 추출이 [0061]

a) 다공성 흑연화 탄소 컬럼을 정제수 2.5 ~ 3.5㎖로 2회 이상 세척하는 단계;[0062]

b) 상기 a)의 컬럼을 0.1% 트리플루오로아세트산이 든 80% 아세토나이트릴 용액 3㎖로 2회 이상 세척하는 단계;[0063]

c) 상기 b) 단계를 거친 컬럼을 정제수 2.5 ~ 3.5㎖로 2회 이상 세척하는 단계;[0064]

d) 시료를 로딩하는 단계;[0065]

e) 정제수 2.5~3.5㎖로 2회 이상 세척하는 단계;[0066]

f) 10% 아세토나이트릴 용액 2.5~3.5㎖로 2회 이상 세척하는 단계; 및[0067]

g) 20% 아세토나이트릴 용액 2.5~3.5㎖로 2회 이상 세척하는 단계; 및[0068]

h) 0.05% 트리플루오로아세트산이 든 40% 아세토나이트릴 용액 2.5~3.5㎖로 2회 이상 시료를 용출하는 단계;를[0069]

순차적으로 포함하는 시알산을 함유한 N-당사슬 당사슬 분리·정제 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 다) 단계의 다공성 흑연화 탄소 기반 액체크로마토그래피 - 다중 반응 모니터링 질량분석[0070]

이

a) 용매 A (0.1% 포름산이 든 3% 아세토나이트릴) 와 용매 B (0.1% 포름산이 든 90% 아세토나이트릴)의 농도구[0071]

배 용리(Gradient Elution)를 이용하여 다공성 흑연화 탄소 충전 컬럼으로 시알산을 함유한 N-당사슬 이성질체

를 액체크로마토그래피로 분리하는 단계;

b) 사중극자 질량분석기 (QqQ-MS) 의 첫 번째 4중극 (quadrupole; Q1)에서 단일 시알산화 복합형 N-당사슬 (이[0072]

론적 분자량 1931.6876 Da, 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc1), 단일 시알산화 단일 퓨코실화 복합형 N-당사슬 (이

론적 분자량 2077.7455 Da, 당사슬 조성 Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1), 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 (이론적 분자

량 2222.7830 Da, 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc2) 에 해당하는 이온을 선택, 통과시키는 단계;

c)  충돌  셀  (collision  cell  즉,  두  번째  4중극;  q2)에서  선택된  분자에  특정한  에너지를  가하여  단편화[0073]
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(fragmentation)하여 단편 이온 (fragment ion)을 생성하는 단계;

d) 세 번째 4중극 (Q3)에서는 충돌 셀에서 생성된 단편 이온 중 표적 물질에 특이적인 단편 이온 (이론적 분자[0074]

량 203.0794 Da, 당사슬조성 HexNAc1 / 이론적 분자량 365.1322 Da, 당사슬 조성 Hex1HexNAc1)들만 통과시켜 검

출하는 단계;

e) 상기 d) 단계에서 얻어진 단편 이온의 이성질체 간 크로마토그램 면적 비율을 비교하는 단계;를 포함하는 시[0075]

알산을 함유한 N-당사슬 정량분석 방법에 관한 것이다. 

또한, 본 발명은 상기 e) 상기 d) 단계에서 얻어진 단편 이온의 이성질체 간 크로마토그램 면적의 비율을 비교[0076]

하는 단계가 Hex5HexNAc4NeuAc1에 해당하는 6개의 이성질체 피크, Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1에 해당하는 3개의 이성

질체 피크 또는 Hex5HexNAc4NeuAc2에 해당하는 2개의 이성질체 피크 각각의 크로마토그램 면적의 비율을 도출하

는 단계; 및 도출된 각 표적 당사슬 이성질체 피크의 면적 비율에서 베체트병 환자의 마커인 Hex5HexNAc4NeuAc1

의 첫 번째 이성질체, 두 번째 이성질체, Hex5HexNAc4NeuAc2의 첫 번째 이성질체 중 하나 이상에 대하여 베체트

병 환자군 시료와 베체트병이 아닌 정상인 대조군 시료의 차이를 비교 확인하는 결과 해석 단계;

f) 정상인 대조군에 비하여 환자군에서 발현량 5배 이상의 차이를 나타내는 경우 베체트병으로 확인하는 단계;[0077]

를 포함하는 특이적 베체트병 스크리닝 분석방법에 관한 것이다.

참고로, 상기 "첫 번째" 이성질체, "두 번째" 이성질체는 컬럼에서 용출되는 순서를 기준으로 하는 표현으로서,[0078]

이하 발명의 설명 및 청구범위에서 동일한 의미로 사용하였다.

발명의 효과

종래 베체트병 진단법은 기존 임상환자들의 증상 및 치료 예후의 결과를 표준화한 분류표를 사용하기에 부정확[0080]

한 결과를 도출할 가능성이 있다. 본 발명은 상대적으로 적은 양의 체액, 바람직하게는 혈장 50 마이크로리터

(㎕)를 사용하여, 시알산을 함유한 N-당사슬 이성질체의 정량 값의 비율을 확인하여 베체트병을 특이적으로 정

확히 진단하는 방법으로, 질병 활성도 측정 및 특이 치료제 개발에 활용할 수 있다.

본 발명은 혈장 시료에서 표적으로 하는 시알산을 포함하는 N-당사슬만을 분리한 후 정제 및 농축단계를 거치므[0081]

로 다른 방해 물질 없이 고감도로 정확하게 정량분석할 수 있다.

또한, 본 발명은 다공성 흑연화 탄소 기반 액체크로마토그래피를 통해 당사슬의 구조 이성질체를 분리한 후 다[0082]

중 반응 모니터링 질량분석 기반으로 정량분석하므로 각각의 당사슬 이성질체를 특이적으로 정량할 수 있다.

또한, 본 발명은 종래 표준품의 정량 곡선을 통해 절대 정량하는 분석법이 아니라 도출된 이성질체의 면적 값을[0083]

비율로 환산하여 이성질체 간의 빈도 및 발현량을 비교하는 분석법으로서, 표준품이 극히 제한적인 글라이코믹

스 (Glycomics) 분야의 한계를 극복할 수 있는 새로운 데이터 해석방법이다.

본 발명의 특이적 진단방법은 정량을 위해 필요한 표준품 구매에 소요되는 비용 문제를 해결할 수 있을 뿐만 아[0084]

니라, 정확한 비율로 환산하는 방법이기 때문에 추후 병원 및 의료기관에서 베체트병 진단에 활용하는 경우 누

구나 사용할 수 있는 유용한 방법이다.

본 발명은 소량의 혈청을 사용하여 베체트병을 진단하는 방법에 관한 것으로서, 현재 베체트병을 특이적으로 진[0085]

단할 수 있는 방법이 없는 상황에서 매우 유용하다. 

본 발명의 방법은 채액으로부터 특정 단백질의 당사슬이 아닌 총 N-당사슬을 분리하고, 이를 트리플 쿼드러플[0086]

LC/MS 분석기기와 다중 반응 모니터링 분석방법으로 N-당사슬 이성질체 피크를 분리하고 피크 간 비율을 비교하

여 질병 유무를 분석는 것으로서, 현재까지의 질병 진단방법에서 찾아볼 수 없는 새로운 방식이다. 또한, 본 발

명의 방법은 장기 및 조직 등을 채취하는 생검검사 등의 불편함이 없으며, 정량분석에서 반드시 필요한 표준품

준비에 대한 불편함과 부담감이 없는 편리한 방법이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 N-당사슬 이성질체의 상대정량을 이용한 베체트병 진단방법의 실시예를 도식화한 흐름도이다.[0088]

도 2는 본 발명의 방법으로 정상인과 베체트병 환자의 혈장을 시료로 하여 시알산을 함유한 당사슬 이성질체를

분리·분석한 대표적인 크로마토그램 결과이다.
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도 3은 본 발명의 방법으로 정상과 베체트병 환자의 시알산을 함유한 당사슬 이성질체의 정량 값의 비율을 비교

한 결과이다. 

도  4는  정상인과 베체트병 환자 90여명  시료에서 확인된 단일 시알산화 복합형 N-당사슬 (Mono-sialylated

complex-type  N-glycan)  Hex5HexNAc4NeuAc1의 첫  번째와 두  번째  이성질체,  이중  시알산화 복합형 N-당사슬

(Di-sialylated  complex-type  N-glycan)  Hex5HexNAc4NeuAc2의  첫  번째  이성질체  비율에  대한 박스 위스커스

(box whiskers) 플롯이다.

도 5는 베체트병 특이적 당사슬의 이성질체 구조를 확인한 크로마토그램 결과이다.

도 6은 베체트병 환자의 표시인자인 Mono-sialylated complex-type N-glycan (Hex5HexNAc4NeuAc1) 의 첫 번째

두 번째 이성질체, Di-sialylated complex-type N-glycan (Hex5HexNAc4NeuAc2) 의 첫 번째 이성질체의 베체트병

환자의  혈장과 베체트병이 아닌 사람의 차이를 비교를 나타내는 Receiver  Operating  Characteristic  (ROC)

Curve 분석 결과이다.

도 7은 본 발명의 스크리닝 방법을 도식화한 것이다.

도 8은 본 발명의 방법을 통하여 베체트병의 마커로 선정된 N-당사슬 이성질체 3종을 도식화한 것이다.

도 2,4,5,7,8 등에 나타난 도형 중 녹색 원은 만노스 (Man), 노란색 원은 갈락토오즈 (Gal), "OAc"는 O-아세틸

화를 의미하며, 청색 네모는 N-아세틸글루코사민 (GlcNAc), 빨간색 삼각형은 퓨코스 (Fuc), 보라색 마름모는 N-

아세틸뉴라민산 (NeuAc)(또는 시알산이라고도 함)을 나타낸다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

아래에서는 본 발명의 구성을 구체적인 실시예를 들어 좀 더 자세히 설명한다. 단, 실시예는 본 발명을 예시하[0089]

는 것일 뿐, 본 발명의 범위가 실시예의 기재에만 한정되는 것이 아님은 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의

지식을 가진 자에게 자명하다.

1. 시료 전처리[0091]

1) 인간 혈장 50㎕에 단백질 변성 시약을 가하고 90 ~ 110℃로 1~3분간 처리하여 단백질을 변성시켰다.[0092]

2) 1) 단계를 수행한 시료에 PNGase F 2㎕ (1000 units)를 넣고 항온수조에서 37℃로 16시간 효소반응을 진행하[0093]

였다.

3) 2) 단계를 수행한 시료에 차가운 에탄올 (-42℃) 800㎕를 가하고, -20 ~ -80℃에 1시간 방치 후 원심분리[0094]

(14,000 rpm, 4℃, 10 ~ 30분)하여 당사슬이 분리된 단백질을 제거하였다.

4) 다공성 흑연화 탄소 (porous graphitic carbon, "PGC") 카트리지를 이용한 고체상 추출법을 통해 0.05% 트[0095]

리플루오로아세트산이 든 40% 아세토나이트릴 용액 2.5~3.5㎖로 2회 이상 시료를 용출하여 시알산을 함유한 당

사슬을 분리·농축하였다.

2. 분석방법[0097]

1) 위 전처리에서 얻은 시알산을 함유한 당사슬 시료에 대하여 LC/QqQ MS (Triple Quadrupole MS)의 다중 반응[0098]

모니터링 (Multiple Reaction Monitoring; MRM)을 이용하여 정량분석을 수행하였다. 더 자세히는 희석된 시알산

을 함유한 당사슬을 오토샘플러 (4℃로 유지됨), 초고압 펌프 및 컬럼 오븐으로 구성된 UPLC-MS/MS 시스템을 이

용하여 분석하였다. PGC 컬럼 (100× 2.1mm, 3㎛)을 사용하였고, 크로마토그래피 방법에 의한 분리는 최적화된

분리 조건에 따라 수행하였다. 간단히 설명하면, 시료를 로딩한 후 시알산을 포함한 당사슬 용출 농도구배 용액

을 분당 0.3ml씩 흘려주었다. 농도구배 용액은 (A) 0.1% 포름산 (v/v)을 포함한 3.0% 아세토나이트릴 용매 및

(B) 0.1% 포름산 (v/v)을 포함한 90% 아세토나이트릴 용매를 사용 각각 아래 시각에 아래 농도로 사용하였다: 0

~ 0.25 min; 7% B, 0.25 ~ 10 min; 7 ~ 15% B, 25 ~ 30 min; 15 ~ 40% B, 30 ~ 35 min; 40 ~ 100% B. 최종적

으로 분석 컬럼은 7% B로 10분간 재평형화하였다. 컬럼 온도는 다음과 같이 유지하였다: 30~60℃. 농도구배의

일례를 표 1에 나타내었다.
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표 1

Time (min)[0099] Solvent B (%) Flow rate (㎖/min)

0 7 0.3

0.25 7 0.3

10 15 0.3

25 40 0.3

30 100 0.3

35 100 0.3

35.1 7 0.3

45 7 0.3

2)  다중  반응  모니터링  (MRM)은  QqQ  MS에서  사용할  수  있는  선택적인  분석법  중  하나로,  첫  번째  4중극[0100]

(quadrupole)에서는 분석하고자 하는 물질의 분자만을 통과시켜 충돌 셀 (collision cell)(즉, 두 번째 4중극)

에  보내고,  충돌  셀에서  특정한  에너지를  가하여  선택된  분자를  단편화  (fragmentation)하여  단편  이온

(fragment ion)을 생성한다. 세 번째 4중극에서는 충돌 셀에서 생성된 단편 이온 중 표적 물질에 특이적인 단편

이온만 통과시켜 검출한다. 다중 반응 모니터링을 사용할 경우 매트릭스의 간섭물질에 영향을 최소화할 수 있어

좀 더 고감도로 표적 물질을 분석할 수 있으며, 복수의 단편 이온을 모니터링할 경우 이들의 면적비를 통하여

물질의 정량에도 활용할 수 있다. 본 당사슬 이성질체 정량분석을 위한 MRM 전이 조건은 표 2와 같다.

표 2

Target (Hex_HexNAc_Fuc_NeuAc)[0101] Quantitative ion Qualitative ion

5_4_0_1 644.9 -> 366.1 644.9 -> 274.1

5_4_1_1 1039.9 -> 366.1 1039.9 -> 274.1

5_4_0_2 741.9 -> 366.1 741.9 -> 274.1

3) 분석된 데이터는 Masshunter 소프트웨어 버전 7을 이용하여 처리하였다.[0102]

4) 대조군과 환자군 간의 차이와 강도를 조사하기 위하여 Student's t-test 분석법을 이용하여 수행하였다. 또[0103]

한, P-값<10
-20
인 경우에 의미가 있는 것으로 판별하였다.

아래에서는 위와 같은 시료 전처리 및 분석방법을 통해 얻어진 결과를 나타내는 도 2 내지 도 3에 대하여 설명[0105]

한다.

도 1: 혈청 내 산성 N-당사슬의 정제·분석 단계[0107]

도 1은 본 발명의 산성 N-당사슬 분리·분석에 해당하는 전 과정의 흐름도 이다. 본 방법에서는 인간 혈청에 함[0108]

유된 당단백질의 N-당사슬을 N-글라이코시데이즈 (PNGase F)라는 효소에 의해 분리하는 단계를 일차적으로 진행

한다. 효소에 의해 단백질로부터 분리된 N-당사슬들은 PGC가 충진된 카트리지를 기반으로 극성이 다른 용매에

의해 당사슬의 크기 및 극성의 차이로 분획되며, 바람직한 일 실시예에서는 0.05% TFA를 포함하는 40% 아세토나

이트릴 수용액에 의해 산성 당사슬만을 선택적으로 용출시켜 분석한다. 분리·농축된 산성 당사슬의 이성질체를

PGC-LC로 분리하고, MRM 질량분석하여 표적 당사슬의 면적 값을 통해 상대 정량을 수행한다.

도 2: 베체트병 환자와 정상인의 혈청 산성 N-당사슬 프로파일링[0110]

47개의 베체트병 환자 혈청 (남: 26명; 여: 21명), 47개의 건강한 대조군 혈청 (남: 26명; 여: 21명) 시료를 당[0111]

사슬 기반 베체트병 진단 연구에 사용하였다.

본 발명의 실시예에 따라 정상과 베체트병 환자의 혈청에서 분리된 산성 당사슬의 PGC-LC/MRM-MS 분석 대표 크[0112]

로마토그램은 도 2와 같다.

혈청에 함유되어 있는 주요 산성 N-당사슬 3종인 단일 시알산화 복합형 N-당사슬 (Mono-sialylated complex-[0113]

type  N-glycan)  Hex5HexNAc4NeuAc1,  단일  시알산화  단일  퓨코실화 복합형 N-당사슬 (Mono-sialylated  mono-

fucosylated  complex-type  N-glycan)  Hex5HexNAc4Fuc1NeuAc1,  이중 시알산화 복합형 N-당사슬 (Di-sialylated

complex-type N-glycan) Hex5HexNAc4NeuAc2 의 이성질체를 모두 포함하는 11개의 크로마토그래피 피크 (Peak)를
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확인하였다. 환자군과 정상 대조군에 존재하는 당사슬 이성질체의 수는 유사하였으나, Hex5HexNAc4NeuAc1의 첫

번째와 두 번째 이성질체, Hex5HexNAc4NeuAc2의 첫 번째 이성질체에 해당하는 총 세 개의 피크에서 이온 강도

즉, 면적 값의 차이를 확인하여 환자와 정상을 구별할 수 있는 마커로서의 가능성을 확인하였다.

도 3: 각 이성질체 면적의 비율을 통한 베체트병 환자와 정상 간의 비교[0115]

베체트병 환자와 정상인 대조군 간의 직접적인 비교를 위해 관찰된 이성질체 각각의 면적 값은 각 구조 이성질[0116]

체의 총 면적 값에 의해 표준화되었다. 이성질체 정보를 배제한 N-글라이칸 구조별로 환자와 대조군을 비교할

경우 뚜렷한 차이가 발생하지 않았으며, 각 구조 이성질체의 면적 값을 직접적으로 비교한 경우 환자와 대조군

의 차이를 확인하는 통계분석 (t-test)에서 결과 값이 본 발명의 데이터 해석보다 낮은 차별성을 나타내었다.

그러나, 본 발명의 방법을 통해 얻은 결과는 정상과 환자의 차이를 보여주는 이성질체의 P-값이 10
-20

 이하로서

의미가 있음을 확인할 수 있다.

도 4: 베체트병 환자에서 마커 이성질체의 변화[0118]

도 5는 총 94명 시료에서 확인된 Hex5HexNAc4NeuAc1의 첫 번째와 두 번째 이성질체, Hex5HexNAc4NeuAc2의 첫 번째[0119]

이성질체 비율에 대한 박스 위스커스 (box whiskers) 플롯으로 환자와 대조군 간의 극명한 차이를 나타낸다. 이

들은 Hex5HexNAc4NeuAc1~2로 이루어진 당사슬의 이성질체로서 정상의 경우보다 환자의 경우 4-5배 증가하였다. 흥

미롭게도 이러한 차이는 여성군보다 남성군에서 확실히 나타났다. 위 세 가지 이성질체의 베체트병 환자와 대조

군을 차이를 나타내는 P-값은 10
-20

 이상으로 나타났고, 이 세 가지 이성질체를 베체트병 진단 마커로 결정하였

다.

도 5: 베체트병 특이적 당사슬 구조 확인[0121]

혈청에 존재하는 주요 N-당사슬의 시알산은 말단의 갈락토오즈와 α-2,3 또는 α-2,6 결합을 하고 있다. 본 발[0122]

명에서 확인한 베체트병 특이적 당사슬의 구조를 밝히기 위해 시알산을 함유한 N-당사슬 시료에 시알산 분해 효

소 (Neuraminidase 또는 Sialidase) 처리를 수행하였다. 도 5는 α-2,3 구조 특이적 분해 효소를 처리하기 전과

후를 비교한 크로마토그램이다. 효소 처리 전 (위)과 비교하여 효소 처리 후 (아래) Hex5HexNAc4NeuAc1의 구조를

가진 1번과 2번 피크, 그리고 Hex5HexNAc4NeuAc2의 구조를 가진 1번 피크가 감소하였음을 볼 수 있다. 이 결과를

통해 베체트병 진단 마커의 당사슬 이성질체는 α-2,3로 결합되어 있는 시알산을 함유하고 있음을 알 수 있다.

도 6: 베체트병 진단 방법의 평가[0124]

질병 탐지를 위한 바이오마커의 성능을 평가하는 도구는 ROC (Receiver Operating Characteristic) 커브이다.[0125]

도출된 AUC 결과 값이 0.6 이상인 ROC 커브는 정상과 환자를 구별하는 타당성을 가진 것으로 판단한다. 본 발명

에서 베체트병 환자의 바이오마커로 선정된 단일 시알산화 복합형 N-당사슬 Hex5HexNAc4NeuAc1의 첫 번째와 두

번째 이성질체, 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 Hex5HexNAc4NeuAc2의 첫 번째 이성질체 비율에 대하여 각각 ROC

커브를 통해 AUC를 계산하였다. 그 결과, 본 발명에서 선정한 당사슬 마커 세 종류 모두 0.98 이상의 뛰어난 결

과를 나타내었다. 이러한 결과는 본 발명의 베체트병 진단 방법과 마커가 베체트병을 판정하는데 유용함을 말해

준다.

도 7: 당사슬 이성질체 프로파일링을 통한 베체트병 진단방법[0127]

본 발명의 방법은 먼저 인간의 체액, 바람직하게는 혈장이나 혈청을 소량 취하여, 효소 처리 등으로 N-당사슬을[0128]

농축한 다음, 당사슬 이성질체를 분리하고, 분리된 당사슬 이성질체에 대하여 MRM 질량분석을 실시하여 이성질

체의 비율을 정량함으로써 질병에 걸렸는지의 여부를 진단하는 것이다.

도 8: 베체트병의 마커로 선정된 N-당사슬 이성질체 3종[0130]

질량분석으로 확인된 이성질체의 질량 값을 통해 당사슬을 이루고 있는 당의 구성요소를 확인할 수 있다. 또한,[0131]

PGC 컬럼을 이용하여 N-당사슬을 분리·분석한 기존 논문을 참고하고 특정 구조의 시알산을 분리하는 효소 처리

를 통하여 추가로 확인한 결과, 본 발명에서 선택한 질병 특이적 당사슬의 이성질체를 도 8과 같이 설명할 수

있다. 이때, 5401-1과 5401-2는 단당류의 헤미아세탈형 고리구조의 형성으로 인해 생기는 아노머 이성질체 관계

이다. 
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즉, 본 발명의 N-당사슬 이성질체를 이용한 질병 스크리닝 방법에서 구체적인 예로서 베체트병 스크리닝에 이용[0132]

할 수 있는 N-당사슬 이성질체 마커는 도 8과 같이, N-당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc1에서 말단 시알산이 말단

갈락토오즈와 (α 2, 3) 결합으로 연결된 이성질체 중 단당류의 헤미아세탈형 고리구조의 형성으로 인해 생기는

아노머 이성질체 두 개 및 당사슬 조성 Hex5HexNAc4NeuAc2인 이중 시알산화 복합형 N-당사슬 (Di-sialylated

complex-type N-glycan) 이성질체 중 말단 시알산 두 개가 두 개의 말단 갈락토오즈와 각각 (α 2, 3) 결합과

(α 2, 6) 결합으로 연결된 이성질체 중 선택된 1종 이상임을 특징으로 한다.

도면

도면1
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도면2
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