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응용 자료
대사체학
개요
아편제로 인한 쥐 뇌 속 대사적 변화를 설명하기 위해 연구를 수행하였습니다.
Agilent 7200 시리즈 GC/Q-TOF MS의 EI MS, EI MS/MS, PCI 기능과 함께
Agilent MassHunter 소프트웨어 도구를 사용하여 대사물질의 차이를 식별하는
매우 다양하고 종합적인 워크플로를 생성할 수 있었습니다. 이 워크플로는 모르
핀에 민감한 쥐 유형과 모르핀에 내성이 있는 쥐 유형을 구별하고, 모르핀 투여에
대한 각 유형 쥐의 반응 차이를 확인하며, 다양한 기법을 사용하여 화합물을 식별
하는 데 사용되었습니다. 
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서론
미국과 일부 선진국에서 처방용 아편유사진통제를 오남용하는 사례가 상당히 증가했습니다[1, 2]. 그에 따라 새로운접근법을 도입하고 마약성 약물 중독과 관련된 메커니즘에대한기존의인식을재평가해야할필요성이대두되었습니다. 

인간이 마약성 약물 중독에 대한 취약성이 저마다 다르듯이,쥐도 유형별로 약물에 대한 민감성이 크게 다릅니다[3,4]. 따라서 이 응용 자료에서는 아편제 중독의 쥐 모델을 사용하여상기 우려 사항을 연구했습니다.

대사체학은 시스템의 생리학적 상태에 관한 가장 직접적 정보를 제공하므로 모르핀 중독의 생리적 변화를 조사하는 데효과적인 분석법입니다. 현재는 신경 행동 반응을 조절하는대사적 변화와 관련된 정보가 거의 없습니다. 임상적으로 중요한 아편제 반응은 아편제로 인한 대사물질 변화로 조절할수 있을 가능성이 큽니다. 

이 응용 자료에서는 가스 크로마토그래피/질량 분석법
(GC/MS)을 사용한 비표적 대사체학으로 모르핀 민감도에서 큰 차이를 보이는 쥐 유형의 아편제로 인한 대사적 변화특성을 파악한 연구를 설명합니다. 정확한 질량 정보, 전체스펙트럼 감도, MS/MS 기능, EI 및 CI 모드를 활용하기 위해 Agilent 7200 GC/Q-TOF를 사용했습니다. 이 분석법에
Agilent MassHunter 및 Agilent Mass Profiler
Professional(MPP) 소프트웨어의 전체 기능을 함께 사용하여 이러한 쥐 유형에서 농도가 변화하는 대사물질을 식별하고 확인하였습니다. 특히, 모르핀 투여 반응에서 나타난유형 간 대사물질 농도 차이를 식별하는 데 많은 관심을 기울였습니다. 이러한 변화가 모르핀 중독 메커니즘을 이해하는 데 도움이 되기 때문입니다. 이 대사체학 연구로 대조군과 모르핀에 민감한 쥐 유형에 모르핀을 투여한 그룹사이에서 아데노신의 큰 농도 차이가 있다는 것이 확인되었습니다.- 또한, 두 쥐 유형에서 몇 가지 다른 대사물질 농도차이가 관찰되었으며 adenosine 5’-monophosphate,
glyceric acid, 콜레스테롤, 신경 전달 물질 N-
acetylaspartylglutamic acid가 여기에 해당합니다. 

실험
재료
C57BL/6과 129Sv1 쥐 유형(수컷, 생후 7–8주)을
Jackson Laboratories(Bar Harbor, ME)에서 구하였으며모르핀은 Sigma Chemicals(St. Louis, MO)에서 구입하였습니다.

실험 기기
이 연구는 Agilent 7890B GC 시스템과 연결된 Agilent
7200 GC/Q-TOF 시스템을 사용하여 진행했습니다. 기기 조건은 표 1과 같습니다. 

표 1. GC 및 질량 분석기 조건
GC 분석 조건
컬럼 Agilent DB-5 MS Ultra Inert, 

30m × 0.25mm, 0.25µm film 
(p/n 122-5532UI)

주입량 1µL

분할 모드 비 Split 10:1 (EI) and Splitless (PCI and
MS/MS)

주입구 온도 250°C

오븐 온도 프로그램 60°C for 1minute, 
10°C/min to 325°C, 
3.5minutes hold

운반 가스 Helium at 1mL/min constant flow

이송 라인 온도 290°C

MS 조건
이온화 모드 EI, positive CI (20% methane flow)

이온화원 온도 230°C

사중극자 온도 150°C

질량 범위 40~600m/z

스펙트럼 수집 속도 5Hz, 중심 모드 및 프로파일 모드 모두에서수집
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시료 전처리
쥐에 4일 연속으로 모르핀을 투여하거나, 대조를 위해 같은기간에 식염수를 투여했습니다. 생후 8주된 C57BL/6(모르핀에민감)과 129Sv1(모르핀에내성있음) 수컷쥐는 7~8회이러한 생물학적 반복을 통해 뇌간 조직을 수집했습니다.
Folch 방법으로 대사물질을 추출했습니다[5]. 수성 분획을수집하고, 진공 상태에서 건조한 다음, 피리딘에 하이드록실아민 HCl을 넣어 만든 포화 용액을 사용하여 메톡시아민화로 유도체를 합성하고, NMethyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide(MSTFA)와 1%
trimethylchlorosilane(TMCS)으로 실릴화하였습니다.

데이터 처리 및 통계 분석
데이터는 MassHunter Quantitative Analysis 소프트웨어패키지의 Unknowns Analysis 도구를 사용해 크로마토그래피 피크 deconvolution으로 처리한 다음, Agilent Fiehn
GC/MS Metabolomics Retention Time Locked(RTL) 라이브러리와 비교해 화합물을 식별했습니다. Molecular
Structure Correlator(MSC) 소프트웨어를 사용해 실험적으로 식별된 화합물의 구조를 추가로 확인했습니다.

다변량 통계 분석 패키지인 Mass Profiler Professional
(MPP)로 통계 분석을 수행했습니다. 이 소프트웨어는 데이

터 클러스터링을 시각화하고, 짝을 이루는 조건 간 화합물존재비에 유의한 차이가 있는지 확인하는 데 사용했습니다. 

결과 및 토의
크로마토그래피 피크 deconvolution 및 라이브러리 검색
Unknowns Analysis 도구를 사용한 크로마토그래피 피크
deconvolution으로 각 시료에서 약 700개 화합물을 찾아낼수 있었습니다(그림 1). Agilent-Fiehn metabolomics MS라이브러리를 사용하여 각 시료 내 70~100개 화합물에 대해 Match Factor 점수가 50보다 큰 경우 해당 일치값을 할당했습니다. 큰 변화를 보이지 않은 모든 화합물을 MPP에서거른 뒤, 식별되지 않은 화합물과 Agilent-Fiehn 라이브러리로 식별한 화합물을 NIST MS 라이브러리에서 검색해
Agilent-Fiehn 라이브러리에 없는 성분을 확인 및 식별했습니다. 두 라이브러리에서 정확히 일치하지 않지만 큰 변화를보였던 일부 고농도 성분은 PCI와 EI MS/MS를 사용해 실험식을 규명하고, 정확한 질량 정보와 Molecular Structure
Correlator(MSC) 소프트웨어를 사용하여 구조를 제안하는등의 추가 분석 단계를 적용하였습니다. 이 내용은 뒤에 나타나 있습니다.

그림 1. Unknowns Analysis 도구를 사용하여 deconvolution과 초기 라이브러리 검색을 수행했습니다. 오른쪽 하단 패널은 피크형태가 동일한 화합물의 deconvolution된 이온들을 나타내며, 모두 동일한 화합물에 속한다는 것을 확인할 수 있습니다.
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각 시료에서 Agilent-Fiehn 단위 질량 대사체학 라이브러리로 식별한 약 60개의 대사물질은 정확한 질량 정보로 확인했으며 이를 통해 위양성(false positive) 결과를 제거할수 있습니다. MassHunter Quantative Analysis 소프트웨어의 Fragment Formula Annotation(FFA) 도구를 사용하는 동시에 라이브러리 검색 결과를 참조하여 식별된 화합물을 쉽게 확인하였습니다(그림 2). 조각의 분자식이 라이브러리 검색으로 식별된 분자식의 하위 집합일 경우, 해당 조각에 주석을 달고 녹색으로 표시합니다. 이렇게 하면 화합물의이름을 빠르게 확인할 수 있습니다(그림 2). 식별된대사물질은 대부분 아미노산, 유기산, 탄수화물이었습니다
(그림 3). 

통계 분석 워크플로
대사물질 데이터 분석은 보통 지루하고 시간이 많이 소요되는 작업입니다. MPP 소프트웨어는 필터링, 해석, 시료 모델생성, 예측 작업에 적합하며, 복잡하고 노이즈가 많은 데이터를 효율적으로 평가할 때 필요합니다. MPP는 사용하기쉬운 워크플로를 제공하여 사용자가 데이터를 평가할 최상의 방법을 결정하는 데 도움이 됩니다. MPP를 더욱 전문적으로 사용하는 경우 다양한 통계 연산 기능도 활용할 수 있으며, 사용자는 데이터 분석을 최적화하기 위해 여러 가지방식으로 데이터를 처리할 수 있습니다(자세한 정보는
Mass Profiler Professional 브로셔 5990-4164KO 참조). 

Organic acids

Amino acids

Carbohydrates

Lipids

Nucleic acid metabolism

Other

그림 2. Agilent MassHunter Qualitative Analysis 소프트웨어의 FFA를 사용하여 하나의 주석이 달린 화합물(아데노신) 스펙트럼입니다. 라이브러리일치가 발견되면, FFA가 분자 이온(MI)을 자동으로 식별하고, 일치한 결과의 실험식과 정확한 질량 스펙트럼 데이터에 기초하여 조각 분자식을배정합니다. 이렇게 주석이 달린 이온은 녹색으로 표시합니다. 이온 조각에서 잘 맞는 일치값을 찾을 수 없을 경우, 스펙트럼의 이온은 원래의색(빨간색)으로 표시합니다.

그림 3. Agilent-Fiehn 라이브러리를 사용하여 식별한 60개 화합물의 대사물질분류 분포

×104

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1
1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9 73.0465

[C3 H9 Si]+

236.0950
[C9 H14 N5 O Si]+

192.0687
[C6 H14 N O4 Si]+

280.1393
[C10 H26 N O4 Si2]+

540.2301
[C21 H42 N5 O4 Si4]+169.0692

[C8 H13 O2 Si]+
348.1363

[C16 H22 N3 O4 Si]+
406.0812

[C14 H20 N5 O4 Si3]+

Mass-to-charge (m/z)

Co
un

ts

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

H
N

NN

N

N

O

O

O
O

Si

Si

Si

Si
CH

3

CH
3

H
3
C

CH
3

H
3
C

H
3
C H

3
C

H
3
C

CH
3

CH
3

H
3
C

H
3
C



5

Unknowns Analysis 도구에서 deconvolution 과정을 완료한 후, 화합물 정보는 XML 기반 compound exchange
file(.CEF) 형식으로 저장했습니다. 이 파일들을 MPP로 가져와서 어느 화합물이 조건 쌍 또는 쥐 유형 간 존재비에 큰변화를 보였는지 확인했습니다. MPP 워크플로에서는 화합물 필터를 올바르게 설정해 데이터에서 상당 부분의 노이즈를 거르는 것이 중요합니다. 이는 통계 분석에 대한 간섭을차단하기 위해서입니다. Principal Component Analysis
(PCA)를 사용하여 데이터의 고유 분산도를 평가한 다음
(그림 4 및 그림 5), Volcano 도표로 유의도와 배수 변화 분석을 시각화했습니다(그림 6 및 그림 7).

그림 4. 129Sv1 유형에서 대조군과 모르핀 투여한 그룹을 PCA-로 분석한결과 명확하게 구분되는 두 클러스터가 존재하는 것을 확인하였습니다. 각 조건(대조군은 빨간색, 모르핀 투여 그룹은 파란색)에대해 생물학적 반복 8회(쥐) 작업 결과를 분석했습니다. C57BL/6쥐에 대해서도 유사한 도표를 얻었습니다.

그림 5. 모르핀 투여 없이 두 유형의 쥐를 비교하여 PCA 분석을 수행한결과, 명확하게 구분되는 2개 클러스터가 나타났습니다. 쥐 유형
(129Sv1은 빨간색, 57BL/6은 파란색)에 대해 생물학적 반복 8회
(쥐) 작업 결과를 분석했습니다. 모르핀을 투여한 후 동일한유형의 쥐를 비교했을 때도 유사한 도표를 얻었습니다.
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Principal Component Analysis를 사용한데이터 평가
PCA는 data dimensionality reduction에 자주 사용하는무감독 다변량 통계 분석 기법입니다. 이는 측정된 변수를연관성이 없는 주성분으로 전환하는 방법을 사용합니다. 각 성분은 원래 변수의 선형 조합입니다. 그림 4와 5는 PCA 분석의 예시입니다. PCA 도표를 보면 대조군과 모르핀을-투여한 그룹이 명확히 분리되어 있고 두 쥐 유형도 분리되어있다는 점을 알 수 있습니다. 
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대사물질 배수 변화 분석
PCA를 수행한 다음에는 모르핀에 민감한 쥐와 모르핀에내성이 있는 쥐(각각 C57BL/6와 129Sv1)에 대해 모르핀투여 그룹과 대조군에 대한 배수 변화(FC) 분석을 수행했습니다. 먼저, 특정 화합물의 농도에서 조건 및 쥐 유형별생물학적으로 유의한 배수 변화 정도를 확인합니다. 이 분석결과에 따라 선택한 분류에서 존재비의 상당한 차이를 보이는 화합물(성분)을 식별했습니다.

다음에는 일련의 t-검정을 수행하여 평가 조건 쌍 또는 쥐유형별 배수 변화의 차이가 통계적으로 유의한지 확인했습니다. 배수 변화 분석 결과와 통계적 유의도는 Volcano 도표로 표시했습니다. C57BL/6(모르핀에 민감함) 쥐의 모르핀 투여군과 대조군을 비교할 때, adenosine만이 유일하게통계적으로 유의한 변화를 보이는 화합물이었습니다. 대조군에 비해 모르핀을 투여한 쥐에서 농도가 감소했습니다
(p값 < 0.05, 그림 6). 반면에, 모르핀을 투여하지 않은두 쥐 C57BL/6과 129Sv1을 비교했을 때 여러 화합물
(adenosine, adenosine 5’-monophosphate, glyceric
acid, cholesterol, neurotransmitter 및 N-
acetylaspartylglutamic acid 등)이 상당한 배수 변화를보였습니다(p값이 < 0.05, 그림 7). 즉, 두 쥐 유형에 상당한대사적 차이가 있다는 의미입니다. 

그림 6. 모르핀에 민감한 쥐(C57BL/6)의 모르핀 투여군 대 대조군의 농도배수 변화와 확률값을 비교한 Volcano 도표. C57BL/6 유형에서대조군에 비해 모르핀을 투여한 쥐의 아데노신 농도가 감소했습니다(p < 0.05). 두 조건에서 농도가 크게 변화한 유일한 화합물입니다.  녹색 선은 p = 0.05의 한계값(수직축)과 1.5배 배수 변화(x축)를 나타냅니다.

그림 7. 모르핀에 민감한 쥐(C57BL/6)와 모르핀에 내성이 있는 쥐
(129Sv1)의 농도 배수 변화와 확률값을 비교한 Volcano 도표. 두유형에서 21개 화합물의 농도가 큰 차이를 보였습니다(p < 0.05).녹색 선은 p = 0.05의 한계값(수직축)과 1.5배 배수 변화(x축)를나타냅니다.
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EI MS/MS 및 PCI를 사용한 미지 성분의 실험식확인
MassHunter Qualitative Analysis의 FFA 도구를 사용한
Molecular Formula Generation(MFG) 기능과 정확한 질량/고분해능 정보를 함께 사용하여 조각의 가능한 분자식을식별할 수 있었습니다. 그러나 EI로 분석할 때 분자 이온이명확하지 않은 경우가 많아 적절한 주석을 표기하고 화합물의 분류를 좁히기 어려웠습니다. Accurate mass 7200
GC/Q-TOF 시스템을 사용하는 한 가지 이점은 PCI 및 EI 이온화 기법으로 MS와 MS/MS를 사용하여 추가 정보를 얻을 수 있다는 것입니다. 예를 들어, 이 연구에서는 대조군에비해 모르핀에 내성이 있는 129Sv1 쥐에 모르핀을 투여한후 체내 축적된 미지 성분이 10.34분에 용리되었지만, 모르핀에 민감한 쥐에서는 유의한 변화가 나타나지 않았습니다
(그림 8). 

EI 스캔에서 발생한 이온에 대해 MS/MS 실험을 수행하여
EI 스펙트럼의 고농도 전구 이온별 생성 이온을 식별하고,있을 수 있는 간섭들을 구별할 수 있습니다. 이 방법을 사용하면 비교적 m/z가 높은 간섭 이온을 쉽게 걸러낼 수 있습니다. 그림 9는 m/z 129.1022의 이온과 m/z 72.0808의이온이 전구 이온으로 사용된 m/z 228.0665의 생성 이온이 아님을 나타냅니다. 사실 129.1022와 72.0808 m/z이온의 존재비는 두 종류의 쥐에서 차이가 있지만, m/z
228.0665의 이온과 그 생성 이온은 존재비에 차이가 없습니다. 이는 m/z 228.0665 이온이 미지 성분과 함께 용리되는 다른 화합물에 속할 수 있음을 나타냅니다. 따라서
MS/MS는 스펙트럼에서 간섭을 구별하는 데 도움이됩니다.

그림 8. 모르핀을 투여한 129Sv1 쥐에서 체내 누적되고, 10.34분에 용리된 미지 화합물의 EI 스펙트럼. 이 스펙트럼은 Agilent
MassHunter Quantative Analysis 소프트웨어의 MFG 도구를 사용하여 확인하였습니다.
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그림 9. Agilent 7200 GC/Q-TOF 시스템으로 수행한 MS/MS는 관심이 있는 피크에서 오염 화합물을 찾는 데 사용할 수 있습니다.  이 경우, 스펙트럼에서존재비가 가장 높은 두 이온(m/z 72.0808 및 m/z 129.1022)은 228.0665 m/z 이온에서 유래되지 않은 것이 분명하므로 오염 물질일 가능성이있습니다. 이 가설은 모르핀 투여군과 대조군을 비교할 때 해당 이온의 존재비 변화를 추적하여 확인하였습니다.



그런 다음, MS 모드에서 메탄을 시약 가스로 사용하여 PCI를 적용하고, 분자 이온을 m/z 158.1419 이온으로 식별했습니다. 여기에 메탄 첨가 생성물이 있어 분자식
(C8H19N2O)을 확인하는 데 도움이 되었습니다(그림 10).동위원소 존재비 점수와 동위원소 간격 점수가 높기 때문에

식별에 대한 신뢰도가 향상되었습니다. 정확한 실험식을 알아내는 것은 화합물 식별 워크플로의 첫 단계이며, 이 경우처럼 해당 화합물이 연구 대상인지 아닌지 확인하는 데에도도움이 됩니다.

8

그림 10.10.34분에 용리된 미지 화합물의 메탄 PCI 스펙트럼 데이터로 이 분자 이온이 m/z 158.1419인 것을 확인하였습니다. 질량 정확도, 동위원소 존재비와 동위원소 간격 점수가 높아 이 식별의 신뢰도가 높습니다. FFA로 MFG를 수행한 후, m/z 158.1419의 일반적 PCI 메탄 첨가 생성물에 대한 PCI 스펙트럼: 159.1496 (M+H)+, 187.1797 (M+C2H5)+ 및 199.1801 (M+C3H5)+를 나타냅니다. 이론적 동위원소 간격 존재비는 빨간색으로 덮어쓰기했습니다. FFA 워크플로의 결과 표는 스펙트럼 위에 있습니다.
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그림 11.정확한 질량 정보와 MFG를 사용하여 가능한 조각 분자식을 식별하고, 모르핀에 민감한 C57BL/6 쥐에 체내 누적된화합물이 a-hydroxyglutaric acid인 것을 확인하였습니다.
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Molecular Structure Correlator 도구를 사용하여 실험적으로 식별한 화합물의 구조 확인
모르핀에 민감한 쥐 C57BL/6에 체내 축적된 a-
hydroxyglutaric acid는 Agilent-Fiehn RTL 라이브러리가아닌 NIST 라이브러리를 사용하여 식별되었기 때문에 이 화합물의 식별을 확인하기 위해 추가적인 절차를 수행하였습니다. 먼저, EI 스펙트럼의 정확한 질량 정보와
MassHunter Qualitative Analysis의 MFG 도구를 사용하여 a-hydroxyglutaric acid의 실험식과 주석 표기된 조각이온의 실험식이 일치하는지 확인했습니다(그림 11). MSC소프트웨어는 실험적으로 식별한 화합물의 구조를 추가로

확인하는 데 사용됩니다(그림 12). 스펙트럼을 MSC에 CEF파일로 가져온 다음, 정확한 질량 정보를 사용해 MSC에서조각 분자식을 예측했습니다. 그다음 ChemSpider 데이터베이스를 검색해 가능한 모든 구조 이성질체를 찾았습니다.
a-Hydroxyglutaric acid와 다른 2가지 구조의 적합성 점수가 가장 높았습니다(92.88). a-hydroxyglutaric acid는 적합성 점수가 높았을 뿐만 아니라 같은 점수의 다른 두 구조보다 문헌 참조 수가 많았습니다. 이러한 확인 유형이 완전히 확실하지는 않지만 실험적으로 식별된 화합물을 추가로밸리데이션 할 수 있습니다. 

그림 12.화합물이 a-hydroxyglutaric acid라는 것을 실험적으로 식별한 후, Molecular Structure Correlator를 사용하여 구조를 확인하였습니다. 각 조각 이온은 제안된 분자식의 질량 오차를 기준으로 순위를 매겼으며, 해당 분자식을 생성하기 위해 해제되어야 하는 결합 수를 기준으로 감점 요인도 고려했습니다.
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결론
대사체학 연구는 정확한 질량 정보, 전체 스펙트럼 모드에서의 높은 감도, MS/MS 기능, EI와 CI 모드 간 간편한 전환등 Agilent 7200 GC/Q-TOF의 다양한 기능을 활용할 수있습니다. Deconvolution, 통계 분석, 자동 조각 분자식 주석 표기, 구조 규명 등의 다양한 Agilent MassHunter 및
Agilent Mass Profiler Professional 소프트웨어 기능을사용해 모르핀에 민감한 쥐와 모르핀에 내성이 있는 쥐에서농도가 변동하는 대사물질을 식별하고 확인할 수 있었습니다. GC/MS와 LC/MS 분석법을 모두 사용하여 대사체의전체 구조를 더욱 완전하게 분석할 수 있었고, 응용 자료에제시한 결과는 이전의 LC/MS 분석 결과와 일치합니다[3]. 
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