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명 세 서

청구범위

청구항 1 

효모 세포 내 보조인자(cofactor)를 액체크로마토그래피/질량분석법(LC/MS)으로 분석하는 방법에 있어서,

상기 효모는 사카로마이세스 세레비시애(Saccharomyces cerevisiae)이며,

상기 분석은 pH 7.5-8.0의 용매에서 역상 용리 다공성 흑연성 탄소 소재의 컬럼으로 실시하는 것을 특징으로 하

는

효모 세포 내 보조인자(cofactor)의 분석 방법

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

상기  보조인자는  AMP,  ADP,  ATP,  NAD+,  NADH,  NADP+,  NADPH,  CoA,  아세틸-CoA(acetyl-CoA),  부티릴-

CoA(butyryl-CoA),  DL-β-하이드록시부티릴-CoA(DL-β-hydroxybutyryl-CoA),  크로토닐-CoA(crotonyl-CoA),  헥

사노일-CoA(hexanoyl-CoA), 말로닐-CoA(malonyl-CoA) 및 숙시닐-CoA(succinyl-CoA)로 이루어진 군에서 선택된

1종 이상인 방법.

청구항 3 

제 1 항에 있어서,

상기 효모는 사카로마이세스 세레비시애 BY4741 (Saccharomyces cerevisiae BY4741)인 방법.

청구항 4 

제 1 항에 있어서,

상기 보조인자는 고속여과법(fast filtration)으로 추출된 방법.

청구항 5 

제 4 항에 있어서,

상기 추출 시 용매는 아세토니트릴과 물을 혼합한 것인 방법.

청구항 6 

제 1 항에 있어서,

상기 용매는 아세트산 암모늄 완충액과 아세토니트릴:메탄올:물의 혼합물과 용해하여 제조된 방법. 

청구항 7 

제 1 항에 있어서,
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상기 질량 분석기는 음성 모드에서 이온 페어링 시약을 사용하지 않는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 액체크로마토그래피/질량분석법에 의한 효모의 보조인자 정량분석 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

아데노신 뉴클레오티드, 니코틴아미드 아데닌 디뉴클레오티드 그리고 아세틸-코엔자임 A (Co-A) 같은 보조인자[0003]

들은 살아있는 유기체의 이화작용과 동화작용에서 중추 역할을 하는 분자들이다. 아데노신 뉴클레오티드들은 인

산화를 통해 에너지를 전달하고 니코틴아마이드 아데노신 디뉴클레오티드들은 산화/환원을 통해서 파워를 운반

하며 그리고 아실-CoA(acyl-CoA)는 다양한 유닛들을 운반하고 중합을 촉진한다. 살아있는 유기체들은 세포 내에

서 항상성 유지와 재생을 가능하게 하기 위해서 이러한 보조인자들을 적정 수준으로 유지한다. 유기체 내에서

환경적, 유전적 변화에 반응해서 이러한 보조인자 수치의 균형을 유지하는 것은 신진대사 흐름을 다양하게 하고

다양한 화학 물질의 생산과 같은 표현형의 변화 또는 질병의 발달로 이끌 수 있다. 그러므로 살아있는 유기체에

서 질병의 병리 생리학을 이해하고 가치있는 화학물질들의 생성하기 위해 보조인자 수치를 분석하는 것은 중요

하다.

대부분 보조인자들은 주요 대사물질들 보다 무거운 질량을 가지고 있으며 인산염이나 아실기들이 쉽게 분리될[0004]

수 있기 때문에 불안정하다. 보조인자 분석을 위해 자외선 탐지를 가진 고성능 액체 크로마토그래피, 모세관 전

기이동, 핵자기공명 그리고 효소 처리 방법이 있다. 이것들 중, 액체 크로마토그래피/질량 분광 분석이 높은 민

감도와 특수성을 가진 큰 분자들을 분석할 수 있기 때문에 보조인자의 식별과 정량화를 위해 가장 빈번하게 사

용되는 방법이다. 　지금까지 LC/MS를 이용한 보조인자 분석 방법이 많이 보고되어 왔다. 그러나 아직 해결되지

않은 4가지 주요 문제점이 있다. 일반적으로 LC/MS 분석은 이온 페어링 시약이 포함된 비극성 C-18 컬럼을 사용

하는 양성(positive) 모드에서 수행된다. 그러나 이온 페어링 시약은 MS 내에서 이온화되고 이온 억제를 유발해

이온화 효율, 정확성 안정성에 악영향을 끼친다. 게다가 이온 페어링 시약에 의한 양성 모드의 일상적인 작업은

질량 분석기에 있는 이온 페어링 시약 잔류물들을 제거하기 위한 초기 단계에서 유지 보수, 청소 과정을 증가시

킨다. 또한, 내부 렌즈들이나 쿼드루폴을 오염시키고 지속적으로 질량분석기에 피해를 입힌다. 두 번째로 보조

인자 식별을 위한 다양한 분석 방법들이 보고되었지만 정성, 정량 능력은 동시에 비교되지 않았다. Hypercarb

컬럼, ACQUITY BEH Amide 컬럼 그리고 ZIC-pHILIC 컬럼과 같이 이온 페어링 시약의 사용 없이 보조인자를 식별

하는 컬럼들은 극성 컬럼이다. Rost et al.은 ZIC-pHILIC 컬럼과 ACQUITY BEH amide 컬럼 사이에서 니코틴아마

이드 아데닌 디뉴클레오티드의 정성 정량 능력을 비교하였다[비특허문헌 1]. 그러나 그들의 보고는 특정 컬럼

그리고 특정 보조인자에 국한되어 있다. 세 번째, 다양한 보조인자들을 동시에 정량화하고 식별하는 연구가 거

의 없었다. 오직 Fu et al이 LC/MS로 몇몇 아데노신 뉴클레오티드, 니코틴 아데닌 디뉴클레오티드 그리고 아실-

CoA를 동시에 분석하였다[비특허문헌 2].  그러나 이 연구는 이온 페어링 시약을 사용한 양성 모드에서 분석하

고 다른 분석 방법들과 그것을 비교하지 않았기 때문에 이 방법을 사용한 일상 작동은 청소 같은 상당한 유지

보수를 수반하고 MS의 수명을 단축시킨다. 또한, 이 연구에서는 탐지의 한계(LoD), 정량의 한계(LoQ)를 보고하

지 않았다. 그리고 다른 방법들과 분석 능력을 비교하는데 어려움이 있다. 마지막으로 보조인자의 안정적인 보

존을 위한 용매 상태가 오직 니코틴아마이드 아데닌 디뉴클레오티드 또는 아세틸-CoA, 말로닐-CoA와 같은 몇몇

아실-CoA를 위해 조사되었기 때문에 다양한 보조인자들을 보존하기 위한 최적의 용매가 조사되어야 한다. 가능

한 많은 아데닌 뉴클레오티드, 니코틴아마이드 아데노신 디뉴클레오티드 아실-CoA을 동시에 식별하고 정량화하

기 위해서, 컬럼과 용매 같은 LC/MS 방법들을 체계적으로 비교해 최적의 방법을 보고할 필요가 있다. 

다음으로, 살아있는 유기체로부터 보조인자를 추출하는 방법의 최적화하는 분석만큼이나 중요하다. 살아있는 유[0005]

기체로부터 대사산물을 추출하는 것은 다음 단계를 포함한다. 1) 대사활동을 중지하고 대사산물의 변형을 보호

하는 퀸칭 단계 그리고 2) 세포막 투과성을 증가시키고 세포로부터 대사산물을 빼내는 추출 단계. 각 단계는 대

사산물을 추출하는 수율과 관련 있다. 세포 내 보조인자의 농도를 정확하게 반영하기 위해서 추출 효율을 높이

는 것은 필수적이다. Saccharomyces cerevisiae는 "일반적으로 안전한 것으로 인식(GRAS)"되어 있다. 그리고 가

치있는  화학물질을  합성하거나  생물학  치료에서  가장  널리  사용되는  효모이다.  현재  대부분의  연구에서  S.

cerevisiae에서 보조인자들을 추출하기 위해, 대사 활동은 저온 메탄올 퀸칭을 통해 정지되고 대사체들은 메탄
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올 그리고 끓는 에탄올과 같이 세포 투과성을 증가시키는 다양한 용매를 사용해서 추출된다. 그러나 저온 메탄

올 퀜칭은 S. cerevisiae 세포막 손상으로 인한 유출을 야기한다. 이 과정은 추출 단계 이전에 대사산물을 세포

밖으로 방출시켜 대사체 추출 수율은 상당히 낮추는 것으로 알려져 있다. 그러므로 보조인자 수율을 매우 낮출

것이다. 또한, 비특허문헌 3은 S. cerevisiae에서 누수 없이 극성 대사산물 추출을 할 때 저온 메탄올 퀜칭 대

신 고속 여과 방식으로 대체하는 것을 제안하였다. 추출 단계 효율은 유기체, 용매 그리고 대사산물의 종류에

달려있고 이 중에서 가장 중요한 요소는 용매 속에서 대사체의 용해성과 안정성이다. 보조인자는 매우 극성이고

용매의 온도와 pH에 극도로 민감하므로 적절한 온도와 pH에서 용매의 극성 추출은 아마 보조인자 추출에 안정적

이다. 그러나 S .cerevisiae의 보조인자를 위한 추출 용매의 효율성은 체계적으로 아직 비교가 되지 않았고 편

리한 추출 용매인 순수한 메탄올 그리고 끓는 에탄올을 포함해서 다양한 종류의 추출 용매가 여전히 사용되고

있다. 최소 손실로 S. cerevisiae의 보조인자를 추출하기 위해 퀜칭과 추출 방법의 최적화가 필수적이다.
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(비특허문헌  0006)    R.R.  Gilibili,  M.  Kandaswamy,  K.  Sharma,  S.  Giri,  S.  Rajagopal,  R.  Mullangi,

Development  and  validation  of  a  highly  sensitive  LC-MS/MS  method  for  simultaneous  quantitation  of

acetyl-CoA and malonyl-CoA in animal tissues, Biomed. Chromatogr. 25 (2011) 1352-1359. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 높은 정확성으로 가능한 많은 보조인자를 동시에 인식하고 정량화하기 위해서 다양한 이온 페어[0007]

링 시약 없이 음성(negative) 모드에서 LC/MS를 사용하는 분석 방법을 평가하고 최적의 조건을 연구하였다. 게

다가, S. cerevisiae 유래 대부분의 보조인자들을 추출할 수 있는 최적의 방법을 결정하기 위해 체계적으로 퀜

칭과 추출 용매 방법들을 평가하였다. 이를 달성하기 위해 아데노신 뉴클레오티드, 니코틴아마이드 아데딘 디뉴

클레오티드 그리고 다양한 아실-CoA를 포함하는 15개 보조인자를 선택하고, 보조인자를 정확하게 식별하고 정량

화 하기 위해서 Orbitrap LC/MS를 사용하였다. 최근에 합성 생물학에서 가장 널리 사용되는 효모인 야생형 S.

cerevisiae 을 사용하였다.

이로서, 본 발명자들은 효모 세포 내 보조인자(cofactor)를 추출하고 액체크로마토그래피/질량분석법(LC/MS)으[0008]

로 분석하는 최적의 방법을 개발함으로써 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서, 본 발명은 효모 세포 내 보조인자(cofactor)를 액체크로마토그래피/질량분석법(LC/MS)으로 분석하는 방[0009]

법에 있어서,

상기 효모는 사카로마이세스 세레비시애(Saccharomyces cerevisiae)이며,[0010]
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상기 분석은 pH 7.5-8.0의 용매에서 역상 용리 다공성 흑연성 탄소 소재의 컬럼으로 실시하는, 효모 세포 내 보[0011]

조인자(cofactor)의 분석 방법을 제공하는데 그 목적이 있다. 

과제의 해결 수단

본 발명은 효모 세포 내 보조인자(cofactor)를 액체크로마토그래피/질량분석법(LC/MS)으로 분석하는 방법에 관[0013]

한 것이다.

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0014]

본 발명에서 용어 보조인자(cofactor)는 체내에서 효소에 첨가되어 효소의 작용을 돕는 화학적인 물질로, 단백[0015]

질이 아닌 유기물이나 금속 이온으로 되어 있으며, 단백질 효소에 붙어 효소가 활성을 나타내도록 돕는 역할을

한다. 보조 인자는 조효소와 보결족 두 가지로 나누어지게 되는데, 효소 작용 후 떨어져 나가는 물질로, 대부분

유기물로 구성되어 있는 것을 조효소라고 하고, 효소와 강하게 결합되어 있어 효소와 잘 떨어지지 않는 금속 이

온을 보결족이라고 한다.

본 발명에서 보조인자는 구체적으로 AMP, ADP, ATP, NAD+, NADH, NADP+, NADPH, CoA, 아세틸-CoA(acetyl-CoA),[0016]

부티릴-CoA(butyryl-CoA),  DL-β-하이드록시부티릴-CoA(DL-β-hydroxybutyryl-CoA),  크로토닐-CoA(crotonyl-

CoA), 헥사노일-CoA(hexanoyl-CoA), 말로닐-CoA(malonyl-CoA) 및 숙시닐-CoA(succinyl-CoA)로 이루어진 군에서

선택된 1종 이상일 수 있다.

본원에서 '효모”라 함은 사카로마이세스 세레비시애 (Saccharomyces cerevisiae)을 의미하며, 보다 바람직하게[0017]

는 사카로마이세스 세레비시애 BY4741 (Saccharomyces cerevisiae BY4741)이다.

“사카로마이세스 세레비시애 (Saccharomyces cerevisiae)”는 "일반적으로 안전한 것으로 인식(GRAS)"되어 있[0018]

으며, 가치있는 화학물질을 합성하거나 생물학 치료에서 가장 널리 사용되는 효모이다.

본원에서  사용된  효모  내  보조인자를  분석하는  방법으로  액체크로마토그래피/질량분석법(LC/MS)을[0019]

이용하였으며, 이러한 분석은 역상 용리 다공성 흑연성 탄소 소재의 컬럼으로 실시함으로써 최적화하였다.

본원에서 역상 용리 다공성 흑연성 탄소 소재의 컬럼은 역상 용리 하이퍼카브(Hypercarb RP)를 의미한다. 본원[0020]

에 사용된 하이퍼카브 컬럼(Hypercarb column)은 다공성 흑연성 탄소(100% porous graphitic carbon(PGC)) 소

재를 충진한 컬럼이며 충진물질 입자의 규격(직경)은 3μm 또는 5μm이다[(Hypercarb Porous Graphitic Carbon

LC  Column  3μm,  2.1  ×  100  mm;  Thermo  Fisher  Scientific)  fitted  with  a  Hypercarb  Drop-In  Guard

Cartridge (Thermo Fisher Scientific)].

본원에 사용된 ZIC-pHILIC 컬럼은 다공성 폴리머 비드에 양쪽성 고정상이 공유결합된 컬럼" 이며, 충진물질 입[0021]

자의 직경은 5um이다[(SeQuant ZIC-pHILIC, 5 μm, polymeric, PEEK 4.6 × 150 mm; SupelcoInc, Bellefonte,

PA, USA)].

본원에 사용된 ACQUITY  BEH  아미드 컬럼은 실리카 하이브리드 입자의 다공성 컬럼이며, 입자의 극성 그룹에[0022]

NOH2가 리간드로 결합된 컬럼"으로, 충진물질 입자의 직경은 1.7um이다[(ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7 μm, 2.1

× 150 mm; Waters Corporation, Milford, MA, USA)].

본 발명의 일 구현예로서, 효모 세포 내 보조인자는 고속여과법(fast filtration)으로 추출하는 것이 바람직하[0023]

다. 또한, 추출 시 용매는 아세토니트릴과 물을 혼합한 것을 사용하는 것이 보다 바람직하다. 특히, 아세토니트

릴과 물을 1:1 부피비로 혼합한 것이 더욱 바람직하다.

본 발명의 일 구현예로서, 효모 세포 내 보조인자를 LC/MS로 정량 분석 시 pH 7.5-8.0의 용매에서 수행하는 것[0024]

이 바람직하다.

상기 용매는 아세트산 암모늄 완충액과 아세토니트릴, 메탄올 및 물의 혼합물과 용해하여 제조된 것이 보다 바[0025]

람직하다. 

더욱 바람직하게는 상기 아세토니트릴, 메탄올 및 물의 혼합물은 아세토니트릴:메탄올:물이 4:4:2의 부피 비로[0026]

혼합된 것이다.
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발명의 효과

보조인자는 모든 살아있는 유기체에서 이화작용과 동화작용에 중추적인 역할을 한다. 많은 연구에서 살아있는[0028]

유기체의 대사 상태를 이해하기 위해 보조인자의 농도를 조사했으며, 이는 가치 있는 화학 물질을 생산하거나

질병의 병리생리학을 이해하는 데 사용될 수 있다. 다양한 분석 플랫폼 중에서 액체 크로마토그래피/질량 분석

법(LC/MS)은 보조인자의 정량화에 가장 자주 사용되는 방법이다. 여러 연구에서 LC/MS를 사용하여 보조인자에

대한 다양한 분석 방법을 보고하였다. 그러나 최적의 LC/MS 방법이 없기 때문에 다양한 보조인자를 동시에 분석

하기가 어렵다. 또한, 기존의 프로토콜은 추출 효율이 낮아 세포 내 보조인자의 실제 농도를 반영하기 어려울

수 있기 때문에 세포에서 보조인자를 추출하는 방법을 최적화해야 한다. 

본 발명에서는 LC/MS를 이용한 보조인자 분석을 위해 다양한 분석 방법을 체계적으로 비교하고 최적의 방법을[0029]

개발하였다. 또한 Saccharomyces cerevisiae에서 보조인자를 추출하기 위한 퀜칭 방법과 추출 용매를 체계적으

로 비교하고 최적의 방법을 확립하였다. 이러한 최적화된 방법은 LC/MS 분석 및 S. cerevisiae에서 보조 인자

추출을 위한 표준 프로토콜로 사용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 LC/MS로 분석한 다양한 분석 조건에 대한 총 이온 크로마토그램을 나타낸 것이다 [Hypercarb NP: 순상[0031]

용출이 있는 Hypercarb 컬럼; Hypercarb RP: 역상 용리가 있는 Hypercarb 컬럼; ACQUITY BEH NP: 순상 용리가

있는 ACQUITY BEH 아미드 컬럼; ACQUITY BEH RP: 역상 용리가 있는 ACQUITY BEH 아미드 컬럼; ZIC-pHILIC NP:

순상 용리가 있는 ZIC-pHILIC 컬럼; ZIC-pHILIC RP: 역상 용리가 있는 ZIC-pHILIC 컬럼].

도 2는 보조 인자에 대한 안정성 테스트 결과이다[(A),  에너지 및 (B)  CoA  관련 보조 인자. DW(증류수, pH

7.00);  용매  1(아세토니트릴:메탄올:15mM  아세트산  암모늄을  함유한  물  혼합물,  pH  7.77);  용매

2(아세토니트릴:메탄올:15mM  아세트산  암모늄을  함유한  물  혼합물,  pH  8.95)  및  용매  3(아세토니트릴:메탄

올:15mM 아세트산 암모늄을 함유한 물 혼합물, pH 10.00). 용매 2 및 용매 3의 pH는 에탄올아민을 첨가하여 조

정하였다. 3개의 독립적인 복제물이 사용되었다].

도 3은 저온 메탄올 퀜칭 또는 고속 여과 방법을 사용하여 효모에서 추출한 보조 인자의 농도를 비교하기 위한

박스 및 위스커 플롯을 나타낸 것이다[p 값은 t-테스트에 이어 FDR을 사용하여 계산되었다. *는 FDR 조정 p 값

< 0.05를 나타낸다. ***는 FDR 조정 p 값 < 0.01을 나타낸다. 9개의 복제(독립 복제 3개 × 기술 복제 3개)를

사용하였다].

도 4는 효모에서 다양한 추출 용매로 추출한 보조 인자의 농도를 비교하기 위한 박스 및 위스커 플롯을 나타낸

것이다[*는 ANOVA에 이어 Fisher의 LSD(FDR 조정 p 값 < 0.001)에 기반한 그룹 간의 유의미한 차이를 나타낸다.

9개의 복제(독립 복제 3개 × 기술 복제 3개)를 사용하였다. AMW: 아세토니트릴:메탄올:물(4:4:2, v/v/v)의 혼

합물; WiPM: 물:이소프로판올:메탄올(2:2:5, v/v/v)의 혼합물; 50ACN 아세토니트릴:물(50ACN; 1:1, v/v)의 혼

합물; PM: 순수 메탄올].

도 5는 분석 조건과 추출 방법의 계통적 비교 모식도이다[(A) 분석 조건의 비교 (B) 추출 방법의 비교]. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 따르는 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시[0032]

예에 의해 제한되는 것은 아니다. 

[실시예][0034]

1. 재료 및 방법[0035]

1.1 화학물질과 시약[0037]

AMP,  ADP,  ATP,  NAD+,  NADH,  NADP+,  NADPH,  CoA,  acetyl-CoA,  butyryl-CoA,  DL-β-hydroxybutyryl-CoA,[0038]
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crotonyl-CoA, hexanoyl-CoA, 잇malonyl-CoA, succinylCoA (순도 >85%)와 같은 보조인자에 대한 표준 분석물은

Sigma-Aldrich(Saint  Louis,  MO,  USA)에서  구입했다.  표준  혼합물은  증류수  또는  아세토니트릴:메탄올:물

(4:4:2; v/v/v)에 15mM 아세트산 암모늄 완충액을 이용하여 다양한 pH값의 용매에 각 표준물을 1000mg/mL의 농

도로 용해하여 준비하였다. pH 값(용매 1: pH 7.77; 용매 2: pH 8.95; 용매 3: pH 10.00). 용매 2 및 3의 pH는

에탄올아민을 첨가하여 조정하였다. 아세트산 암모늄과 에탄올아민은 Sigma-Aldrich에서 구입한 반면 HPLC 등급

아세토니트릴, 메탄올 및 이소프로판올은 J.T. 베이커(미국 뉴저지주 필립스버그)에서 구입하였다.

1.2 S. cerevisiae에서 보조인자 추출[0040]

효모에서 보조인자를 추출하기 위한 퀜칭 및 추출 방법을 최적화하기 위해 야생형 S. cerevisiae BY4741을 효모[0041]

추출물 peptone dextrose broth(YPD; 10g/L 효모 추출물, 20g/L 펩톤, 20g/L 포도당)과 함께 250mL 플라스크에

100mL 만큼 30℃에서 200rpm으로 배양하였다. 보조 인자는 아래에 설명된 퀜칭 방법 및 추출 용매를 사용하여

효모에서 추출되었다.

1.2.1 저온 메탄올 퀜칭 그리고 보조인자 추출[0043]

손실 없는 저온 메탄올 퀜칭으로 대사 활동을 중단시키기 위해 S. cerevisiae 배양액 1mL를 -40℃에서 순수 메[0044]

탄올 5mL에 빠르게 첨가하였다. 효모 세포와 메탄올의 혼합물을 4℃에서 5분 동안 16,100×g에서 원심분리하고

세포 알갱이를 얻었다. 세포 알갱이를 초음파 처리기(Sonics & Materials, Newtown, CT, USA)를 사용해서 10mL

의 아세토니트릴:메탄올:물(4:4:2, v/v/v)과 15mM 아세트산 암모늄 완충액에 -20℃에서 5분동안 현탁하고 3분

동안 볼텍서로 균질화하였다. 4℃에서 5분간 16, 100×g로 원심분리한 후 추출된 대사체를 포함하는 상등액을

모아 LC/MS 분석 전까지 -80℃에서 보관하였다.

1.2 고속 여과와 보조인자 추출[0046]

고속 여과로 대사 활동을 정지하기 위해, 1mL의 S. cerevisiae 배지를 나일론 멤브레인 필터(0.45 μm 구멍 크[0047]

기, 30mm 지름; Whatman, Piscataway, NJ, USA) 빠르게 진공 여과하고 20℃ 5mL의 증류수로 헹궜다. 멤브레인

필터와 세포 혼합물을 즉시 아세토니트릴:메탄올:물(AMW; 4:4:2, v/v/v), 아세토니트릴:물 (50ACN; 1:1, v/v),

물:이소프로판올:메탄올 (2:2:5, v/v/v), 순수 메탄올 같은 추출 용매 10mL와 50mL 코니컬 튜브에 섞었다. 혼합

물이 담긴 코니컬 튜브를 액체 질소에 담가 세포 대사와 대사체의 변화를 정지했다. 모든 절차는 30초 이내에

완료되었다. 코니컬 튜브를 얼음 위에서 해동하고 5분 동안 초음파 처리하고 3분 동안 볼텍서로 섞은 다음 4℃

에서 10분 동안 16,100×g에서 원심 분리했다. 대사체를 포함하는 상등액을 수집하여 LC/MS 분석 전까지 -80℃

에서 보관하였다.

1.3 LC/MS로 보조인자 분석 그리고 통계분석[0049]

UltiMate 3000 BioRS 시스템(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)은 Thermo Q-Exactive Orbitrap 고[0050]

해상도 질량 분석기(Thermo Fisher Scientific)와 결합하여 보조인자의 식별 및 정량화에 사용되었다. 보조 인

자 분리를 위해 Hypercarb  Drop-In  Guard  Cartridge  (Thermo  Fisher  Scientific)가 장착된 Hypercarb  컬럼

(Hypercarb Porous Graphitic Carbon LC 컬럼, 3μm, 2.1 × 100mm; Thermo Fisher Scientific), ZIC-pHILIC

컬럼 (SeQuant  ZIC)  -pHILIC,  5μm,  폴리머, PEEK  4.6  × 150mm,  Supelco  Inc,  Bellefonte,  PA,  USA)  및

ACQUITY BEH Amide 컬럼(ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7μm, 2.1 × 150mm, Waters Corporation, Milford, MA,

USA)가 사용되었다. 이동상 A는 20mM 아세트산 암모늄과 0.1% 에탄올아민을 함유한 증류수를 사용하였다. 20mM

아세트산 암모늄 그리고 0.1% 에탄올아민 포함한 아세톤니트릴, 물(8:2, v/v) 혼합물이 이동상 B로 사용되었다.

역상 용리(용출) 구배는 다음과 같다: 0에서 1.5분까지, 이동상은 10% B였으며, 이후 9.5분에 걸쳐 100%로 증가

하고 3.5분 동안 100%에서 유지되었다. 순상 용출 구배는 다음과 같다: 0에서 1.5분까지 이동상은 100% B였으며

6분에 걸쳐 10%로 감소한 다음 7분에 걸쳐 10%로 유지되었다. 유속은 0.300 mL/min이었고 주입량은 3 μL였다.

컬럼과 샘플러의 온도는 각각 25℃와 6℃였다

고해상도 질량 스펙트럼은 Q Exactive Hybrid Q-Orbitrap 질량 분석기(Thermo Fisher Scientific)를 사용하여[0051]
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negative mode에서 가열된 전기분무 이온화(HESI) 이온 소스를 사용하여 기록하였다. HESI 이온 소스 매개변수

는 다음과 같이 설정되었다. 시스 가스 유속, 46 임의 단위; 보조 가스 유량, 11 임의 단위; 분무 전압: 2.5kV,

모세관 온도, 300℃S-렌즈 RF 레벨, 50 임의 단위; 및 보조 가스 히터 온도, 325 ℃. 전체 스캔 MS 데이터의 매

개변수는 다음과 같다: 스캔 범위, 300~1100 질량 대 전하 비율(m/z); 해상도, 70,000; 극성, 음수; 자동 이득

제어(AGC) 대상, 1e6; 및 최대 주입 시간(IT), 200ms. 질량 스펙트럼의 검출 및 디콘볼루션을 위해 Xcalibur 시

스템  소프트웨어(버전  4.2,  Thermo  Fisher  Scientific)를  사용하여  질량  스펙트럼  데이터를  전처리  했다.

TraceFinder(버전 4.1; Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 보조 인자를 식별하고 정량화 했다. 데이터의

통계적 분석을 위해 Metab oAnalyst를 사용하여 Student's t-test와 ANOVA(Analysis of variance)와 Fisher의

최소유의차를 수행하였다. 서로 다른 용매 사이의 보조 인자의 안정성을 비교하기 위해 3개의 독립적인 복제가

사용되었다. 퀜칭 방법과 추출 용매를 비교하기 위해 9개의 복제(독립적인 복제 3개 × 기술 복제 3개)를 사용

했다.

1.4 탐지와 정량의 한계 계산[0053]

  및 는 이전에 설명한 방법을 기반으로 계산되었다. 간단히 말해서, 를 계산하기 위해 표준 용액[0054]

의 허용 농도가 가장 낮은 10개의 샘플을 분석하고 를 계산하였다( : 측정된 면적의 표준 편차).

(예상 검출 한계) 근처의 여러 저농도 표준 용액을 선택하고 분석하여 검량선(신호 )을

생성하였다.  방정식을 사용하여 를 계산했다. 방정식 를 사용하여 를 계산

하였다. 그런 다음 방정식  를 사용하여 를 계산하였다.

2 .결과 및 토의[0056]

2.1 보조 인자 분석을 위한 크로마토그래피 조건의 비교 및 최적화[0058]

이온 페어링 시약을 사용하지 않고 음성 모드에서 보조 인자를 식별하고 정량화하기 위해 특정 보조인자의 식별[0059]

에 적합한 것으로 보고되어있는 Hypercarb, ACQUITY BEH Amide 및 ZIC-pHILIC 컬럼과 같은 세 가지 극성 컬럼

을 비교하였다. 이 연구에서 우리는 AMP, ADP 및 ATP을 포함하는 아데노신 뉴클레오티드; NAD+, NADH, NADP+ 및

NADPH를  포함하는  니코틴아미드  아데닌  디뉴클레오티드;  CoA,  acetyl-CoA,  butyryl-CoA,  DL-β-

hydroxybutyryl-CoA, crotonyl-CoA, hexanoyl-CoA, malonyl-CoA 및 succinyl-CoA와 같은 다양한 CoA 같이 대부

분의 대사에 관여하는 보조 인자를 사용하였다. (표 1). LC/MS를 이용한 보조인자에 대한 고정밀 고감도 분석을

위해서는 각각의 보조인자가 좁은 피크를 형성해야 하고, 보조인자 피크가 서로 떨어져 있어야 한다. 부적합한

분석 조건에서 보조인자는 컬럼에서 적절하게 용출되지 않고 테일링을 통해 둥근 피크를 형성한다. 보조인자 피

크가 겹치면 신호가 서로 교란되고 매트릭스 효과와 노이즈가 증가하여 잘못된 양성 신호가 발생한다. 분석 조

건 간 보조인자의 정량화 능력을 비교하기 위해 피크 수, 피크 간 거리, 테일링 인자(TF; 정량화에 적합 ≤

2.00), 용량 계수(k'; 정량화에 적합 >2.00), 이론 단수(N; 정량화에 적합 >2000)(표 2). 정량화 기준에 따르면

각 피크의 너비가 머무름 시간 1분 이내에 크로마토그램을 형성하지 않거나 TF 값이 2.0 보다 큰 경우 적절한

피크로 간주하지 않았다(N. A., 해당 없음). 그 결과 모든 컬럼에서 역상 용리로 분석한 대사체는 기준을 통과

하였으나, 순상 용리에서는 대부분의 대사체가 머무름 시간이 1분 이상인 둥근 피크 크로마토그램을 형성하였으

며, 이들의 TF, k', N 값은 기준 미만이었다(표 2).

서로 다른 분석 조건 간의 비교에서 역상 용리가 있는 모든 컬럼은 서로 다른 머무름 시간, TF, k' 및 N 값을[0060]

가진 모든 보조 인자를 검출했다(표 2). 역상 용리 Hypercarb 컬럼에서 모든 피크는 서로 다른 머무름 시간으로

검출되었으며 TF, k' 및 N의 바람직한 값을 나타냈으며(표 2), 총 이온 크로마토그램(TIC)의 전체 높이가 가장

높았다 (도 1). 역상 용리 ACQUITY BEH Amide 컬럼에서 모든 피크는 바람직한 TF 값을 나타내었지만 바람직하지

않은 k' 및 N 값을 나타냈다(표 2). 머무름 시간이 1.65분에서 1.93분 사이에 모든 피크가 중첩되었으며(표 2),
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TIC의 전체 높이는 두 번째로 높았다(도 1). 역상 용리 ZIC-pHILIC 컬럼에서 모든 피크는 바람직한 TF 값과 바

람직하지 않은 k' 값(표 2) 및 AMP, NADH, NADPH, 아세틸 CoA, DL β-hydroxybutyryl-CoA, 그리고 말로닐-CoA

같은 보조 인자를 나타냈으며 바람직한 N 값을 나타내었지만 다른 것들은 그렇지 않았다(표 2). 역상 용리 ZIC-

pHILIC 컬럼에서 모든 피크는 3.60분에서 3.95분 사이에 중첩되었으며(표 2), TIC의 전체 높이는 세 번째로 높

았다 (도 1).

순상 용리를 갖는 3개 컬럼의 분석 조건에서 대부분의 피크가 기준을 통과하지 못하거나 적합하지 않은 TF, k'[0061]

및 N 값을 나타냈으며(표 2), TIC의 전체 높이가 역상 용리 보다 훨씬 낮았다(도 1). Hypercarb 컬럼의 순상 용

리에서는 기준을 통과한 피크가 없었고(표 2),  TIC의  전체  높이가 가장 낮았다(도 1).  ACQUITY  BEH  Amide

column에서 normal phase elution은 NAD+만이 바람직한 TF 값을 보였고(표 2), TIC의 전체 높이는 네 번째로

높았다(도  1).  ZIC-pHILIC  컬럼의  순상  용리에서는  AMP,  NAD+,  NADH,  NADPH,  butyryl-CoA,  crotonyl-CoA,

hexanoyl-CoA, malonyl-CoA 등 9개의 cofactor만이 적절한 TF와 N 값을 보였다(표 2). 보조 인자의 k' 값은 바

람직하지 않았으며(표 2), TIC의 전체 높이는 다섯 번째로 높았다(도 1).    

 및  는 보조인자의 정량화를 위한 가장 중요한 기준이다. 세포 내 보조 인자의 농도는 대부분 낮기 때[0062]

문에 낮은  및  로 분석 조건을 미리 설정하는 것이 필수적이다. 따라서 다른 컬럼 및 용리 방법에서

 및 LoQ를 계산하고 비교했다(하기 표 및 표 3). 역상 용리가 있는 3개의 컬럼은 모든 보조 인자에서 다양

한 수준의  및 를 보여주었다(하기 표). 역상 용리를 사용한 Hypercarb 컬럼에서 모든 보조인자에 대한

 및  값은 다른 분석 방법과 비슷하거나 낮았다(하기 표). 특히, 역상 용리를 이용한 Hypercarb 컬럼은

CoA 대사체의  와  값이 다른 분석법보다 최대 45.7배 낮은 값을 보였다. 순상 용리가 있는 3개 컬럼의

분석 조건에서 많은 보조인자가 정량화에 적용되지 않거나 매우 높은  및  를 나타냈다(하기 표). 

역상 용리를 사용하는 Hypercarb 컬럼은 바람직한 TF, k' 및 N 값과 가장 낮은  및  로 대부분의 보조[0063]

인자를 동시에 정량화하는 최적의 분석 방법이다. 우리가 비교한 분석 방법 중 역상 용리를 사용하는 Hypercarb

컬럼은 가장 낮은  및  (하기 표)로 모든 보조 인자(표 2)를 정량화할 수 있었다. 이는 모든 피크가 우

수한 TF, k' 및 N 값을 보였고 Hypercarb 컬럼에서 역상 용리로 서로 분리되었기 때문이다(표 2). 우리의 분석

방법은 다른 연구에서 보고된 것보다 낮은  값으로 한 번에 더 많은 보조 인자를 정량화했을 뿐만 아니라

이온 페어링 시약을 사용하지 않고 음성 모드에서 보조 인자를 분석했다(표 4). 보조인자를 정확하고 지속적으

로 분석하면서 MS의 오염을 최소화하였다. 따라서 보조인자에 대한 최적의 분석 방법으로 역상 용리를 사용하는

Hypercarb 컬럼을 개발하였다.

[0064]
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[0065]

[0067]
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 [0069]

 [0070]

2.2 분석 중 보조 인자의 안정성에 대한 pH 및 용매의 영향[0072]

보조인자는 대사반응에서 에너지나 아실기를 전달하는 매개체로 고에너지 분자가 쉽게 부착되거나 분리된다. 보[0073]
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조인자는 상대적으로 불안정하고 온도, pH 등 환경 조건 변화에 민감하다. 특히 NAD는 온도와 pH 변화에 매우

민감한 것으로 알려져 있다. 아세트산 암모늄를 첨가하거나 아세토 니트릴:메탄올:물(4:4:2, v/v/v)의 혼합물과

함께 용매를 사용하여 pH를 증가시키면 NAD의 안정성이 증가하고 대사체 간의 상호 전환을 억제한다. 그러나 아

세토니트릴:메탄올:물의 혼합물이 다른 에너지 대사물이나 CoA 대사물에 미치는 영향은 보고된 바 없다. 따라서

양의 변화 없이 보조인자를 보존할 수 있는 최적의 용매를 결정하기 위해 증류수와 아세토니트릴:메탄올:물과

15 mM 암모늄 아세트산 암모늄의 혼합물에서 시간에 따른 15개의 보조 인자 농도를 다양한 pH 값에서 비교하였

다.

15개의 보조인자를 증류수(pH7) 그리고 15mM 아세트산 암모늄 완충액과 함께 아세토니트릴:메탄올:물에 다양한[0074]

pH 값으로 용해했다(용매 1: 7.77; 용매: pH 8.95; 용매 3: pH 10.00; 용매 2와 3은 에탄올아민을 첨가하여 조

정). 그리고 상대적 양은 5시간마다 측정하였다(도 2). 보조인자 중 아데노신 인산염은 용매의 종류와 pH에 거

의 영향을 받지 않았으며, 30시간 후에도 상대적 양을 90% 이상 유지하였다(도 2A). NADH, NADP+ 및 NADPH와 같

은 NAD는 증류수에서 시간이 지남에 따라 쉽게 분해되었다(도 2A). NADP+ 및 NADPH의 각각 68.9% 및 20.4%만이

30시간 후에 증류수에 남아 있었다(도 2A). 대조적으로, 아세토니트릴:메탄올:물과 15 mM 아세트산 암모늄 완충

액에서 NADs의 상대적인 양은 모든 pH 조건에서 30시간 후 > 80%로 유지되었다(도 2A). CoA 대사체는 증류수에

서  가장  높은  안정성을  보였고  30시간  후에도  상대적인  양의  80%  이상을  유지했다(도  2B).

아세토니트릴:메탄올:물과 15mM 아세트산 암모늄 완충액에서 CoA 대사체의 안정성은 pH가 증가함에 따라 감소했

다(도 2B). 용매 1(pH 7.77)은 증류수와 유사한 안정성을 보였지만, pH가 8.95 또는 10.00으로 증가하면서 CoA

와 아실기가 쉽게 분리되었다(도 2B). 용매 2와 3에서 시간이 지남에 따라 CoA의 상대적 양이 증가한 것은 아실

그룹과 CoA의 분리 때문인 것으로 보인다(도 2B). Succinyl-CoA는 아세토니트릴:메탄올:물과 15mM 아세트산 암

모늄 완충액에서 매우 불안정하고 증류수에서 빠르게 분해되어 보조인자 추출 후 빠른 분석이 필요하다(도 2B).

요약하면, 에너지 대사체와 CoA 대사체 그리고 관련 대사체 양을 초기 수준으로 유지하는 용매 1(아세토니트

릴:메탄올:물, 15mM 아세트산 암모늄 완충액 포함, pH 7.77)이 보조인자와 이들의 최적 용매로 제안되었다. 

2.3 S. cerevisiae에서 보조인자 추출을 위한 용매와 퀜칭 방법 최적화[0076]

S. cerevisiae에서 보조인자를 편리하게 추출하기 위해서는 기존에 저온 메탄올 퀜칭을 이용하여 대사 활성을[0077]

정지시키고 순수 메탄올 또는 끓는 에탄올을 추출 용매로 사용하여 대사체를 추출하였다. 그러나 저온 메탄올

퀜칭 과정에서 메탄올은 S. cerevisiae의 세포막을 손상시키고 투과성을 증가시키며 대사체가 세포 밖으로 유출

되게 한다. 순수한 메탄올이나 끓는 에탄올은 물을 함유한 용매에 비해 극성 대사물질 추출에 상대적으로 낮은

추출 효율을 보이는 것으로 알려져 있으며, 끓는 에탄올의 고온은 특정 보조인자를 분해한다. 따라서 우리는 기

존의 저온 메탄올 퀜칭의 추출 효율을 막 유출없이 S. cerevisiae에서 대사체를 추출하는 것으로 알려진 고속

여과의 추출 효율과 비교했었다. 또한 저온 메탄올 퀜칭 과정에서 메탄올은 S. cerevisiae의 세포막을 손상시키

고 투과성을 증가시키며 대사체가 세포 밖으로 유출되도록 한다. 이러한 추출 용매에는 아세토니트릴:메탄올:물

(AMW;  4:4:2,  v/v/v)  혼합물,  아세토니트릴:물(50ACN.  ;  1:1,  v/v)  혼합물  그리고  물:이소프로판올:메탄올

(2:2:5, v/v/v) 혼합물과 같이 부분적으로 물을 포함하는 다양한 용매가 포함되고 뿐만 아니라 S. cerevisiae에

서 사용하기 편한 추출 용매인 순수 메탄올도 있다. 

두 가지 퀜칭 방법의 추출 효율을 비교하기 위해 S. cerevisiae를 YPD에서 12시간 동안 대사활동이 가장 활발한[0078]

중간 대수기에 배양한 다음 저온 메탄올 퀜칭과 고속 여과를 했다. 보조인자의 변화를 방지하기 위해 이전에 용

매로 최적화된 용매 1(도 2)을 두 퀜칭 방법의 추출 용매로 사용했다. AMP,  ADP,  ATP,  NAD+,  NADH,  NADP+,

NADPH 및 아세틸-CoA의 8가지 보조인자가 효모의 세포내 대사체 샘플에서 식별 및 정량화되었다(도 3). 에너지

대사체와 달리 대부분의 CoA 대사체는 특정 대사 과정에서만 생산되므로 우리의 야생형 효모의 배양 조건에서는

감지할 수 없는 것으로 보인다. 퀜칭 방법에 따라 보조 인자의 중요한 변화를 찾기 위해 Student 's t-test와

FDR (False Discovery Rate Correction)을 수행했다(표 5). 두 가지 퀜칭 방법에서 보조인자의 추출 효율을 비

교한 결과, AMP, ADP, ATP, NAD+, NADP+는 저온 메탄올 퀜칭 방법보다 고속 여과 방법에서 상당히 높았다(도

3). 저온 메탄올 퀜칭 방법에서 NADPH의 농도는 고속 여과법 보다 상당히 높았다(도 3). 
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[0079]

고속 여과는 S. cerevisiae에서 보조인자 추출을 위한 최적의 퀜칭 방법이 될 수 있으며, 세포막 손상을 최소화[0080]

하고 대사체의 유출을 방지한다. 우리의 이전 연구들은 추출 단계 이전에 세포 유출을 최소화하고 세포내 대사

체를 최대한 보존하는 방법으로 고속 여과가 보고되었다. 고속 여과 방법은 저온 메탄올 퀜칭 방법보다 대사 활

동을 멈추는 데 약간 더 오래 걸린다. 그러나, 1) 모든 단계를 수행하는데 걸리는 시간이 20~30초 이내로 매우

짧아 대사체의 변화를 방지하기에 충분하고, 2) 세포막의 유출로 인한 손실을 최소화함으로써, 대사체를 최대한

추출할 수 있다. 본 연구에서는 고속 여과법이 S. cerevisiae의 세포막 손상을 최소화하고 저온 메탄올 퀜칭 방

법 보다 대부분의 보조인자 추출효율이 더 높은 것으로 나타났다(도 3). 저온 메탄올 퀜칭 방법에서는 고속 여

과법에 비해 NADPH만 다른 보조인자보다 상당히 높았다(도 3). 저온 메탄올 퀜칭법은 고속 여과법 보다 더 빨리

대사 활동을 멈추기 때문에 NADPH의 급격한 변화를 방지하고 높은 수율을 얻을 수 있습니다. 대신에, 저온 메탄

올 퀜칭은 배양 배지를 적절하게 씻어내지 못하기 때문에 (대개 대사체의 과도한 유출을 방지하기 위해 생략됨)

고속 여과에서보다 저온 메탄올 퀜칭에서 약간 더 높은 NADPH 농도(8.44 nM)는 배지에서 유입된 잔류량일 것이

다. 

AMW, 50ACN, WiPM, 순수 메탄올의 4가지 추출 용매를 비교하기 위해 대수기까지 S. cerevisiae를 배양한 후 고[0081]

속 여과방법을 이용하여 세포를 분리하고 각각의 추출 용매를 이용하여 보조인자를 추출하였다. 니코틴아미드

아데닌 디뉴클레오티드의 안정성을 높이기 위해 각 추출 용매에 15mM  아세트산 암모늄을 가했다. AMP,  ADP,

ATP, NAD+, NADH, NADP+, NADPH 및 acetyl-CoA의 8가지 보조 인자를 정량화했다. 추출 용매에 따라 보조 인자

의 중요한 변화를 찾기 위해 ANOVA와 Fisher의 LSD를 수행했다(표 6). 4가지 추출 용매의 추출 효율을 비교할

때, 모든 보조인자의 추출량이 순수한 메탄올에서 가장 낮았다(도 4). 대부분의 보조인자의 추출량은 50ACN에서

가장 높았다(도 4). NADH의 추출량은 AMW에서 가장 높았다(도 4). 

[0082]

S. cerevisiae에서 cofactors를 추출하기 위해서는 50ACN이 최적의 추출용매로 기존 추출용매인 순수한 메탄올[0083]

보다 추출효율이 높다. 대사체 추출에 있어서 용매와 대사체의 극성 유사성과 용해도가 주요 요소이다. 대부분

의 보조 인자는 극성이 높고 물에 용해된다. 순수한 메탄올의 추출 효율은 모두 물을 함유한 추출 용매인 AMW,

WiPM, 50ACN의 추출 효율보다 현저히 낮았다(도. 4). 비특허문헌 3에서 S. cerevisiae의 극성 대사체 추출 효율

은 물을 함유한 용매인 50ACN과 AMW 보다 순수 메탄올과 끓는 에탄올에서 현저히 낮았다. 이는 물(극성: 25℃에

서 1.000)이 추출 용매에서 극성이 높은 보조 인자의 용해도를 증가시키기 때문일 수 있다. 기존 용매인 끓는

에탄올과 다른 용매의 추출 효율을 비교하지는 않았다. 끓이는 과정에서 용매가 증발하기 때문에 건조 및 재구

성과 같은 바람직하지 않은 추가 단계가 정량화에 필수적이다.  그러나 끓는 에탄올은 낮은 극성(25  ℃에서

0.654)과 높은 끓는점(78.37 ℃로 인해 보조인자의 추출 효율이 매우 낮을 것으로 예상된다. 끓는 에탄올은 극

성 대사체 추출에 적합하지 않으며, NAD는 41℃에서도 1시간 이내에 반감되는 것으로 보고되었다. 50ACN이 대부

분의 보조인자에 대해 가장 높은 추출 효율을 보였지만, AMW는 NAD+와 NADH에 대해 가장 높은 추출 효율을 보였

다(도 4). 실험의 목적이 S. cerevisiae의 NAD+/NADH 비율을 측정하는 것이라면 추출 용매로 AMW를 사용하는 것

이 좋다. 요약하면, 최적 분석 방법으로 15 mM 아세트산 암모늄 완충액(pH 7.77)를 포함하는 AMW와 역상 용리
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Hypercarb 컬럼을 사용하여 음성 모드에서 LC/MS 분석과 S. cerecisiae의 최적의 보조인자 추출 방법으로 고속

여과와 50ACN을 사용하는 것을 개발하였다.

3. 결론[0085]

보조인자는 살아있는 유기체의 대사 상태 및 병목현상을 이해하는 데 가장 중요한 세포 내 대사체다. 현재까지[0086]

S. cerevisiae에서 특정 보조인자의 LC/MS 분석 및 보조인자 추출을 위한 몇 가지 방법이 보고되었다. 그러나

이러한 방법들은 여러 가지 한계가 있고 체계적으로 비교되지 않았기 때문에 보조인자에 대한 최적의 분석 조건

및 추출 방법은 제시되지 않았다. 본 발명에서는 보조인자 분석 조건으로 역상 용리 Hypercarb 컬럼과 15mM 아

세트산 암모늄 완충액(pH 7.77)을 포함하는 아세토니트릴:메탄올:물 혼합물(4:4:2; v/v/v)을 최적화하였다. 또

한 최적의 퀜칭 방법으로 고속 여과를, 최적의 추출용매로 아세토니트릴:물 혼합물(1:1; v/v)을 확립하였다. 최

적화된 방법은 보조 인자의 LC/MS 분석 및 S. cerevisiae에서 보조 인자 추출을 위한 표준 프로토콜로 사용할

수 있다.

도면
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