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Abstract—Biosimilars are important drugs in medicine and contain many glycosylated proteins. Thorough analysis of the

glycosylated protein is a prerequisite for evaluation of biosimilar glycan drugs. A method to assess the diversity of N-gly-

cosylation sites and N-glycans from biosimilar glycan drugs has been developed using two separate methods, LC-MS/MS

and MALDI-TOF MS, respectively. Development of sensitive, accurate, and efficient methods for evaluation of glycoproteins

is still needed. In this study, analysis of both N-glycosylation sites and N-glycans of glycoprotein was performed using the

same LC-MS/MS with two different nano-LC columns, nano-C18 and nano-porous graphitized carbon (nano-PGC) columns.

N-glycosylated proteins, including RNAse B (one N-glycosylation site), Fetuin (three sites), and α-1 acid glycoprotein (four
sites), were used, and small amounts of each protein were used for identification of N-glycosylation sites. In addition, high

mannose N-glycans (one type of typical glycan structure), Mannose 5 and 9, eluted from RNAse B, were successfully iden-

tified using nano-PGC-LC MS/MS analysis, and the abundance of each glycan from the glycoprotein was calculated. This

study demonstrated an accurate and efficient method for determination of N-glycosylation sites and N-glycans of gly-

coproteins based on high sensitive LC-MS/MS using two different nano-columns; this method could be applied for eval-

uation of the quality of various biosimilar drugs containing N-glycosylation groups.
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당질(Glycans)은 세포간의 신호전달, 단백질간의 상호작용, 세

포 간의 표적작용 등 다양한 생물학적 과정에 참여하며 중요한

역할을 한다.1,2) 최근에는 이러한 당질을 포함하는 당단백질이 암

전이 및 여러 가지 질병상태에서 특히 많이 존재하며, 이를 이용

하여 질병을 진단하는 바이오마커로써 이용 가능하게 된다.3)

바이오시밀러(biosimilar)는 단백질 의약품의 복제약 개념으로

다른 말로 바이로직스(Biologics) 또는 바이오제네릭스(biogenerics)

라고 부르며, 유전자 재조합기술을 이용한 최초의 단백질 의약

품이 출시된 이후 이들의 제품의 특허가 완료됨에 따라 바이오

시밀러 시장이 점점 더 부각되고 있다.4) 바이오시밀러는 작은 크

기의 단백질 의약품과는 달리, 일반적으로 크기가 큰 단백질로

구성되어 있으며, Erythropoetin(EPO)와 Interferon(IFN)를 포

함하여 다양한 치료용 항체 및 효소 치료제와 같은 당단백질 의

약품들이 있다.10) 이런 당단백질 의약품은 당단백질의 활성도,

반감기, 생리화학적 적합성 그리고 온도 등 여러 가지 요인들에

영향을 받으므로 의약품 당단백질 분석을 위한 확립된 기술이 요

구된다.4) 또한 바이오시밀러 의약품은 제약회사마다 다른 방법

으로 만들기 때문에, 당단백질의 의약품을 생산할 때에는 배치

(batch)마다 당사슬이 일정하게 부착되었는지 품질을 평가하고

관리하는 것이 중요하다. 따라서, 바이오시밀러 의약품에서 당단

백질 분석 기술 방법의 체계화 및 표준화가 필요하다.

일반적으로, 당단백질 의약품들의 안전성은 당단백질의 당사슬

구조 및 당질화 위치분석을 통해서 평가된다. 이전의 당단백질 분

석은 일반적으로 matrix-assisted laser desorption/ionization
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(MALDI)을 이용하여 분석되어왔다.5) 그러나, 이 방법은 시료의

소실 및 오염을 일으키는 문제점 때문에 복잡한 당단백질 분석

하는 연구에는 적용하기 어렵다. nano-LC를 이용한 방법은 적은

양의 당단백질을 이용하여 분석이 가능하며, 기존의 방법보다 더

정확하고 효율적인 결과를 얻을 수 있다. 또한, 단순한 당단백질

뿐만 아니라 복잡한 당단백질까지 분석 할 수 있다는 이점이 있

다.6) 따라서 기존의 한계점을 극복하기 위해서 nano-LC를 이용

한 분석이 필요하다.

본 연구는 N-당질화 위치와 N-당사슬 구조를 nano-scale LC-

MS/MS를 이용한 효율적인 방법을 개발하고자 하였다. 이 목표

를 수행하기 위해서 세 개의 표준 단백질인 Fetuin, RNAse B,

그리고 α-1 acid glycoprotein를 이용하였다. 표준 단백질의 N-

당질화 위치 및 N-당사슬 구조를 규명하기 위해서 nano-C18와

nano-porous graphitized carbon(nano-PGC) MS/MS를 이용하여

분석하였다. 본 실험을 통해서 nano-scale LC-MS/MS를 기반으

로 미량의 바이시밀러 의약품 이용하여 이들에 존재하는 당단백

질 구조 분석하는 방법으로 적용 가능하다.

실험방법

액체상태의 효소 반응을 통해 N-당질화 위치를 함유한 펩타이

드 분리

표준 당단백질(1 µg)를 단백질 용해시킨 후, 환원(reduction)을

위해 10 mM dithiothreitol(DTT) 3 µl를 56oC에서 20분 동안 반

응시키고 알킬화(alkylation)를 위해 55 mM iodoacetamide(IAA)

3 µl를 실온에서 20분 동안 처리하여 반응시켰다. 그 다음에, 당

사슬을 절단을 위해서 PNGase F(protein : PNGase F=100 : 1,

g/g)를 넣어 37oC에 12시간 동안 반응 하였다. 단백질을 절단하

기 위해서 트립신(protein : trypsin=50 : 1, g/g)을 처리하여 37oC

에 16시간 동안 반응 시켰다. 추출된 당질화 위치를 함유한 펩

타이드는 감압건조기를 이용하여 완전히 건조시켰다.

젤상태의 효소 반응을 통해 N-당질화 위치를 함유한 펩타이드

분리

당질화를 함유한 펩타이드는 절단은 본 실험실에서 구축된

방법7)을 이용하여 실시하였다. Fetuin(1 µg)는 단백질 용해를

위해 6 M urea, 5 mM EDTA, 2%(w/v) SDS/0.1 M triethyl-

ammonium bicarbonate(TEABC)를 넣어 37oC에서 30분을 반응

시켰다. 그리고, 환원을 위해 10 mM DTT를 56oC에서 20분을

반응시키고, 알킬화를 위해 55 mM IAA를 실온에서 20분을 처

리하여 반응시켰다. 반응한 단백질은 acrylamide/bisacrylamide

solution(30%, v/v, 29 : 1)에 10%(w/v) ammonium persulfate와

100% N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine(TEMED)을 넣어

고형화한 후 작은 조각으로 잘라 TEABC가 포함된 50%(v/v)

acetonitrile(ACN) 1 ml로 세 번 씻어주고, 감압건조기를 이용하

여 완전히 건조시켰다. 건조된 젤 조각에 PNGase F(protein :

PNGase F=100 : 1, g/g)를 처리하여 37oC에서 12시간 동안 반

응시키고 후에 트립신 완충액(protein : trypsin=50 : 1, g/g)을 처

리하여 37oC에서 12시간 동안 반응시켰다. 이 후 25 mM

TEABC와 ACN을 이용하여 당질화 위치를 포함한 펩타이드를

추출하였다. 당질화를 함유한 펩타이드는 감압건조기를 이용하

여 완전히 건조시켰고, 분석 직전에 A 완충액(0.1% formic acid)

에 녹여 질량분석기로 분석하였다.

Graphitized carbon SPE를 이용하여 N-당사슬 구조 분리

RNAse B(1 µg)는 0.1 M TEABC 100 µl에 녹인 후, 10 mM

DTT 3 µl를 56oC에서 20분을 반응시키고, 55 mM IAA 3 µl를
실온에서 20분 동안 처리하여 반응시켰다. 그 다음에, PNGase

F(protein : PNGase F=100 : 1, g/g)를 넣어 37oC에 12시간 동안

반응하였다. 분리한 N-당사슬 구조는 graphitized carbon(GC)

solid-phase extraction(SPE) 주사기로 분리를 하였다. GC 주사

기에 0.05%(v/v) trifluoroacetic acid, 80% ACN/water(v/v)를

넣어 씻는다. 그 다음 GC 주사기에 시료를 로딩하고, 물로 씻어

주었다. 그리고 N-당사슬 구조는 20% ACN/water(v/v)로 분리하

였다. 분리된 N-당사슬 구조는 감압건조기를 이용하여 완전히 건

조시킨 후 MS 분석을 하였다.

나노 초 고성능 액체 크로마토그래피(nano ultra performance

liquid chromatography)

N-당질화 펩타이들은 C18 nano column(75 µm id, 250 mm

length, 1.7 µm particle size, Waters Corporation, Milford,

MA)으로 분리하였으며, A 용액(0.1% formic acid 수용액)과 B

용액(0.1% formic acid를 포함한 ACN)의 농도구배에 따라 분리

하였다. 각 용액들은 분당 0.3 µl의 유속으로 0% B 용액에서 16%

B 용액(2.5~10분)으로, 후에 44% B 용액(30분), 100% 용액

(35~45분), 차례로 증가시켰다.

N-당사슬 구조들을 분리하기 위해서, trap column(180 µm id,

30mm length, 1.7 µm particle size, Thermo Fischer Scientific,

San Jose, CA)에 넣어서 trap column(100 µm id, 100 mm

length, 1.7 µm particle size, Thermo Fischer Scientific, San

Jose, CA)으로 분리하였다.8) A 용액(0.1% formic acid 수용액)과

B 용액(0.1% formic acid를 포함한 ACN)의 농도구배에 따라 분

리하였다. 각 용액들은 분당 0.3 µl의 유속으로 2% B 용액에서

20% B 용액(3~8분)으로, 후에 80% B 용액을 증가시켰다.

질량분석기

위의 방법에 따라 분석된 당질화 위치 또는 당사슬 구조는

nanoUPLC와 연결된 nano-전자분부(ESI) 사극자(quadrupole) 이
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온 비행 시간차 분석기(TOF) 질량분석기를 사용하여 이루어졌

다(Q-TOF Premier, Waters). 모든 분석은 양이온 모드로 분석

하였다. 각각의 이온들은 순차적으로 Z 형태의 이온화 부분을 통

해 질량 분석기 내부로 들어간다. 들어간 이온은 사극자에 도달

하여 MS scan을 통해 선구 이온(precursor ion)의 m/z를 확인한

다. 사극자에는 직류전하와 라디오 전자기파가 동시에 흐르게 되

는데 양전하를 띈 펩타이드 이온들은 사극자 내의 전자기장 내

에서 회전하면서 이동하며 이를 바탕으로 각 이온을 정렬하여 선

구 이온의 m/z를 얻을 수 있다. Data는 초당 이온 검출강도가 가

장 높은 강도를 보이는 3개를 선택하여 충돌관(collision cell)에

서 높은 전압의 충돌 에너지를 주어 선구 이온을 토막 이온을 조

각 내었다. Scan은 1초 간격으로 이루어 졌으며 MS spectra는

m/z 400에서 m/z 3,000까지 받아졌다. Mass의 정확도는

LockSpray에서 reference인 GFP(Glu-Fibrinopeptide B, Sigma)

를 이용하여 30초 간격으로 스캔 함으로써 유지된다.

데이터 변환

질량분석기로 얻은 데이터는 Mascot(Matrix Science; version

2.3.2, Boston, MA)를 이용하여 단백질을 동정하였다. 이때 당단

백질 분석을 위해 Swiss-Prot 데이터베이스(version 51.6; 157,964

sequences; 93,947,433 residues)를 사용하였다. 단백질 동정을

위한 파라미터로는 fixed modification에 carbarmidomethyl C,

variable modification 에 deamidation을 선택하였고, missed

cleavage는 2개, 이온 허용 한계는 0.1 Da으로 설정하였다. 또한

당질화 위치를 포함한 펩타이드 분석결과는 이온 허용 한계는

0.1 Da와 Mascot ion score를 30 이상으로 하여 정확도를 가지

는 것을 당질화 위치를 확인하는데 이용하였다. 또한 당단백질

을 동정하기 위해서 SimGlycan(version 2.5.5.) 소프트웨를 이용

하여 단백질을 동정하였다. RNAse B의 당단백질의 점유율은 구

입한 표준당사슬인 Mannose 5와 9를 이용하여 여러 가지 농도

로 표준곡선을 그린 후 계산을 하였다.

실험결과 및 고찰

본 연구는 바이오시밀러 의약품의 당단백질 분석방법을 확립

하기 위해서 표준 당단백질을 이용하여 nano-LC-MS/MS로 분

석하는 것을 목표로 하였다. 본 실험에서는 Fetuin, RNAse B,

그리고 α-1 acid glycoprotein(AGP)를 포함하여 당단백질의 N-

당질화 위치를 nano-C18-MS/MS를 이용하여 분석하였고, RNAse

B에 많이 함유되어 있는 N-당사슬 구조를 nano-PGC-MS/MS로

분석하였다.

표준단백질의 Fetuin을 이용하여 단백질 절단하는 방법 확립

두 가지 다른 단백질의 트립신 절단 방법으로, 액체와 젤 상태

Fig. 1 − BPI (Base peak ion intensity) patterns of tryptic peptides from Fetuin in LC-MS and a summary of peptides that contain N-

glycosylation sites. Fetuin (1 µg) was tryptic-digested using two different methods, gel-assisted and in-solution digestion. The tryptic

peptides were treated with PNGase for detachment of N-glycan groups. Nano-C18 MS/MS was used for analysis of peptides. (a) Two

different BPI patterns of tryptic-peptides generated using gel-assisted (above) and in-solution digestion (bottom). (b) Peptides

identified from Fetuin that contain N-glycosylation sites. N (glycosylated amino acid) is changed to D when the N-glycosylation is

detached by PNGase treatment. The Mascot search was performed based on this phenomenon (molecular weight shift with+0.98 Da).
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에서 절단하는 방법들로, 이 두 방법을 비교 하였다. 액체로 단

백질을 절단하는 방법으로, Fetuin을 먼저 용해시키고 트립신으

로 절단시킨 다음 PNGase F를 이용하여 당사슬을 절단하였다.

젤 상태에서 단백질을 절단하는 방법으로, Fetuin을 acrylamide/

bisacrylamide와 APS 그리고 TEMED을 젤을 만들어서 트립신

으로 절단시킨 다음 PNGase F를 이용하여 당질화를 절단하였

다. PNGase F를 처리하면 일반적으로 당분자가 붙기 때문에,

asparagine(Asn)에서 aspartic acid(Asp)로 deamination이 되어서

결과적으로 당사슬 그룹이 분비된다.9) 효소로 분비된 N-당질화

는 aspartic acid로 deamination되어서 0.98 Da이 증가하여 당단

백질의 N-당질화의 위치에 대한 정보를 준다.10)

당단백질의 N-당질화의 위치를 동정하기 위해서 Mascot를 이

용하였다. 당단백질 동정 파라미터로는 fixed modifican에

Carbamidomethyl C를 선택하였고, variable modifications에

asparagine을 넣어서 분석하였다. 또한, N-당질화의 위치 정확하

게 알기 위해서, 분석요건을 0.1 ppm과 Mascot ion 점수가 30

이상인 것을 사용하였다.

Fetuin을 액체 상태와 젤 상태에서 단백질 절단하여 분석한 결

과 N-당질화의 위치로 99Asn, 156Asn, 그리고 176ASN를 모두 동

정하였다(Fig. 1).11) 복잡한 시료에서 액체상태의 단백질 절단보

다 젤 상태의 단백질 절단에서 단백질 절단이 효율적으로 증가

된다고 보고되었다.12) 그러나, 본 연구결과에서는 액체와 젤 상

태에서 단백질 절단한 시료 둘 다 잘 분리된 결과를 확인하였다.

이 결과는 복잡한 시료에서는 젤상태의 시료가 보다 효율적으로

절단이 되지만, 단순한 당구조를 분석할 때는 액체와 젤 상태 모

두 정확하게 분석이 가능한 것으로 보였다.

특히, Fig. 1b에 Fetuin의 2개 당단백질 펩타이드, RPTGEV-

YDIEIDTLETTCHVLDPTPLA99NCSVR와 VVHAVEVALAT-

FNAES176NGSYLQLVEISR, 액체상태의 단백질 절단보다 젤 상

태의 단백질 절단에서 더 높은 MASCOT 점수를 보여주었다. 또

한, LCPDCPLLAPL156NDSR의 한 개 펩타이드는 젤 상태의 단

백질 절단보다 액체상태의 단백질 절단했을 때 더 높은 MASCOT

점수를 나타냈다. 더불어, Fig. 1a에서 표준 당단백질 펩타이드

의 BPI(base peak intensity)가 액체와 젤 상태에서 단백질 절단

한 시료 둘 다 잘 분리된 결과를 확인하였다. 따라서, 다른 표준

당단백질인 RNAse B와 AGP를 방법이 간단한 액체상태에서 단

Fig. 2 − BPI patterns of tryptic peptides from RNAse B (a) and α1-acid glycoprotein (AGP, b) in LC-MS. Summary of peptides that contain

glycosylation sites, from RNAse B (c) and AGP (d). RNAse B (1 µg) and AGP (1 µg) were tryptic-digested using in-solution digestion,
followed by treatment with PNGase. One peptide from RNAse B and four peptides from two forms of AGP have been identified.
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백질 절단을 하기로 선택하였다.

당단백질의 N-당질화 위치 동정

앞에서 확립된 방법을 이용하여, RNAse B와 AGP의 N-당질

화 위치를 동정하였다. 두 당단백질의 BPI(base peak intensity)

를 Fig. 2a와 b에서 확인하였다. N-당질화 위치, mass 정확성 및

mascot 점수 등 정보는 Fig. 2c와 d에서 보여주었다.

RNAse B의 한 개의 N-당질화를 가진 펩타이드(ETGS-

SKYP60NCAYKT)로 N-당질화 위치를 동정하였다. AGP는 AGP1

와AGP2 두 가지 다른 형태를 가지고 있다. AGP1는 3개의 N-

사이트와 AGP2의 1개의 N-사이트를 가지는 것이 알려져 있으

며, 실험을 통해서 모든 N-당질화 위치가 동정 되었다.9)

게다가, Fig. 3에서 당단백질에서 3개의 N-당질화를 가진 펩

타이드(LCPDCPLLAPL156NDSR from Fetuin, ETGSSKYP-
60NCAYKT from RNAse B, SVQEIQATFFYFTP72NKTEDTIFLR

from AGP1)를 한번 더 확인하기 위해서 tandem mass(MS/MS)

스펙트럼을 보여주었다. 이전의 보고에서는 표준당사슬을 분석

하기 위해서 10~25 µg 정도 필요하였으나, 본 실험에서는 적은

양(1 µg)을 시작하여 nano-LC MS/MS 분석을 하였다. 또한 이

전에 보고된 결과와 마찬가지로 성공적으로 N-당질화 위치 동정

하였다.13,14)

RNAse B의 N-당사슬 구조 동정과 이 당단백질의 점유율 계

산법

PGC는 amine/amide phases로 고정상태에서 당사슬 구조를

분리하여 분석하는데 이용되어져 왔다.15) PGC는 중성과 산성 상

Fig. 3 − Tandem mass spectra of one peptide from Fetuin, RNAse B, and AGP, respectively. Fragmentation patterns of LCPDCPLLAPLNDSR

(m/z 871.2659), ETGSSKYPNCAYKT (502.2049), and SVQEIQATFFYFTPNKTEDTIFLR (m/z 966.1259) from Fetuin (a), RNAse B

(b), AGP (c) are shown. b and y ion series were precisely detected to support the amino acid sequences for each peptide.
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태의 당사슬 구조를 고정상태에서 분리하는 장점이 있다.16) 특

히, 다양한 형태의 당단백질들을 성공적으로 분리 가능하다. 본

실험에서는 PGC 시스템의 2가지 방법인 PGC cartridge를 이용

하여 당사슬을 분리하고, nano-PGC LC를 이용하여 당사슬을 분

석하였다.17)

PGC 시스템을 효율적으로 확인하기 위해서 우선 가장 간단한

형태의 표준단백질인 RNAse B을 이용하였다. RNAse B(1 µg)
에 PNGase를 처리하고, PGC cartridge에 로딩하여 당사슬 구

조를 분리하였다. 분리한 당사슬은 nano-PGC-MS/MS로 분석 한

후 SimGlycan(version 2.5.5.) 소프트웨어를 이용하여 당사슬 구

조를 분석하였다.

RNAse B에서 주요한 펩타이들의 m/z는 1236.11(+1)와

942.83(+1)가 나타났으며, 이 결과는 구입한 표준당사슬을 가지

고 분석한 결과 1236.11(+1)와 942.86(+1)와 거의 비슷한 결과

를 얻었다(Fig. 4a와 b). 또한 구입한 표준 당사슬의 단편화된 결

과(Fig. 4에 삽입된 그림)는 RNAse B로부터 분리된 당사슬과 비

슷한 단편화 그림을 보여주었다. 또한 단편화된 펩타이드를 MS/

MS 분석을 한번 더 확인하였다. 그 결과 대부분 단편화된 m/z

204(HexNAc+H)+와 m/z 163(Hex+H)+를 포함하였다.

또한, RNAse B의 60N에서 2개 다른 당사슬을 통해서 점유를

계산하기 위해서, 표준 당사슬를 nano-PGC MS/MS에서 분석하

여 이온화 세기를 가지고서 표준 곡선을 그렸다. RNAse B로부

Fig. 4 − Tandem mass spectra of two glycan structures, Mannose 5 and 9. Glycans from RNAse B were released by PNGase treatment,

enriched by a PGC cartridge, and analyzed using nano-PGC MS/MS. The fragmentation patterns of Hex5-HexNAc2 (a) and Hex9-

HexNAc2 (b) are shown. Fragment ions derived from two precursor ions, m/z of 1236.11 and 942.83, supported each correct N-glycan

composition.
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터 분리된 만노즈 5와 9의 MS 세기는 Fig. 5a에서 보여주었다.

RNAse B에서 만노즈 5가 314 nmol/1 pmol(약 67%)을 함유하고

있었으며, 만노즈 9는 157 nmol/1 pmol(33%)를 포함하고 있었다

(Fig. 5b). 따라서, RNAse B는 만노즈 5와 9를 대부분 함유하고

있었으며, nano-PGC-MS/MS를 이용하여 효과적으로 할 수 있었다.

결 론

본 연구에서는 당단백질의 다양한 당질화 위치 및 당사슬 구

조와 그것들의 점유율에 대한 특징을 효율적으로 연구하기 위하

여 본 연구에서 nano-scale LC-MS/MS를 사용하였다. 적은 양

의 표준당단백질, 트립신절단 방법비교, 당사슬 구조 분리, nano-

C18, nano-PGC LC-MS/MS, 그리고 소프트웨어를 포함한 다양

한 방법들을 확립하였다. 또한, RNAse B로부터 분리된 만노즈

5와 9를 nano-PGC-MS/MS로 효율적으로 동정을 하였으며, 구

입한 표준 당사슬 구조로 한 번 더 확인하였다. 구입한 표준 당

사슬 구조를 이용하여 RNAse B의 당사슬 구조의 함량을 얻었

다. 본 실험을 통해서 표준 당단백질의 N-당질화 위치 및 N-당

사슬 구조의 특징을 잘 보여주었으며, 이 효율적인 방법을 통해

서 미량의 바이오시밀러 의약품의 당질화 위치 및 당사슬 구조

를 평가하는데 사용 가능할 것이다.
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