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(57) 요 약

본 발명은 N-연결형 글리칸 및 O-연결형 글리칸의 비교정량 질량분석이 가능한 새로운 비교정량 질량분석 방법에

관한 것으로, 제 1 글루코오즈(
12
C6)을 포함하는 제 1 배지 및 동위원소가 표지된 제 2 글루코오즈(1-13C1)를 포

함하는 제 2 배지에서 세포주를 배양하는 단계; 상기 제 1 배지 및 상기 제 2 배지에서 배양된 세포에서 단백질

추출 및 지질을 제거하는 단계; 상기 추출된 단백질에서 펩타이드를 추출하는 단계; 및 상기 추출된 펩타이드로

부터 글리칸을 분리시키는 단계;를 포함하는 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법을 제공한다. 따라서, 본 발명

은 본 발명의 방법에 따라 미지시료의 글리칸의 비교정량 및 구조분석하는데 적용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

동위원소가 표지된 1-
13
C1 글루코오즈를 포함하는 배지에서 세포주를 배양하는 단계;

동위원소가  표지된  1-
13
C1  글루코오즈를  대사작용에  의해  동위원소가  표지된  UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-

GlcNAC)으로 합성하는 단계;

상기 합성된 동위원소가 표지된 UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAC)으로 부터 동위원소가 표지된 글리칸을 분

리하는 단계;를 포함하는, 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 

상기 글리칸은 N-연결형 글리칸인, 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 

상기 글리칸은 O-연결형 글리칸인, 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 

상기 배양하는 단계에서 배양 배지는 글루코오즈, DMEM(Dulbeco's Modified Eagle's Medium), 소디움피루브산

염(Sodium  pyruvate),  소태아혈청(Fetal  Bovine  Serum,  FBS),  페니실린(Penicillin)을 포함하는, 동위원소가

표지된 글리칸을 제조하는 방법.

청구항 5 

제 2항에 있어서,

상기 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸과 일반적인 N-연결형 글리칸의 질량차이가 8 Da인, 동위원소가 표지된

글리칸을 제조하는 방법.

청구항 6 

제 3항에 있어서,

상기 동위원소가 표지된 O-연결형 글리칸과 일반적인 O-연결형 글리칸의 질량차이가 6 Da인, 동위원소가 표지된

글리칸을 제조하는 방법.

청구항 7 

제 1항 내지 제 6항 중 어느 한 항의 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법으로 제조된 동위원소가 표지된

글리칸을 이용하여 동위원소 표지 비교정량 질량분석하는 방법.

청구항 8 

제 1 글루코오즈(
12
C6)을 포함하는 제 1 배지 및 동위원소가 표지된 제 2 글루코오즈(1-

13
C1)를 포함하는 제 2 배

지에서 세포주를 배양하는 단계;

상기 제 1 배지 및 상기 제 2 배지에서 배양된 세포에서 단백질 추출 및 지질을 제거하는 단계;
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상기 추출된 단백질에서 펩타이드를 추출하는 단계; 및

상기 추출된 펩타이드로부터 글리칸을 분리시키는 단계;를 포함하는, 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법.

청구항 9 

제 8항에 있어서,

상기 글리칸은 일반적인 N-연결형 글리칸 및 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸을 포함하는, 동위원소 표지 비

교정량 질량분석방법.

청구항 10 

제 9항에 있어서,

상기 일반적인 N-연결형 글리칸과 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸의 질량차이는 8 Da인 것을 특징으로 하는

동위원소 표지 비교정량 질량분석방법.

청구항 11 

제 8항에 있어서,

상기 글리칸은 일반적인 O-연결형 글리칸 및 동위원소 표지된 O-연결형 글리칸을 포함하는, 동위원소 표지 비교

정량 질량분석방법.

청구항 12 

제 11항에 있어서,

상기 동위원소 표지된 O-연결형 글리칸과 동위원소가 표지되지 않은 O-연결형 글리칸의 질량차이는 6 Da인 것을

특징으로 하는 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 글루코오즈와 대사작용에 의한 동위원소가 표지된 글리칸의 제조방법 및 동위원소 표지된 글리칸의[0001]

비교정량 질량분석방법에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 미지시료에 대해, 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸

및 O-연결형 글리칸의 비교정량분석 및 구조분석이 동시에 가능한 새로운 형태의 비교정량 질량분석법에 관한

것이다.

배 경 기 술

포스트 게놈 연구 시대가 시작되면서 과학은 단백질의 번역 후 변형(PTM)을 포함한 프로테오믹스 접근에 더욱[0002]

집중되기 시작했다. 그러나 대부분의 프로테옴 프로젝트는 단백질, 지질, 프로테오글리칸의 글리코실화반응에

대해 분석학적, 기능학적인 면에서 상세하게 설명하지 못해 왔다. 이러한 프로테옴 프로젝트의 단점을 보완하고

실질적인 생물학의 이해를 높이기 위하여 글리코믹스(glycomics)라고 불리는 당생물학(glycobiology), 당쇄공학

(glycotechnology) 형태의 개념이 소개되었다. 글리코믹스는 당단백질의 글리칸을 연구하는 학문으로 현재 바이

오시밀러와 같은 의학분야 연구에 핵심적인 연구분야이다. 글리코믹스에서 진행되고 있는 연구분야는 당단백질

의 발현에 따른 글리칸의 구조와 생합성에 대해, 글리칸이 어떻게 정량적으로 변하는 지에 대해 결정하는 것으

로, 글리칸의 정량적인 변화는 많은 질병의 진단과 연관되어 있기 때문에 글리칸의 정량 분석에 대한 연구가 활

발히 이루어지고 있다.

글리칸의  정량  분석에  있어서,  고감도  분석법을  제공하는  중요한  분석기술  중  하나가  질량분석법(mass[0003]

spectrometry, MS)이다. 질량분석기는 복잡한 글리칸의 구조 분석 및 비교정량을 분석하기에 빠르고 믿을 수 있

는 분석정보를 제공하고있어 글리코믹스 연구 분야에 많이 이용되고 있다. 

일반적으로 질량분석법은 입자의 질량 값의 직접 측정 또는 스펙트럼 데이터를 이용한 다른 물리적 양의 측정으[0004]

로, 입자의 질량 값을 결정한다. 질량 분석법은 흔히 이온화된 분자 또는 성분의 질량 대 전하 비를 결정하는

것을 포함한다. 이온화된 입자의 전하가 알려져 있다면, 질량 값들의 스펙트럼으로부터 입자의 질량을 결정할
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수 있다. 

지금까지  개발된  글리칸의  비교정량  질량분석법은  동위원소  표지를  이용한  
13
C아이오도메테인(

13
CH3I),[0005]

QUIBL(Quantification by Isobaric Labeling), IDAWG(Isotopic Detection of Aminosugars With Glutamine)와

같은 기술로 생물학적으로 다른 조건의 시료에 대한 응용에 이용되고 있다. 

종래에는 상기 IDAWG기술로 
15
N-글루타민을 이용하여, 헥소사민 생합성 경로(Hexosamine Biosynthesis Pathway,[0006]

HBP)에 
15
N 표지된 글루타민의 

15
N 하나가, 아미노당에 표지되는 기술이 개시되었다(US 2010/0297609). 이 기술

은 아미노당에만 1 Da의 질량차이를 내는 기술이기 때문에 질량차이가 작아, 질량 분광분석 시, 이온의 겹침 등

이 발생하여 작은 O-연결형 글리칸의 경우, 정확한 정량 분석 및 구조를 파악하는 것에 어려움이 있어 왔다. 

따라서, 이와 같은 분석법 외에 본 발명의 새로운 비교정량 질량분석법에 대한 요구가 있어 왔다. 따라서, 본[0007]

발명의 비교정량 질량분석법 개발은 향후 글리코믹스 연구의 획기적인 발전에 기여할 것으로 기대된다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 부응하고자 개발된 것으로, 1-
13
C1 글루코오즈를 이용한 대사작용에 의한 동위원소[0008]

가 표지된 글리칸 제조방법을 제공하는 것을 목적으로 한다. 

본 발명의 두번째 목적은 일정한 질량 차이 값을 갖는 동위원소가 표지된 글리칸을 이용한 글리칸의 비교정량[0009]

질량분석법 제공하는 것에 있다. 

또한, 본 발명은 N-연결형 글리칸 및 O-연결형 글리칸의 비교정량이 동시에 가능한 비교정량 질량분석법을 제공[0010]

한다.

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위한, 본 발명에 따른 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법은 동위원소가 표지된[0011]

1-
13
C1 글루코오를 포함하는 배지에서 세포주를 배양하는 단계;동위원소가 표지된 1-

13
C1 글루코오즈를 대사작용에

의해 동위원소가 표지된 UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc)으로 합성하는 단계; 상기 합성된 동위원소가 표지

된 N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc)으로부터 동위원소가 표지된 글리칸을 분리하는 단계;를 포함한다. 

상세하게는 상기 글리칸은 N-연결형 글리칸인 동위원소가 표지된 글리칸 제조방법을 제공한다.[0012]

또한, 상기 글리칸은 O-연결형 글리칸인 동위원소가 표지된 글리칸 제조방법이다.[0013]

보다  상세하게는,  상기  배양  단계에서의  배양  배지는  1-
13
C1  글루코오즈  DMEM(Dulbeco's  Modified  Eagle's[0014]

Medium), 소디움피루브산염(Sodium pyruvate), 소태아혈청(Fetal Bovine Serum, FBS), 페니실린(Penicillin)을

포함하는인 동위원소가 표지된 글리칸 제조방법을 제공한다. 

본 발명의 일 실시예에서, 상기 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸과 일반적인 N-연결형 글리칸의 질량차이가[0015]

8 Da인 동위원소가 표지된 글리칸 제조방법을 제공한다. 

또한, 본 발명의 일 실시예에서, 상기 동위원소가 표지된 O-연결형 글리칸과 일반적인 O-연결형 글리칸의 질량[0016]

차이가 6 Da인 동위원소가 표지된 글리칸 제조밥법을 제공한다.

본  발명은  또한,  상기와  같은  동위원소  표지된  글리칸  제조방법으로  제조된  동위원소  표지된  글리칸을[0017]

이용하여, 동위원소 표지 비교정량 질량분석하는 방법을 제공한다.

보다 바람직하게는 본 발명은, 제 1 글루코오즈(
12
C6)을 포함하는 제 1 배지 및 동위원소가 표지된 제 2 글루코[0018]

오즈(1-
13
C1)를 포함하는 제 2배지에서 세포주를 배양하는 단계; 상기 제 1 배지 및 상기 제 2 배지에서 배양된

세포에서 단백질 추출 및 지질을 제거하는 단계; 상기 추출된 단백질에서 펩타이드를 추출하는 단계; 및 상기

추출된 펩타이드로부터 글리칸을 분리시키는 단계;를 포함하는 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법을 제공한
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다.

상세하게는 상기 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법에서의 상기 글리칸은 일반적인 N-연결형 글리칸 및 동위[0019]

원소가 표지된 N-연결형 글리칸을 포함한다. 

더욱 상세하게는 상기 일반적인 N-연결형 글리칸과 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸의 질량차이는 8 Da인 것[0020]

을 특징으로 하는 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법을 제공한다.

또한, 상기 동위원소 표지 비교정량 질량분석방법에서의 상기 글리칸은 일반적인 O-연결형 글리칸 및 동위원소[0021]

표지된 O-연결형 글리칸을 포함할 수 있다. 

상세하게는 상기 동위원소 표지된 O-연결형 글리칸과 동위원소가 표지되지 않은 O-연결형 글리칸의 질량차이는[0022]

6 Da인 것을 특징으로 한다.

발명의 효과

본 발명은 기존의 글리칸의 비교정량 질량분석법과는 달리, N-연결형 글리칸, O-연결형 글리칸 및 당지질과 같[0023]

은 다양한 형태의 글리칸을 동시에 비교정량 질량분석 및 구조분석이 가능할 것으로 보인다. 

특히, 본 발명에 따른 비교정량 질량분석법은 서로 다른 생물학적 조건을 가진 세포에 동위원소 표지를 활용하[0024]

여 분석이 어려운 글리칸의 비교정량 질량분석법을 제공할 수 있다. 

또한, 본 발명에 따른 비교정량 질량분석법은 기존의 비교정량 질량분석법의 문제점인 세포배양 단계에서 발생[0025]

하는 오염원을 최소화할 수 있어, 순수하게 세포의 대사작용에 의해서만 합성되는 동위원소 표지가 가능한 비교

정량 질량분석법을 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 D-글루코오즈(1-
13
C1)가 포함된 세포주의 생합성 경로를 나타낸다.[0026]

도 2는 유방암 세포주인 MDA-MB-231 세포로부터 N-연결형 글리칸 및 O-연결형 글리칸의 비교정량 질량분석 방법

을 나타내는 흐름도이다. 

도 3은 본 발명 따라 비교정량 질량분석된 제 1 N-연결형 글리칸 및 제 2 N-연결형 글리칸의 질량차와 제 1 O-

연결형 글리칸 및 제 2 O-연결형 글리칸의 질량차를 나타내는 그림이다. 

도 4는 본 발명에 따른 제 1 N-연결형 글리칸 및 제 2 N-연결형 글리칸의 질량스펙트럼을 나타낸다.

도 5는 MS/MS 스펙트럼에 의한 제 2 N-연결형 글리칸의 구조적 특성을 나타낸다.

도 6은 본 발명에 따른 제 1 O-연결형 글리칸 및 제 2 O-연결형 글리칸의 질량스펙트럼을 나타낸다.  

도 7은 MS/MS 스펙트럼에 의한 제 2 O-연결형 글리칸의 구조적 특성을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위해 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 더욱 쉽게[0027]

이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 실시예에 의하여 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

본 발명은 동위원소가 표지된 1-
13
C1 글루코오즈를 포함하는 배지에서 세포주를 배양하는 단계;동위원소가 표지된[0028]

1-
13
C1  글루코오즈를 대사작용에 의해 동위원소가 표지된 UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc)으로 합성하는 단

계; 상기 합성된 동위원소가 표지된 UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc)으로부터 동위원소가 표지된 글리칸을

분리하는 단;계를 포함하는 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법을 제공한다. 

상기 동위원소가 표지된 글루코오즈를 동위원소가 표지된 UDP-GlcNAc로 합성하는 상기 대사작용의 각 단계는 도[0029]

1과 같다. 동위원소가 표지된 D-글루코오즈(1-
13
C1)가 해당작용으로, 중간체인, 동위원소가 표지된 프록토오스-

6-인산(Fru
*
-6-P)이 된다. 동위원소가 표지된 글루코사민-6-인산(GlcN

*
-6-P)은 동위원소가 표지된 N-아세틸글루

코사민-1-인산(GlcNAc
*
-1-P)를 거쳐 최종적으로, UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc

*
)로 전환되는 생합성 경로
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를 따른다. 이 경로에서 제 1 및 속도 결정 단계는 동위원소가 표지된 프록토오스-6-인산(Fru
*
-6-P)이 동위원소

가 표지된 글루코사민-6-인산(GlcN
*
-6-P)으로 전환하는 단계이다. 이는 글루타민(Gln)이 글루코오즈(Glu)로 변

환되는 것과 동시에 일어난다. UDP-N-아세틸글루코사민(UDP-GlcNAc)은 다시 모든 당결합체(glycoconjugate)의

합성에 이용된다. 

본 발명에 있어서, '당결합체(glycoconjugate)'는 탄수화물에, 다른 화학종이 공유결합으로 결합되어 있는 것을[0030]

의미한다. 

'동위원소'란, 아이소토프(isotope) 또는 동위체라고도 하며 서로 화학적으로 거의 구별할 수가 없으나 그것을[0031]

구성하고 있는 원자의 질량이 서로 다른 것을 의미한다. 본 발명에서 사용되는 동위원소가 표지된 1-
13
C1 클루코

오즈는 일반적인 글루코오즈인 
12
C6와는 원자번호는 같으나 1번 탄소만이 다른 질량값을 갖는 것을 의미한다.

'글루코오즈'는 알데하이드(aldehyde)기를 가지는 단당류의 일종으로, 일반적으로 포도당이라 한다. 글루코오즈[0032]

의 분자식은 C6H12O6 로 탄소 수가 6개이기 때문에 육탄당(헥소오스, hexose)이라 부른다. 탄수화물은 그것을 구

성하는 당의 수에 따라 단당류ㆍ이당류ㆍ다당류로 구분하는데, 포도당은 단당류의 일종으로 녹말을 형성하는 기

본 단위가 되기도 한다. 글루코오즈는 생체 내에서 세포 호흡을 통해 분해, 에너지를 생산하고, 그 에너지는

ATP의 형태로 저장, 발효ㆍ호흡 등에 사용된다. 

상세하게는 상기 각 단계에 따라 제조된 동위원소가 표지된 글리칸은 N-연결형 글리칸일 수 있다. 또는 O-연결[0033]

형 글리칸일 수 있다.

본 발명에서 사용되는 용어 'N-연결형 글리칸' 이란, 시퀀(sequon)의 아스파라진의 곁사슬에 질소(N)가 부착되[0034]

어 있는것을 의미한다. 시퀀은 Asn-X-Ser 또는 Asn-X-Thr 시퀀스를 말하며, 여기서 X는 프롤린을 제외한 아미노

산 및 Ν-아세틸갈락토사민, 갈락토오즈, 뉴라민산, Ν-아세틸글루코사민, 프룩토오즈, 마노즈, 푸코스, 및 다

른 단당류로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있다. 

본 발명에서 사용되는 용어 'O-연결형 글리칸' 이란, 진핵세포에서, O-연결형 글리칸은 골지체에서 세린 또는[0035]

펩타이드의 트레오닌 잔기가 당 하나에 하나씩 결합되어 있는 것을 의미한다. N-연결형 글리칸과 달리, 아직 공

통 서열이 알려져 있지 않다.

또한, 상기 배양 단계에서의 배양 배지는 일반적인 글루코오즈 또는 동위원소가 표지된 글루코오즈 및 성장 인[0036]

자, 최소한의 필수적인 배지를 포함하는 것을 특징으로 한다. 보다 상세하게는, 상기 배양 단계에서의 배양 배

지는 글루코오즈, DMEM(Dulbeco's Modified Eagle's Medium), 소디움피루브산염(Sodium pyruvate), 소태아혈청

(Fetal  Bovine  Serum,  FBS),  페니실린(Penicillin)을  포함한다.  상기  DMEM(Dulbeco's  Modified  Eagle's

Medium)은 가장 일반적으로 사용되는 동물 세포 배양의 배지이다. 또한, 상기 소디움피루브산염 상기 배지에서

배양되는 세포의 에너지 원천이 된다. 

바람직하게는 본 발명은 상기 동위원소가 표지된 N-연결형 글리칸과 일반적인 N-연결형 글리칸의 질량차이가 8[0037]

Da인 동위원소가 표지된 글리칸을 제조하는 방법을 제공한다. 이러한 질량차이는 D-글루코오즈(1-
13
C1)로 부터

상기와 같은 대사작용으로 합성된 N-연결형 글리칸의 경우, 8개의 당에 각각 1-
13
C1의 동위원소가 표지되고, 8개

의 당에 의해 8 Da의 일정한 질량차이를 나타내는 것이다. 이는 도 4를 통해 확인할 수 있다. 

또한, 본 발명에 따른 상기 동위원소가 표지된 O-연결형 글리칸과 일반적인 O-연결형 글리칸의 질량차이는 6 Da[0038]

인 것을 특징으로 한다. O-연결형 글리칸의 이러한 질량차이는 도 6과 같이, 6개의 당에 각각 1-
13
C1의 동위원소

가 표지되고, 6개의 당에 의해 총 6 Da의 일정한 질량차이를 갖는 것을  확인할 수 있다.

본 발명은 또한, 제 1 글루코오즈(
12
C6)을 포함하는 제 1 배지 및 동위원소가 표지된 제 2 글루코오즈(1-

13
C1)를[0039]

포함하는 제 2배지에서 세포주를 배양하는 단계; 상기 제 1 배지 및 상기 제 2 배지에서 배양된 세포에서 단백

질 추출 및 지질을 제거하는 단계; 상기 추출된 단백질에서 펩타이드를 추출하는 단계; 및 상기 추출된 펩타이

드로부터 글리칸을 분리시키는 단계;를 포함하는 글리칸의 비교정량 질량분석방법을 제공한다. 

상기 글리칸의 비교정량 질량분석방법의 각 단계를 도 2를 참조하여 설명한다. [0040]
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본 발명은 도 2에서 보듯이, 상기 제 1 글루코오즈를 포함하는 제 1 배지 및 동윈소가 표지된 제 2 글루코오즈[0041]

를 포함하는 제 2 배지에서 세포주를 배양하는 단계를 포함한다. 상세하게는 상기 세포주는 인간의 유방암 세포

주인, MDA-MB-231 세포이다. 

상기  제  1  배지  및  제  2  배지에서  배양된  세포들을  혼합하여,  균질화(Homogenization)  및  탈지  반응[0042]

(delipidation)을 통해, 세포에서 단백질 추출 및지질을 제거한다. 상기 추출된 단백질에 단백질 소화 효소를

처리하여, 펩타이드를 추출한다. 상세하게는 상기 소화 효소는 트립신 효소일 수 있다.

상기와 같은 단백질 소화 효소로 추출한 펩타이드에 PNGase F 효소를 처리하여 N-연결형 글리칸을 추출한다. 이[0043]

렇게 추출된 혼합물은 N-연결형 글리칸 및 N-연결형 글리칸이 포함되어 있지 않은 펩타이드를 포함한다. 상기

혼합물을 C18 역상의 액상 크로마토그래피를 이용하여 추출된 N-연결형 글리칸을 분리(isolation)시킨다. 

상기와 같이 분리된 N-연결형 글리칸에는 일반적인 제 1 N-연결형 글리칸 및 동위원소가 표지된 제 2 N-연결형[0044]

글리칸이 포함되어 있다. 질량분석 결정 전에 상기 N-연결형 글리칸 혼합물을 퍼메틸레이션(permethylation)시

킨다. 질량분석 전 이 N-연결형 글리칸 혼합물을 퍼메틸레이션시키는 것은 글리칸의 세부구조 확인 및 이온화를

증가시켜 검출한계를 낮추기 위함이다. 도 2에서와 같이 퍼메틸화된 글리칸은 MS을 통해 분석한다. Full MS로

글리칸의 질량을 확인한 후, 상기 제 1 N-연결형 글리칸과 제 2 N-연결형 글리칸을 비교정량하고 이에 의한 정

량화 결과, 두 글리칸의 질량 차이는 Δ[M+Na]
+ 
= 8 Da 이다. 이는 도 3 및 도 4에서 확인할 수 있다. 또한, 글

리칸의 구조를 확인하기 위해 MS/MS에 의한 질량분석 데이타 또한 얻을 수 있다. N-연결형 글리칸의 구조적 특

성을 파악하기 위한 구체적인 MS/MS 스펙트럼의 결과는 도 5에 나와있다.

반면에 상기 추출한 펩타이드를 β-제거(β-Elimination, 할로겐수소 이탈) 반응 시키면, O-연결형 글리칸을 얻[0045]

을 수 있다. 

상기 O-연결형 글리칸은 일반적인 제 1 O-연결형 글리칸 및 동위원소가 표지된 제 2 O-연결형 글리칸이 포함되[0046]

어 있다. 상기 O-연결형 글리칸 혼합물을 탈이온화시킨 후, 상기 N-연결형 글리칸의 질량분석 방법과 같이 퍼메

틸레이션시킨다. 도 2에서와 같이 퍼메틸화된 글리칸은 MS을 통해 분석한다. Full MS로 글리칸의 질량을 확인한

후, 상기 제 1 O-연결형 글리칸과 제 2 O-연결형 글리칸을 비교정량하고 이에 의한 정량화 결과, 두 글리칸의

질량 차이는 Δ[M+Na]
+ 
= 6 Da 이다. 이는 도 3 및 도 6을 통해 확인할 수 있다. 또한, 글리칸의 구조를 확인하

기 위해 MS/MS에 의한 질량분석 데이타 또한 얻을 수 있다. O-연결형 글리칸의 구조적 특성을 파악하기 위한 구

체적인 MS/MS 스펙트럼의 결과는 도 7에 각각 나와있다.

본 발명에서 사용된 질량분석기는 'ESI - 이온 트랩 질량분석기' 이다. ESI(electrospray)는 이온화 방법 중 하[0047]

나로, 대기압하에서 이온화하여 질량분석기로 이온을 전달하는 방식이다. 강한 전기장(3 ~ 6 kV)을 모세관을 통

과하는 낮은 유속의(1 ~ 10 μL/min) 액체에 걸어 10
6
 V/m 정도의 전기장을 생성한다. 이 전기장은 모세관 끝에

위치한 액체 표면에 전하를 축적하여 이 액체를 분해한다. 수직으로 주입된 낮은 유속의 가스는 스프레이로부터

분무를 돕고, 이 방울들은 가열된 비활성 기체 또는 가열된 모세관을 통하여 마지막 용매분자를 제거한다. 스프

레이는 설정된 전압으로부터 시작되며 용매의 표면장력에 의존한다. 낮은 전압에서 방울은 구의 형태를 띄다가

센 전압에서는 축적된 전하에 의해 모양이 변하고 스프레이가 시작된다. 방울의 용매가 증발하면서 방울이 점점

줄어들고, 줄어든 방울에서는 쿨롱 힘(culombic force)이 늘어나, 방울의 분산을 유도하여 점점 방울이 작아지

게 된다. 방울 표면의 전기장이 충분히 커지면 표면에서 이온의 탈착이 일어난다. 이처럼 이온의 탈착은 방울의

표면에서 일어나므로 감도는 그 분석물질이 방울의 표면에 많이 존재하는 것일수록 좋다. 

이온 트랩(ion trap) 질량분석기는 동일 주파수의 사중극자 범위에 원하는 이온을 잡아 넣고 나머지는 방출시킨[0048]

다. 일정 범위의 이온들을 고리 전극(ring electrode)과 두 끝자리 전극(endcap electrode) 사이의 공간에 가

두고 그 이외의 이온들을 검출기를 향해 방출시키게 된다. 이때 트랩되는 이온들의 m/z 비율의 범위는 사중극자

분석기처럼 전압의 진폭과 진동수에 의해 결정된다. 이온 트랩의 가장 유용한 점은 이 선택된 이온의 분리이며,

분리된 이온은 충돌가스에 의해 분열된다. 또한 이온 트랩 질량분석기는 작은 크기의 이온을 잡아서 축적시키는

능력이 있어, 그 신호대 잡음비가 매우 낮은 것 또한 장점 중 하나이다.

상기에서  설명했듯이,  글리칸의  비교정량  질량분석법은  동위원소  표지를  이용한  
13
C아이오도메테인(

13
CH3I),[0049]

QUIBL(Quantification by Isobaric Labeling), IDAWG(Isotopic Detection of Aminosugars With Glutamine)와

같은 기술이 있다.
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13
C 아이오도메테인을 이용한 방법은 퍼메틸레이션 및 

13
C로 표지된 메틸아이오다이드(

13
CH3I)를 갖는 올리고당의[0050]

동위원소 표지로 시작한다. 올리고당의 분리된 표본은 
12
C 또는 

13
C 메틸 아이오다이드이고, 표지된 글리칸과 표

지되지 않은 글리칸을 알려진 비율로 혼합한 후 MS로 분석한다. 

QUIBL(Quantification by Isobaric Labeling) 방법은, 
13
CH3I  또는 

12
CH2DI를 갖는 글리칸의 퍼메틸레이션이,[0051]

동일한 질량을 갖는 동종의 유도체 쌍으로 일어나면서 시작된다. 이 경우, 메틸레이션이 일어나는 각각의 위치

는 0.002922 Da의 질량 차이를 갖는다. 글리칸은 여러 개의 메틸레이션 싸이트를 갖고 있기 때문에, 총 질량 차

이는 대략 30000 m/Δm의 분해능에서 분리 및 정량이 가능하다. 또한, 이 방법은 배아 줄기세포의 분화와 관련

하여 글리코믹스 변화를 정량화하는데 적용할 수 있다. 

IDAWG(Isotopic Detection of Aminosugars With Glutamine) 방법에서, 아미드-
15
N-Gln를 포함하는 배지는 무거[0052]

운 질소로 표지된 세포의 아미노당이 사용된다. Gln의 아미드 곁 사슬은 GlcNAc, GalNAc, 및 살리실산의 생합성

을 위한 질소의 유일한 소스이기 때문에, 아미드-
15
N-Gln 배지에서 72시간 동안 배양되는 배아 줄기세포의 N-연

결형 글리칸 및 O-연결형 글리칸은 
15
N와 거의 완벽한 결합이 일어난다. 동위원소의 무거운 단당류 잔여물은 글

리칸 분열을 해석하는데 추가적인 정보를 제공하고 MS로 정량화할 수 있게 한다. 

<실시예 1: 세포 배양>[0053]

실시예 1-1. 제 1 배지[0054]

인간의  유방암  세포주,  MDA-MB-231을  구입하였다.  상기  MDA-MB-231  세포  배양  배지는 10  %  FBS  50  mL  및[0055]

DEDM(Dulbeco's Modified Eagle's Medium) 450 mL 배양액으로 구성된다. 또한, 2 mL D-글루코즈(
12
C6), 소디움

피루빈산염(sodium pyruvate) 5 mL, 페니실린(penicillin) 5 mL 와 같은 성장인자를 포함하고 있는 제 1 배지

에서 상기 MDA-MB-231 세포를 48시간 동안 배양하였다. 

실시예 1-2. 제 2 배지[0056]

제 2 배지(heavy medium)는 2 mL 동위원소가 표지된 D-글루코즈(1-
13
C1)를 포함하고 있는 것을 제외하고는 상기[0057]

제 1 배지와 동일한 조건에서 MDA-MB-231 세포를 48시간 동안 배양하였다.

<실시예 2: 펩타이드 혼합물 제조> [0058]

상기 제 1 및 제 2 배지에서 배양된 각각의 세포 샘플을 혼합했다. 이를 수크로오스(sucrose) 등장액에서 균질[0059]

화(homogenization)를 통해 단백질을 추출하고, 클로로폼:메탄올:물에서 유기추출 방법을 사용하여 지질을 제거

하였다. 

상기와 같이 추출된 단백질에, 트립신 효소를 통해 펩타이드로 소화시켰다.[0060]

<실시예 3: 글리칸 분리(isolation)>[0061]

실시예 3-1. N-연결형 글리칸 분리(isolation)[0062]

상기 펩타이드 혼합물을 C18 역상 고속 액체 크로마토그래피(HPLC)을 시켜, 글리칸을 분리시키고, 이에 PNGase[0063]

F 소화효소를 첨가하여  N-연결형 글리칸을 추출하였다. 

실시예 3-2. O-연결형 글리칸 분리(isolation)[0064]

상기 펩타이드 혼합물에 β-제거(β-Elimination, 할로겐수소 이탈) 반응을 통해, O-연결형 글리칸을 추출하였[0065]

다.

<실시예 4: 글리칸의 퍼메틸레이션>[0066]

MS에 의한 상기 글리칸의 분석을 위해서, 상기 설명한 것처럼 퍼메틸레이트시켰다. 글리칸은 200 μL의 무수[0067]

DMSO  및 250 μL의 NaOH/DMSO 시약(2 mL의 무수 DMSO에 50 mg NaOH 혼합물)에서 서스펜드(suspend)되었다. 초

음파처리 및 질산 기체하에서 볼텍싱(vortexing)한 후에, 100 μL의 아이오도메탄(iodomethane)을 첨가하였고

그 혼합물을 5분 동안 격렬하게 볼텍스 해줬다. 그 후, 증류수 2 mL를 첨가하였고 과도한 아이오도메탄을 질소
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스트림(stream)으로 버블링함으로써 제거하였다. 또한 2 mL의 디클로로메탄(dichloromethane)을 첨가하였다. 격

렬한 혼합 및 원심분리에 의한 상 분리 후, 상층의 물 층을 제거하고 버렸다. 샘플을 증류수로 4번 추출하였고

퍼메틸레이트된 글리칸은 건조를 위해 원심성의 증발기로 증발시켰다. 

<실시예 5: 글리칸의 비교정량 질량분석>[0068]

상기 실시예 4에서와 같이 퍼메틸레이트된 글리칸을 이용하여, 하기와 같이 질량분석을 실시하였다. [0069]

퍼메틸레이트된 글리칸은 1 mM의 NaOH를 포함하는 80 %(v/v)의 50 μL에서 재구성되었고, 용융된 실리카 에미터[0070]

(emitter)(360  X  75  X  30  μm,  SilicaTip
TM

 New  Objective,  MA)를  갖는  나노스케일의  전기스프레이

(nanoelectrospray) 이온 소스를 사용하여, 2.0 kV 커필러리(capillary) 전압, 200 ℃ 커필러리(capillary) 온

도, 및 시린지 펌프에 의한 0.5 μL/분의 유입속도에서 이온 트랩 질량 분석기(LCQ Fleet, Thermo Scientific

Inc., San Jose, CA)에 직접 주입하였다. 양이온 및 프로파일 모드에서 기록된, Full MS 스펙트럼는 5 마이크로

스캔(microscan) 및 150의 최대 주입 속도에서 30초 동안 400 내지 2000 m/z에서 수집되었다. 해상도 향상을 위

해 좁은 질량 창(mass window, 20 Da/charge 미만)의 관심 이온들은 줌-스캔 모드로 측정되었다. 충돌로 유발된

분해(CID)에 따라, 중심 MS/MS 스펙트럼은 정규화된 충돌 에너지의 40 %를 글리칸의 구조를 특징짓기 위해 얻을

수 있다. 

상기 설명한 것처럼, 도 4에서 보듯이 상기 제 2 N-연결형 글리칸의 8개의 당에 각각 1-
13
C1의 동위원소가 표지[0071]

되고, 8개의 당에 의해, 8 Da의 질량차이를 보여준다.

또한, 도 6에는 상기 제 2 O-연결형 글리칸의 6개의 당에 각각의 1-
13
C1의 동위원소가 표지되어 있고, 6개의 당[0072]

에 의한 6 Da 질량차이를 보이고 있음이 나타나 있다.

상기와 같이 일정한 질량 차이를 나타내는 본 발명에 따른 비교정량 질량분석 방법은 미지시료의 글리칸에 대한[0073]

비교정량 및 구조분석이 가능하다.

이상의 설명은 본 발명의 일 실시예에 불과할 뿐, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자는 본[0074]

발명의 본질적 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 변형된 형태로 구현할 수 있을 것이다. 따라서, 본 발명의 범

위는 전술한 실시예에 한정되지 않고 특허 청구범위에 기재된 내용과 동등한 범위 내에 있는 다양한 실시 형태

가 포함되도록 해석되어야 할 것이다.

도면

도면1
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