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Abstract: Abnormal glycosylation can significantly affect the

intrinsic functions (i.e., stability and solubility) of proteins and

the extrinsic protein interactions with other biomolecules. For

example, recombinant glycoprotein therapeutics needs proper

glycosylation for optimal drug efficacy. Therefore, there has

been a strong demand for rapid, sensitive and high-through-

put glycomics tools for real-time monitoring and fast valida-

tion of the biotherapeutics glycosylation. Although liquid

chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is

one of the most powerful tools for the characterization of gly-

can structures, it is generally time consuming and requires

highly skilled personnel to collect the data and analyze the

results. Recently, as an alternative method, matrix-assisted

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry

(MALDI-MS), which is a fast, robust and easy-to-use instru-

mentation, has been used for quantitative glycomics with var-

ious chemical derivatization techniques. In this review, we

highlight the recent advances in MALDI-MS based quantita-

tive glycan analysis according to the chemical derivatization

strategies. Moreover, we address the application of MALDI-

MS for high-throughput glycan analysis in many fields of

clinical and biochemical engineering.

Keywords: MALDI-MS, Recombinant glycoprotein drug,

Glycan, Quantitative analysis, Chemical derivatization, High-

throughput analysis

1. INTRODUCTION

1.1. 당단백질 당쇄의 역할 및 기능

단백질의 번역 후 변형 (post-translational modification) 과정

을 통하여 생성되는 당쇄 (glycan)는 단백질 고유의 활성 부

여 및 구조의 안정성 유지와 세포-단백질간, 세포-세포간의

상호인식 과정 등에 직접 관여를 한다 [2,5]. 따라서, 당단백

질 (glycoprotein)에 결합된 당쇄는 생체 분자들이 스스로의

항상성을 유지하고 분자 인식을 통한 다양한 면역 반응 매게

프로세스 등에 있어서 매우 중요한 역할을 수행한다 [22,31].

각종 질병으로 인한 세포 내 생리 대사활동의 변화는 당전이

효소 (glycosyltransferase)의 비정상적 활동을 야기하게 되어

전체적인 당쇄 프로파일을 변화시키므로, 비정상적 당쇄 프

로파일 분석은 특정 질병에 대한 조기 진단 연구 및 치료법

개발에 활발히 활용되고 있다 [26]. 또한, 유전자 조작 기술을

통해 제조되는 재조합 당단백질 의약품 (biosimilar)의 안정성

이나 유효성 평가에 있어서 당쇄 분석은 필수적이다 [33,37].

유전자 재조합 기술로 얻어지는 당단백질 의약품은 같은 프

로토콜을 통해 단백질을 생산하더라도 세포 배양 공정 및 정

제 과정 중 발생할 수 있는 여러 오차 원인들로 인해 최종 제

품의 안전성이나 유효성에 치명적인 영향을 미칠 수 있다. 따

라서, 오리지널 바이오 의약품이 가지고 있는 당쇄의 정성 및

정량적 프로파일과의 비교를 통해 재조합 당단백질 의약품
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의 안전성 및 생리 활성을 1차적으로 증명 할 수 있다.

1.2. 재조합 당단백질 의약품의 효과적인 당쇄 정량 분석

기술의 필요성 및 중요성

재조합 당단백질 의약품의 경우 숙주세포 (e.g., 세균, 효모)

의 종류와 생산 공정 (배지, 용량, 온도)에 따라 매우 민감하

게 특정 당쇄의 발현 여부나 당쇄의 구조가 달라질 수 있다

[7]. 재조합 당단백질 의약품의 당쇄 구조가 오리지널 바이오

의약품이 갖는 당쇄와 정성 및 정량적으로 다를 경우, 투약

후 인체 내에서의 생리 활성이 크게 달라질 수 있으며 길항

작용을 하는 등 여러 생리학적인 문제를 야기 할 수 있다 [3].

따라서 이러한 재조합 당단백질 의약품이 치료제로서 승인

을 받기 위해서는 공인된 당쇄 분석 시험법으로 오리지널 당

단백질 의약품의 당쇄 프로파일과 비교한 결과가 반드시 첨

부 되어야 한다. 또한, 재조합 당단백질 의약품의 각 생산 공

정에서 샘플링하여 당쇄의 프로파일을 실시간으로 고속 모

니터링 할 수 있는 기술은 현장에서 매우 효율적으로 활용될

수 있을 것이다. 기존의 High (Ultra)-Performance Liquid

Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 기

반의 당쇄 분석 방법은 정확하고 자세한 정성 및 정량 결과를

얻을 수 있으나, 분석 과정 및 결과 해석에 있어서 매우 숙련

된 기술자가 요구되며 분석 프로세스에 있어 많은 시간이 소

모된다 [39,40]. 따라서 재조합 단백질 의약품 생산 현장에서

LC-MS/MS를 이용하여 당쇄의 실시간 모니터링 및 대량의

최종 제품의 품질 검사에 적용하기에는 어려움이 있다. 최근

이러한 문제점들을 해결하기 위해 시료 준비과정이 간단하

며 대량의 시료를 빠른 시간 내에 처리할 수 있고 극 미량의

시료로도 고감도로 분석할 수 있는 matrix assisted laser des-

orption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-

MS) 기반의 당쇄 정성 및 정량 분석 기술이 꾸준히 개발되고

있다 (Table 1) [13,23,24]. 본 총설에서는 MALDI-MS 기반의

효과적인 당쇄 정량 분석 방법과 재조합 단백질 의약품의 당

쇄 분석 활용 예시, 그리고 질병 진단을 위한 임상시료의 초

고속 대용량 (high-throughput) 당쇄 분석 시스템에 대해 기술

하고자 한다 (Table 2).

2. MALDI-MS 기반의 당쇄 정량 분석 방법

2.1. 당쇄의 permethylation 기술 및 MALDI-MS 기반 당

쇄 정량 분석

질량분석기 기반의 당쇄 분석에서 당쇄의 화학적 유도체화

(chemical derivatization)의 대표적인 방법으로 permethylation

이 있다. 당쇄의 permethylation은 당쇄의 잔기 중 극성을 나

타내는 하이드록실기(-OH), 아민기(-NH), 카르복실기(-COOH)

에서 수소부분을 메틸기(-CH3)로 치환하여 당쇄가 보다 소

Table 1. Various chemical derivatization methods for MALDI-MS analysis

Chemical Derivatization method Chemical name Reference

Permethlyation Methyl iodide (CH3I) [4, 10, 12, 14, 16, 24]

Permanent

charge labeling
Positive charge

Girard reagent T (GT) [9, 11, 19]

Girard reagent P (GP) [17]

Neutralization

of sialic acid

Methyl amidation
(7-azabenzotriazol-1-yloxy) tripyrrolidinophosphonium

hexafluorophosphate (PyAOP)+Methylamine
[21, 25]

Amidation

Aminopyridine [27, 32]

2-(2-pyridilamino) ethylamine (PAEA) [6]

Acetohydrazide (Ah) [35], [8]

Methyl esterification CH3I [11]

Isotopic labeling

CD3I, CH3I [15]
12CH3I, 

13CH3I [1]
12[C6]-aniline, 13[C6]-aniline [41]
12[C6]-2-AA, 13[C6]-2-AA [18, 29, 34, 44]

Table 2. Comparison with LC-MS/MS and MALDI-MS analysis

LC-MS/MS MALDI-TOF MS

장점

민감도가 매우 뛰어남

Tandem mass spectrometry 분석을 통해 당쇄의 화학적 구조

확인 가능 (비표적 당쇄분석)

Liquid chromatography의 고분해능으로 인해 이성질체 정량

분석이 가능

분석시간이 매우 짧아 대용량 시료 분석에 유리함

전문적인 기술 없이도 시료 준비 및 분석이 용이함

분석 시 시료 내 염(salts)에 대해 내성을 가짐

단점

분석시간이 많이 소요됨

분석 및 결과해석에 있어서 전문적인 기술이 필요함

시료 내 salts로 인해 민감도가 떨어질 수 있음

분석 시 시료간 오염이 발생할 수 있음

시료 건조시 결정의 불균질성으로 인해 분석에 방해를 받음

Matrix의 영향으로 저분자 물질 분석이 제한적임

같은 질량을 갖는 이성질체 물질 구분이 어려움
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수성을 띄게 하여 질량분석 시 민감도를 크게 높여주는 효과

가 있다. 특히, 이 방법은 당쇄의 비환원 말단 (non-reducing

end)에 있는 시알산 (sialic acid)의 카르복실기를 중성화 함으

로써 다른 중성 당쇄들과 함께 positive mode에서 동시에 분

석할 수 있게 한다[10]. 현재 많이 사용되고 있는 프로토콜은

보스턴 대학의 Costello 그룹에서 개발한 방법이다. Costello

그룹에서는 sodium hydroxide powder를 녹인 DMSO용액에

methyl iodide를 넣어 liquid phase 형태의 일반적인 permethy-

lation방법을 정립하였다 [4]. 하지만, liquid phase permethy-

lation의 강한 알칼리성 반응 과정은 일부 시알산 당쇄의 깨짐

현상들을 야기시키는 문제가 있다 [4,14,43].

미국 인디애나 대학의 Novotny 그룹에서는 이와 같은 시알

산 당쇄의 깨짐 현상을 방지하고자 microscale에서 sodium

hydroxide beads를 사용하는 solid phase permethylation 방법

을 제안하였다 [14] (Fig. 1). Spin column에 채운 sodium hyd-

roxide beads의 양과 spin column을 통과하는 시료의 횟수 및

methyl iodide/dimethylsulfoxide과 water/dimethylsulfoxide의

비율을 최적화하여 짧은 반응시간에도 불구하고 liquid phase

permethylation과 같은 효율성을 갖게 하였다 [16]. 이를 통해

중성화된 시알산 당쇄는 깨짐 현상이 크게 줄어들고 전체적

인 당쇄 검출 민감도가 향상되는 효과가 있었다. 또한,

MALDI-MS 분석을 통해 얻은 당쇄 프로파일이 HPLC를 이

용한 당쇄 정량 값과 매우 유사한 모습을 보였으며 특히

HPLC에서는 검출이 되지 않는 매우 소량의 당쇄도 상대적으

로 정량이 가능하여 이후 MALDI-MS 기반의 당쇄 정량 연구

에 적극 활용되게 되었다 [14,16,24]. 하지만, 이때 사용되는

sodium hydroxide beads는 조해성을 가지고 있기 때문에 실험

과정에 있어서 보다 세심한 주의가 요구되며 숙련된 기술을

가지고 있지 않는 자가 실험을 진행할 경우 전체 당쇄의 per-

methylation이 완벽하게 이루어지지 않는 문제가 발생한다.

2.2. 시알산 당쇄의 정량 분석을 위한 시알산의 선택적 중

성화 기술

최근, MALDI-MS을 통한 당쇄 정량 분석을 위해 전체 당쇄

가 아닌 시알산만의 선택적 중성화 기술로서 시알산의 카르

복실기 아미드화 기술 [6,8,27,32,35], 메틸 아미드화 기술 [21,

25,44]과 메틸에스터화 기술 [11] 등이 개발되었다. 2009년 일

본 기타자토 대학의 Shin-ichi Endo 교수 연구팀은 2-(2-pyri-

dilamino)ethylamine (PAEA)를 이용한 시알산 당쇄의 중성화

기술을 제안하였다 [6] (Fig. 2a). 시알산의 카르복실기가

PAEA의 아민기와 만나 아미드화되면서 시알산만을 선택적

으로 중성화시키는 기술로 시알릴락토오즈 (sialyllactose)와

강글리오시드 (ganglioside)에 이를 적용하여 positive mode에

서 MALDI-MS 분석을 수행하였다. 당쇄가 화학적 유도체화

되기 전에는 [M+Na]+, [M+K]+, [M-H+2Na]+ 등의 알칼리 금

속 부가이온들이 결합된 형태로 감지가 되었지만, PAEA로

화학적 유도체화가 된 후에는 [M+Na]+가 우세하게 증가함에

따라 간소화된 MALDI spectrum을 얻을 수 있었다. PAEA 이

외에 시알산 중성화를 위해 acetohydrazide (Ah) [8,35]와 me-

thylamine, (7-azabenzotriazol-1-yloxy) tripyrrolidinophospho-

nium hexafluorophosphate (PyAOP)가 사용되었다 [21,25] (Fig.

2b). Ah를 이용한 시알산의 중성화는 약산성 조건 하에서 이

루어지며 Ah의 아민기와 시알산의 카르복실기가 만나 아미

드화 되면서 시알산의 중성화가 이루어진다. Kameyama 그

Fig. 1. A schematic design of solid-phase permethylation and the derivatized N-glycan structure by the solid-phase permethylation.
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룹에서는 Ah를 당쇄의 시알산 잔기에 결합시켜줌으로써 α

2,6 및 α2,3 결합 시알산 당쇄를 모두 중성화시켜 MALDI-

MS로 분석할 수 있는 방법을 개발하였다 [35]. 이를 bovine

fetuin 당쇄에 적용하여 시알산이 깨지지 않고 중성화되는 것

을 확인하였으며 positive mode의 MALDI-MS로 분석하였을

때 수소 및 칼륨보다 나트륨이 결합된 당쇄 ([M+Na]+)가 우

세하게 감지가 된다는 것을 보고하였다. 이후 네브라스카 대

학 Van Cott 교수 연구 그룹에서는 당쇄에 존재하는 시알산을

Ah로 중성화시키는 것과 동시에 당쇄의 환원 말단 (reducing

end)을 2-aminobenzoic acid (2-AA)로 화학적 유도체화시켜

negative mode에서 MALDI-MS로 정량 분석을 수행하였다

[8] (Fig. 2c). Human IgG와 recombinant human blood coagu-

lation Factor IX (tg-FIX)의 당쇄 분석에 이 기술을 적용하였

고 negative mode에서 [M-H]-의 당쇄 이온만이 감지되는

MALDI spectra를 얻을 수 있었다. 또한 당쇄의 중성화를 위

한 화학적 유도체화를 96-well microfilter plate상에서 수행하

고 이를 MALDI-MS 기반으로 정량 분석 함으로써 초고속 대

용량 당쇄 정량 기술로서의 응용 가능성을 성공적으로 보여

주었으며, 정량 결과에 있어서도 HPLC를 이용한 당쇄 분석

결과와 동일한 당쇄 정량성을 보임을 입증하였다.

위에서 소개한 시알산 중성화 기술들을 통해서 전체 당쇄

MALDI 프로파일을 positive 또는 negative mode에서 한번에

얻는데 까지는 성공하였으나, 여전히 당쇄 구조간 (complex-,

hybrid- and high mannose type) 이온화도 차이 및 알칼리 금속

부가이온들에 의해 MALDI-MS를 이용한 당쇄 정량에 어려

움이 남아 있었다. 이와 같은 문제를 해결하고 MALDI-MS

분석에서의 민감성 (sensitivity)을 증가시키기 위하여, 시알

산 잔기를 선택적으로 중성화시키는 기술과 당쇄의 환원 말

단을 영구적 전하를 갖는 화학 물질로 유도체화시키는 기술

을 더하여 당쇄를 MALDI-MS만으로도 정성 및 정량 분석할

수 있는 기술이 소개되었다.

2.3. 영구적 전하 유도체화 도입을 통한 당쇄 정량 분석

당쇄의 환원 말단에 영구적 양전하를 갖는 화학 물질의 도입

은 추가적인 수소 또는 알칼리 금속 부가 이온의 형성을 억제

시킬 뿐만 아니라, 모든 당쇄의 이온화 경향성을 동일화시켜

당쇄 검출의 민감도를 크게 높일 수 있다. 서울대학교 김병기

교수 그룹은 먼저 시알산이 없는 중성 당쇄의 환원 말단에

Fig. 2. Specific neutralization techniques of sialic acids using a) PAEA, b) methylamine + PyAOP, c) Ah and d) methlylesterification.
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Girard's Reagent T (GT, carboxymethyl trimethylammonium

hydrazide)를 도입하여 당쇄가 영구적 양전하를 띄게 하고 이

를 positive mode MALDI-MS를 이용하여 중성 당쇄를 정량

분석하였다 [9] (Fig. 3a). 이 과정에서 추가적인 정제단계 (i.e.,

solid-phase extractions) 없이도 MALDI-MS로 분석이 가능하

였으며, MALDI spectrum에서는 금속 부가 이온 peak 없이 민

감도가 10배 이상 증가하는 것을 확인하였다. 또한, MALDI-

MS peak의 넓이를 이용한 정량 분석에 있어서 당쇄 구조에

따라 동위원소 분포도가 달라지므로 보다 정확한 정량을 위

해서 당쇄마다 첫 번째부터 세 번째까지 isotopic peak의 넓이

를 합산하여 정량하는 것을 처음 제안하였다. 하지만, 이 연

구는 시알산이 없는 중성 당쇄에만 적용한 방법으로 시알산

당쇄의 정량 분석을 위해서는 추가적인 시알산 중성화 기술

이 요구되었다. 이후 같은 연구그룹에서 두 종류의 중국 햄스

터 난소세포 (CHO cell, Chinese Hamster Ovary Cell)로부터

발현시킨 재조합 당단백질 의약품의 생물학적 특성을 확인

하기 위해 시알산 당쇄가 포함된 N-glycan을 MALDI-MS를

이용하여 정량 분석을 하였다 [11] (Fig. 2d, 3a). 두 종류의 세

포주 (CHO-1 cell, CHO-2 cell)에서 얻은 당단백질 의약품의

당쇄를 mild methyl esterification을 이용하여 시알산 당쇄만

를 선택적으로 중성화시킨 후, Girard's reagent T로 영구적 양

전하를 나타내도록 유도체화 하였다. CHO-1 cell에서의 시알

산 당쇄의 비율은 22.5%를 나타내어 5.2%로 확인된 CHO-2

cell에서의 시알산 당쇄의 비율보다 높음을 확인하였다. 이러

Fig. 3. Chemical derivatization of N-glycan residue (N-acetylglucosamine) using a) Girard's reagent T (GT) and b) Girard's reagent P (GP).

Fig. 4. A simple workflow of MALDI-MS-based quantitative targeted glycomics (MALDI-QTaG).
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한 당쇄의 정량적인 차이는 재조합 단백질 의약품의 특성을

반영하므로 단백질의약품 제조 시 공정의 실시간 모니터링

이나 완성된 제품의 품질검사에 적용될 수 있다.

2015년 김윤곤 교수 연구팀은 Ah를 이용하여 시알산을 선

택적으로 중성화시킨 후에 당쇄 환원 말단에 Girard's reagent

P(GP)로의 화학적 유도체화를 통하여 영구적인 양전하를 부

여해주는 기술을 개발하였다 (Fig. 4). 별도의 정제 과정 없이

도 GP와의 반응 후 바로 MALDI-MS로 분석할 수 있기 때문

에 빠른 분석이 가능하였으며, 이전에 GT를 이용한 방법과

비교하여 보다 신속하게 MALDI plate 상에서 분석 시료가 건

조 및 균일하게 결정화되어 분석 시간을 현저히 단축시켜줄

수 있었다. Normal cord blood와 human hepatocellular carcin-

oma (HCC) cell에서 발현시킨 α-fetoprotein을 추출하여 당쇄

를 비교 정량 분석함으로써 HCC cell에서 core-fucosylation의

상대적 정량값이 크게 증가함을 보여주었다. 이는 MALDI-

MS 기반의 당쇄 정량 분석 기술이 질병의 진단 및 모니터링

과 바이오 의약품 제조과정 평가 기술로의 응용 가능성을 제

시해주었다 [17].

2.4. Stable isotopic labeling을 통한 당쇄의 상대 정량 분석

동위 원소 표지 (stable isotopic labeling)를 이용한 당쇄의 상

대 정량은 정상인과 특정 질병을 갖고 있는 환자 시료의 분석,

또는 오리지널 당단백질 의약품과 바이오 시밀러의 동등성

시험 분석 등에서 매우 효율적으로 응용이 가능하다. 대표적

으로 isotopical permethylation[1,15]과 화학적 유도체화를 기

반으로 한 reductive amination이 있다. 2007년 인디애나 주립

대학의 Novotny 교수 연구팀은 정상인 혈액과 유방암 환자

혈액으로부터 얻은 N-glycan을 각각 isotopic iodomethane

(CH3I, CD3I)으로 permethylation 시키고 동일 양을 섞어 준 후,

이를 MALDI-MS로 상대 정량 분석하는 기술을 개발하였다

Fig. 5. Stable isotopic labeling methods using a) isotopic methyl iodide (CH3I/CD3I), b) aniline (light aniline/heavy aniline) and c) 2-AA

(light 2-AA/heavy 2-AA).
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[15] (Fig. 5a). 정상인과 유방암 환자 사이에 당쇄의 상대적

정성 및 정량 차이를 직접 비교함으로써 질병의 단계별 진행

상황을 효과적으로 모니터링 할 수 있는 기술로 활용이 가능

함을 보여주었다. 하지만, 당쇄에 존재하는 hydroxyl group,

amine groups과 carboxyl groups에 수소의 개수가 다르기 때

문에 당쇄의 구조에 따라 isotopic permethylation에 의한 질량

차이가 일정하지 않아 다수의 당쇄 구조를 갖는 시료들 간의

상대 정량 비교에 있어서 매우 복잡한 MALDI spectrum을 얻

게 되어 분석에 어려움이 있다.

최근 isotopic reagents를 이용하여 당쇄의 환원 말단만을 유

도체화시켜 서로 다른 시료로부터 얻은 당쇄 사이에 모든 당

쇄가 일정한 질량 차이를 갖도록 하는 reductive amination 방

법이 개발되었다 [18,29,34,41,44]. 2009년에 미국 Emory 대

학의 Cummings 교수 연구팀은 질량이 6Da 차이가 나는 12[C6]-

aniline과 13[C6]-aniline를 이용한 당쇄의 화학적 유도체화 방

법이 개발하여 인간과 쥐 혈액 샘플로부터 얻은 당쇄를 각각

유도체화시켜 혼합한 후 MALDI-MS로 정량 분석을 수행하

였다 [41] (Fig. 5b). 이는 기존의 isotopic deuterium 치환 방법

보다 높은 resolution과 민감도 (sub-picomole levels)를 보였을

뿐만 아니라, 두 시료를 직접 섞어서 MALDI-MS로 분석을

수행함에 있어서도 다수의 당쇄 peak들간에 서로 방해를 주

지 않아 분석에 용이한 프로파일을 얻을 수 있었다. 2010년에

암젠사의 Cockrill 그룹은 상용화가 된 13[C6]-2-aminobenzoic

acid (13[C6]-2-AA)와 12[C6]-2-aminobenzoic acid (12[C6]-2-AA)

를 이용하여 당단백질 바이오 의약품의 당쇄 스크리닝에 활

용하고자 하였다 [29] (Fig. 5c). 특히, 이 기술에서는 당쇄 정

제를 위한 자동화 기계 플랫폼을 도입하여 동시에 여러 iso-

topic labeled 시료를 고속으로 정제함으로써 전처리 과정을

간소화시키고 전체 분석 시간을 획기적으로 단축시켰다. 이

를 통해 ESI-MS/MSn을 이용하여 당쇄 구조 분석이 이미 완

료된 당단백질 바이오 의약품의 경우 MALDI-MS 분석만으

로도 오리지널 바이오 의약품과의 동등성 평가 및 생산과정

중 모니터링이 가능함을 보여주었다. 2014년에 하버드 의과

대학의 Lee 교수 연구팀은 12[C6]-2-AA와 13[C6]-2-AA를 이용

한 당쇄 환원 말단의 유도체화와 함께 시알산 잔기의 메틸아

미드화를 동시에 적용하여 시알산 당쇄를 포함한 모든 N-gly-

can의 상대 정량 분석을 수행하였다 [44] (Fig. 2b, 5c). 먼저

human IgG로부터 얻은 N-glycan을 isotopic 2-AA로 각각 화

학적 유도체화시킨 후,  메틸아미드화를 통해 시알산 당쇄를

중성화시켰다. 또한, urine 속 존재하는 당쇄의 정량 패턴이

아침과 저녁 사이의 변화를 모니터링 한 결과, 전체 당쇄들의

상대적 정량적 편차가 5% 이내에 있음을 확인하였다.

최근 숭실대학교 김윤곤 교수 연구팀에서는 당쇄 환원 말

단의 동위원소 표지와 시알산 중성화 기술을 동시에 적용한

MALDI-MS 기반 당쇄 정량 분석 방법 (Stable isotopic label-

ing-based quantitative targeted glycomics (i-QTaG))을 소개하

였다 (Fig. 2c, 5c). 먼저 Ah로 시알산 중성화가 이루어진 혈액

당단백질 샘플을 각각 isotopic 2-AA로 유도체화한 후 다양한

몰 비율 (12[C6]-2-AA: 13[C6]-2-AA=1:1, 1:2, 1:5)로 섞고 MALDI-

MS로 분석하여 상대적 정량값이 이론적 몰비율과 동일함을

보여줌으로써 기술의 정확성을 입증하였다. 그리고 더 나아

가 전립선 암 환자와 정상인의 혈액 속 전체 당쇄를 동시에

비교 정량 분석하였다. Fucose가 존재하는 당쇄 (w/o sialic

aicd)의 상대적 정량값이 전립선 암 환자에서 감소하는 것과,

특히 sialyl Lewis type 당쇄의 상대적 정량 값이 대략 82% 감

소하는 것을 확인하였다. i-QTaG 기술은 바이오 의약품뿐만

아니라 특정 질병을 실시간으로 모니터링 할 수 있는 대량신

속처리 기술로 적용될 수 있을 것으로 사료된다 [18].

2.5. MALDI-MS와 high-throughput platform 기반의 당

쇄 분석 시스템

96-well plate 플랫폼으로 당쇄 분석을 처음 시도한 영국 옥스

포드 대학의 Rudd 그룹 (현재 NIBRT)은 당쇄의 분리부터 2-

AB labeling까지의 전처리 과정을 96-well plate에서 수행할

수 있는 프로세스를 개발하여 당쇄 분석 과정을 최대 2일 이

내로 획기적으로 단축시켰다 [30]. 당단백질의 변성, 당쇄 추

출 및 유도체화, 정제 과정까지 96-well plate 상에서 대량 시

료를 빠른 시간 안에 동시에 처리할 수 있다. 특히 많은 수의

시료 분석이 요구되는 임상 시료 분석에 있어서 미량 (5 mL)

의 혈액만으로도 당쇄 프로파일링이 가능한 시스템을 개발

하였다. Rudd 그룹에서는 이를 glucose unit 기반의 HPLC를

이용한 당쇄 분석에 활용하였으며, 최근 이러한 96-well plate

플랫폼을 MALDI-MS에 적용하여 당쇄의 정성 및 정량 분석

에 활용한 사례들이 보고되고 있다.

2009년 서울대학교 김병기 교수 연구 그룹은 PVDF memb-

rane 96-well plate 상에서 porous graphite carbon solid-phase

extraction (PGC-SPE)과 GT 유도체화를 사용하여 난소암 환

자와 정상인의 serum에서 추출한 당쇄를 정량 분석하였다

[19]. 그 결과 난소암 환자의 serum에서 추출한 당쇄에서 core-

fucosylated된 당쇄가 정상인보다 증가한다는 기존 연구들과

동일한 결과를 얻었을 뿐만 아니라 96-well plate를 사용하여

MALDI-MS 분석까지의 시료의 전처리 기간을 2일 이내로

단축시켰으며 많은 수의 임상 시료에도 적용할 수 있다는 것

을 확인하였다. 이어서 PVDF membrane 96-well plate 상에서

solid-phase permethylation을 직접 수행하여 이를 전립선 암

환자의 serum 당쇄를 분석하는데 적용하였다 [12] (Fig. 1).

PGC-SPE를 통한 당쇄 정제 과정 및 solid-phase permethyla-

tion까지의 과정이 1시간 이내로 가능하였으며 최대 96개의

시료가 동시에 처리되었다. 그리고 permethylation을 통한 시

알산 당쇄의 중성화를 통해 매우 민감하게 (picomole level)

전체 N-glycan의 정성 및 정량분석이 MALDI-MS를 통해 가

능하였다.

3. CONCLUSION

당단백질의 당쇄는 단백질 내적인 기능 (intrinsic function)으

로 구조적 안정성 및 3차 구조 형성을 위한 접힘 (folding)에
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있어서 매우 중요한 역할을 한다. 또한 당쇄의 단백질 외적인

기능 (extrinsic function)으로서는 세포-세포간 또는 세포-당

단백질간의 결합에 있어서 최외곽에서 직접 상호인식과 상

호정보교환의 역할을 수행함으로써 종합적으로는 생체 내에

서 일어나게 되는 다양한 생물학적 및 면역학적 반응들에 관

여하게 된다. 따라서 재조합 당단백질 의약품의 오리지널 바

이오 의약품과 동등성 시험에 있어서 당쇄의 정성 및 정량 분

석 결과가 매우 중요한 평가 요소로 여겨지고 있다. 당단백질

의약품의 허가를 위한 당쇄 분석에 있어서는 기존의 ESI-MS/

MS [28,36,38] 또는 exoglycosidase digestion [20,42]을 통해

보다 자세한 당쇄의 구조 (i.e., monosaccharide sequence, a/b

linkage) 및 정량 분석이 필수적이지만, 이후 생산공정 중 품

질 관리를 위한 당쇄 분석에 있어서는 MALDI-MS 기반의 초

고속 당쇄 정량 분석 기술이 보다 효과적으로 활용될 수 있을

것이다. 또한 질병 진단을 위해 많은 수의 샘플 분석이 필요

한 임상 시료 분석에 있어서도 96-well plate 기반의 대용량

당쇄 분석 시스템은 그 활용도가 매우 높을 것으로 기대된다.
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