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국문요약

목적

유방암은 여성에서 가장 많이 발생하는 암으로 발병률은 전세계적으로 증가하고

있다. 따라서, 조기 유방암 진단에 도움이 될 수 있는 바이오 마커를 발견하는 것은 매우

중요하다. 실제로 혈액을 통한 CA15-3, CEA 등의 종양표지자가 있으나 특이도와

민감도가 낮아 그 효용성이 떨어진다. 진단에 유용한 단백질/펩타이드의 바이오 마커를

확립하기 위한 단백질 연구가 폭넓게 진행되어 왔다. 임상 단백질체학은 질병 발생 중

변화를 연구하기 위해 다양한 펩타이드와 단백질의 분석에 초점을 맞추고 있다.  임상

단백질체학은 여러 질병의 임상 진단 뿐 만 아니라 다양한 암 치료 방법에 있어서 반응

정도를 평가하는 데까지 활용 가능 하다. 이것은 건강한 대조군과 암 환자의 검체

사이의 단백질 발현 또는 프로파일 차이를 비교하여 확인할 수 있으며 1,000 ~ 

10,000Da 의 저 분자량 혈청 펩타이드의 경우 중요한 바이오 마커 정보를 포함하고

있어, 많은 질병의 조기 진단을 위한 마커로 사용될 수 있다고 보고되었다. 단백질을

분석함에 있어, 인간의 혈청 샘플은 쉽게 얻을 수 있으며 다양한 기법과 기구에 의해

분리 및 분석할 수 있는 장점을 가지고 있어 진단 도구로 유용하다.

대상 및 방법

본 연구는 서울 아산병원에서 건강 검진 시 획득한 30 명의 건강한 사람의 혈청

샘플과 30 명의 유방암 환자의 혈청 샘플로 총 60 개의 혈청 샘플을 얻었다. 혈청 단백질

또는 펩타이드 분자는 Peptide Cleanup C18 pipette tips (Cat # 5188-5239, Agilent 

Technologies)를 사용하여 프로토콜에 따라 정제 및 농축하여 MALDI-TOF MS 를 통해

질량 분석하였다. 질량 스펙트럼은 m/z 및 절대 강도 값을 추출하여 TIC 로 정규화

하였으며 heatmap, PCA plots 및 ROC 곡선을 작성했다. m/z 값과 그에 상응하는 TIC 

정규화 된 강도 값은 NosIDTM (NosQuest, 대한민국)이라는 소프트웨어를 통해 특이도, 

민감도 및 정확도 값과 함께 기록된다.

결과

Heatmap을 통해 건강한 대조군 30명과 유방암 환자 30명의 통계적으로 유의한

m/z 피크의 패턴 차이를 보여줄 수 있었고 m/z 마커에 대한 건강한 대조군과 유방암 환

자 사이의 정규화 된 강도 값은 통계적으로 유의한 차이를 보여주었다. 특히 4,150 m/z

에서 분명한 차이를 볼 수 있었다. 본 연구의 진단 능력을 분석하기 위한 ROC 곡선을

그렸으며 0.932의 AUC 값으로 검증되었다. NosIDTM 프로그램을 사용하여 높은 특이도, 
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민감도 및 정확도 값을 얻어 확인하였고 건강한 사람과 유방암 환자 사이에서 TIC 정규

화 강도 값에서 유의하게 차이를 보이는 6개의 질량 값을 확인하였다.  

결론

본 연구에 사용된 샘플과 향후 연구에 사용된 샘플 간에 겹치는 m/z 값이 많이

있는 경우 이러한 m/z 값은 더 뛰어난 유방암 바이오 마커가 될 것이다. 또한 샘플 준비

단계의 변동을 최소화하기 위해 새롭고 개선된 방법이 요구되는데 실제로 변화에 취약할

수 있는 단계 중 하나인 Peptide Cleanup C18 pipet tip을 사용할 때의 혈청 단백질 정제

단계를 균일 화할 수 있는 더 많은 연구가 향후에 도움이 될 수 있으며, 이는 데이터를

보다 균일하고 정확하게 만들 수 있다. 또한 자동화된 샘플 준비 시스템을 사용하면 시

스템이 인적 오류 및 변형을 제거하므로 보다 정확한 데이터 수집 과 바이오 마커 확인

에 유리할 것이다.

중심단어

-breast neoplasms, biomarker, heatmap, MALDI-TOF MS, Peptide
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l ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 

l LC-MS/MS: Liquid chromatography tandem-mass spectrometry 

l MALDI-TOF MS: Mass-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
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Mass Spectrometry
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서   론

유방암은 여성에서 가장 많이 발생하는 암으로 WHO 세계보건기구에 따르면 2020년

한 해 동안 230만 명의 여성들에게 발생하였고 약 68만 5천 명의 여성이 유방암으로

사망하였다. 또한 발병률은 전세계적으로 증가하고 있다[1]. 따라서, 조기 유방암 진단

에 도움이 될 수 있는 바이오 마커를 발견하는 것은 중요하다. 실제로 혈액을 통해

Cancer antigen 15-3 (CA15-3), Carcinoembryonic antigen (CEA) 등의 종양표지자가 있으

나 특이도와 민감도가 낮아 그 효용성이 떨어진다. 진단에 유용한 단백질/펩타이드 바

이오 마커를 확립하기 위한 단백질 연구가 폭넓게 진행되어 왔다. 다양한 단백질체학

기술은 관절낭액, 혈액 및 소변 샘플의 단백질을 분석함으로써 류마티스 관절염과 같

은 다양한 질병의 임상 진단의 발전을 가져왔다[2]. 또한, 예측 바이오 마커의 발견은

어떤 환자가 다양한 암 치료 방법에 있어서 더 잘 반응할지를 식별하는 데 매우 중요

하다[3-7]. 임상 단백질체학은 질병 발생 중의 변화를 연구하기 위해 다양한 펩타이드

와 단백질의 분석에 초점을 맞추고 있다. 이것은 건강한 대조군과 암 환자의 검체 사

이의 단백질 발현 또는 프로파일 차이를 비교함으로써 이루어진다[3, 8–11]. 또한 1,000 

~ 10,000Da의 저 분자량 혈청 펩타이드는 중요한 바이오 마커 정보를 포함하고 있으

며 많은 질병의 조기 진단을 위한 마커로 사용될 수 있다고 보고되었다[12-13]. 단백질

을 분석함에 있어, 인간의 혈청 샘플은 쉽게 얻을 수 있으며 암 관련 바이오 마커 발

견을 위한 임상적으로 가장 중요한 체액 중 하나이다[14]. 일반적으로 건강검진시 환자

의 혈액 샘플을 이용하여 혈청을 얻을 수 있기 때문에 이를 활용하여 다양한 기법과

기구에 의해 분리 및 분석할 수 있다. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)[12-13]와 같은 면역측정 기법이 마커 분석

에 자주 사용된다. ELISA는 특정 암 바이오 마커의 정량화 분석은 가능하지만 다중 바이

오 마커 분석에는 몇 가지 제한이 있고 개발 초기 비용이 높다[12-13]. 반면에, 질량 분

석법은 높은 민감도 때문에 펩타이드와 단백질을 포함한 다양한 작은 분자와 큰 분자를

분석하는 데 자주 사용되어 왔다[11,15-16]. Liquid chromatography tandem-mass 

spectrometry (LC-MS/MS)은 높은 특이도와 민감도 및 정량적 재현성 때문에 혈청 단백

질 분석에 일반적으로 사용되지만, 높은 처리량 분석에는 적합하지 않다[12-13]. 이와 관

련하여 Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry

(MALDI-TOF MS)은 신속한 정성 및 정량 분석을 위한 새로운 기술이다. MALDI-TOF MS의

경우, 레이저로 이온화를 통해 다양한 분자를 활성화시키고, 활성화된 분자는 검출기를

향해 가속된다. 여기서 각기 다른 이온에 대한 비행 시간 값이 측정되고 이는 질량 대
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전하 비율 값 mass-to-charge ratio (m/z)으로 변환된다. 본 연구에서는 정제된 혈청단백

질을 MALDI-TOF MS 시스템으로 직접 분석하였으며, 단백질 신호를 이용하여 건강한 대

조군을 유방암 환자 샘플과 비교하였다.

이 연구에서 사용된 총 60개의 샘플 중 30개는 건강한 대조군이었고 나머지 30개는

유방암 환자에서 채취한 것으로 2020.08.01부터 2020.12.31 동안 서울아산병원에서 수집

되었다. 혈청 검체를 먼저 희석한 후 C18 column purification technique 기법을 사용하여

정제하였다. 정제된 단백질은 유방암 환자와 건강한 대조군을 구별하는 데 사용될 수 있

는 의미 있는 단백질 바이오 마커를 식별하기 위해 분석되었다. 본 연구의 주요 목적은

MALDI-TOF MS에 의한 정제 혈청 단백질 분석이 건강한 유방암 환자를 진단하고 의미

있는 m/z 마커를 식별해 내는데 충분한지 여부를 결정하는 것이다.
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연구대상 및 방법

1. 연구대상

본 연구는 서울 아산병원에서 2020.08.01부터 2020.12.31 동안 건강 검진 시 획득한

30명의 건강한 사람의 혈청 샘플과 30명의 유방암 환자의 혈청 샘플로 총 60개의 혈청

샘플을 얻었다. 모든 참여자가 사전 동의서에 서명했으며, 본 연구에 사용된 모든 혈청

샘플은 기관심사위원회(IRB 승인 번호: 2018-1234)의 승인을 받았다. 최소 환자 연령은

34세, 최대 환자 연령은 64세였다. 유방암 검체의 경우 20개는 2기, 나머지 10개는 3기

였다. 

본 연구는 서울 아산병원에서 건강 검진 시 획득한 30명의 건강한 사람의 혈청 샘플

과 30명의 유방암 환자의 혈청 샘플로 총 60개의 인간 혈청 샘플을 얻었다.

2. 연구방법

1) 혈청 검체 준비

단백질 정제 전에 혈청 샘플은 0.5% Trifluoroacetic acid (TFA) (v/v)를 함유한 물로 먼저

1:10 희석되었다. C18 silica pipette tips를 사용하기 전에 혈청 시료 5 μL를 TFA 0.5%의 탈

이온수 (Deionized Water: DW) 45μL에 혼합하였다.

2) 단백질/펩타이드 정화 및 농축

혈청 단백질 또는 펩타이드 분자는 Peptide Cleanup C18 pipette tip를 사용하여 제공된

프로토콜에 따라 정제 및 농축하였다. C18 Pipette tip을 10-uL pipet에 부착하고, 10 µL의

Acetonitrile (ACN) 용액을 tip에 흡인하여 분주한 다음, 10 µL의 TFA를 물에 분주하여 제

조하였다. 그런 다음 희석 혈청 검체의 10 µL를 20회 흡입 및 분주하여 팁에 시료를 결

합하였다. 팁은 물에 0.1% TFA 용액으로 두 번 씻은 후 결합 단백질과 펩타이드들은 팁

에 0.1% TFA가 함유된 60% ACN 용액의 7.5uL를 흡입하여 10번 원심분리관으로 용출하

였다.

3) MALDI-TOF MS에 의한 질량분석 해석
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질량분석 분석은 IDSys LT(ASTA, 한국)를 사용하여 수행되었다. 용출된 단백질과 펩타

이드 샘플 4μL를 0.1% TFA 용액과 70% ACN의 20mg/mL 4μL와 혼합하고 혼합물의 1.5μL

를 96 target MALDI plates (ASTA)에 샘플 당 네 곳에 분주한다. 각각의 MALDI plate spot 

위치마다 40회의 레이저를 각기 다른 30개 위치에 쏘았다. 그 결과 분석의 질량 범위는

2000~50,000이었고 MALDI-TOF MS 분석은 선형 양성 모드에서 수행되었다. 레이저로

이온화를 통해 다양한 분자를 활성화시키고, 활성화된 분자는 검출기를 향해 가속된다. 

여기서 각기 다른 이온에 대한 비행 시간 값이 측정되고 이는 질량 대 전하 비율 값

mass-to-charge ratio (m/z)으로 변환된다. 

4) 데이터 처리 및 정규화

원시 질량 스펙트럼은 IDSys LT 프로그램을 사용하여 모든 질량 스펙트럼에 나타난 8

개의 주요 m/z 피크를 사용하여 질량 보정되었다. 보정된 질량 스펙트럼은 m/z 및 절대

강도 값을 추출하여 피크 목록으로 변환되었으며, 결과 피크 목록을 XML 파일로 내보내

고 내보낸 XML 파일은 CSV 파일로 변환되었으며, 그 후 통계적으로 분석될 임상 샘플

에 대한 질량 및 강도 값을 수집하였다. 통계 분석을 수행하기 전에, 모든 절대 강도 데

이터는 각 강도 값을 각 표본의 강도 값의 합으로 나누어 총 이온 계수 Total Ion 

Count(TIC)로 정규화 하였다. 

5) 통계 분석

TIC 정규화 데이터는 본 연구의 모든 통계 분석의 기초로 사용되었다. 우선, heatmap, 

Principal Component Analysis (PCA) plots 및 Receiver Operating Characteristic (ROC) 곡

선이 표시되었다. Heatmap과 PCA plots은 Perseus 프로그램을 사용하여 만들어졌다. 프

로그램에 대한 입력은 분류에 따라 정렬된 대조군과 유방암환자의 순으로 임상 샘플에

대한 질량 대 TIC 정규화 된 강도를 나열한 텍스트 파일로 다중 표본 분산 분석은 p-값

0.05를 기준으로 수행되었으며 유의한 값의 마커만 heatmap과 PCA plots을 만드는데 사

용하였다. 동일한 추가 정규화 없이 다변량 ROC 곡선 설정에 대한 random forest 

algorithm 하에 Metaboanalyst 라는 온라인 툴을 사용하여 ROC 곡선을 작성했다.
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6) 암 검진 및 진단 분석

m/z 값과 그에 상응하는 TIC 정규화 된 강도 값은 NosIDTM (NosQuest, 대한민국)이라

는 소프트웨어를 통해 나타냈다. 이 프로그램은 진단 알고리즘을 적용하는 데 사용하였

는데 TIC 정규화 된 강도 값과 두 임상 그룹 간의 차이를 기반으로 컷오프 값을 자동으

로 계산했으며, 이 값은 검체가 건강한 대조군 또는 유방암 샘플로 선별되었는지 여부를

결정하기 위한 진단 기준 값으로 사용되었다. 두 가지 다른 진단 알고리즘이 사용되었는

데, 하나는 p-값 가중치 방법에 기초한 것이고 다른 하나는 random forest modeling에

기초한 것이다. 결과는 NosIDTM 분석 후 특이도, 민감도 및 정확도 값으로 기록되었다.
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결   과

정제된 단백질과 펩타이드는 아산병원의 건강한 대조군 (N, n=30) 및 유방암군(BR, 

n=30) 각각에서 MALDI-TOF MS에 의해 분석되었다. 환자 특성은 표 1과 같다.

Table 1. Patient demographic and clinical information

Characteristics
Breast Cancer 

Patients
Controls

No. of patients 30 30

Gender

Male 0 0

Female 30 30

Age (Year)

Mean (SD) 45 (5.8) 52 (7.7)

Range 36-56 34-64

Tumor Stage (No. of patients)

Stage 1 0

Stage 2 20

Stage 3 10

Stage 4 0

CA15-3

Mean (SD) 11.05 (4.75)

Range 3.9-22.7

Receptor types (No. of patients)

HR+/HER2- 24

HR+/HER2+ 2

HR-/HER2+ 0

HR-/HER2- 3

Unknown 1
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건강한 대조군과 유방암 환자 간의 단백질 TIC 정규화 강도 차이

관측된 m/z 피크에 대한 모든 절대 강도 값은 TIC에 의해 정규화 되었다. 건강한 대조

군(n = 30)과 유방암 환자(n = 30) 사이의 TIC 표준화 강도 차이를 그림 1에서 나란히 비

교하였다. 그림 1에 표시된 m/z 값 중에는 유의하게 차이가 없는 분자량 (m/z)을 포함하

고 있다. 

통계적으로 유의한 질량 후보들을 결정하기 위해, heatmap을 생성함으로써 TIC 정규화

된 강도 값을 시각화 하였다. ANOVA 분산 분석은 p-value 분계점이 0.05인 두 그룹에

대해 수행되었고 Z-score는 통계적으로 유의한 질량(p-값 <0.05)에 대해 수행되었다. 통

계적으로 유의한 총 24개의 질량이 검출되었으며, 해당 heatmap clustering 결과는 그림

2와 같다.

Fig. 1. TIC normalized intensity comparisons between the healthy controls (n = 30) and the 
breast cancer patients (n = 30) for the different masses (m/z)

그림 2는 건강한 대조군과 유방암 환자군 간의 패턴 차이를 명확히 보여주고 있다. 여

기서 빨간색은 TIC 정규화 된 강도 값이 평균보다 높고 녹색은 그 반대임을 나타낸다. 

즉, 적색 영역에 해당하는 질량은 상향 조절 마커가 되는 반면 녹색 영역에 해당하는 질

량은 특정 표본 그룹에 대한 하향 조절 마커가 된다(그림 2).
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Fig. 2. Heatmap clusters showing the pattern differences of the statistically significant m/z 
peaks between 30 healthy controls and 30 breast cancer patients.

그림 3은 그림 2에 표시된 m/z 마커에 대한 건강한 대조군과 유방암 환자 사이의 정

규화 된 강도 값 사이의 가시적인 차이를 보여주고 있으며, 정규화 된 강도 값은 통계적

으로 유의하다(p <0.05). 특히 4,150 m/z에서 분명한 차이를 볼 수 있다.

Fig. 3. Waterfall plot showing the spectral pattern differences between the statistically 
significant m/z peaks between 30 healthy controls and 30 breast cancer patients
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건강한 대조군과 유방암 환자 사이의 표본 분포(PCA plot)

그림 4는 각 샘플이 어떻게 분포되어 있는지 또는 샘플이 유사성을 기반으로 군집화

되는지를 보여준다. 파란색 사각형은 정상 샘플에 해당하고 빨간색 사각형은 유방암 샘

플에 해당한다(그림 4). 각 PCA 플롯은 두 샘플 그룹이 군집화 된 패턴을 표시했다. 그림

4의 군집화 된 모습은 두 그룹이 일반적으로 구별 가능하지만 일부 겹치는 영역이 있음

을 보여준다.

Fig. 4. Principal Component Analysis (PCA) plots of the TIC normalized intensity values 
between the two groups. Left: 2D PCA plot; Right: 3D PCA plot. Blue: controls Red: breast 
cancer patients

혈청 단백질 및 펩티드의 TIC 정규화 데이터의 진단 성능/능력

연구의 진단 능력을 분석하기 위해 heatmap 분석과 동일한 데이터 m/z 값 및 TIC 정

규화 강도)를 사용하여 ROC곡선을 그렸다.  유방암 환자의 ROC 곡선을 구성하는데 사

용된 알고리즘은 Random Forest model을 기반으로 했으며 MetaboAnalyst 라는 온라인

도구를 사용하였다.  결과 ROC 곡선 은 그림 5에서 보여주고 있다.

그림 5에 기반하여, 이연구의 진단 능력은 0.932의 AUC 값으로 검증되었다. 이 곡선은

식별 성능이 현재 연구에 대해 탁월했으며 이전에 표시된 heatmap, PCA plot 및 ROC 곡

선에 의해 더욱 강화되었음을 나타낸다 (그림 2, 4, 5).
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Fig. 5. The ROC (receiver operating characteristic) curves for the healthy controls and breast 

cancer patients. AUC : Area under the Curve

그림 5. 건강한 대조군과 유방암 환자에 대한 ROC 곡선은 진단 컷 오프를 나타낸다. 가

장 많은 마커 수의 Area under the Curve(AUC) 값은 0.932였다. 

NosID에 의한 진단 결과

실제 암 검진이나 진단은 NosIDTM라는 자체 프로그램을 사용하여 수행되었다. 프로그

램은 m/z 값과 강도 값으로 구성된 입력 데이터를 가져오며, 본 연구에서는 강도 값을

추가 데이터 정규화 없이 TIC 정규화 된 강도 값으로 전환했다. 앞서 언급한 바와 같이

두 가지 알고리즘 방법이 연구에 사용되었으며 그 결과 특이도, 민감도 및 정확도 값은

표 2 및 표 3에 나와 있다.

Table 2. NosID results for the healthy controls and breast cancer patients using the p-value 
weighted algorithm.

Samples Specificity Sensitivity Accuracy

30 Healthy vs 30 BR 71.7% 87.5% 79.6%
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Table 3. NosID results for the healthy controls and breast cancer patients using the random 
forest-based algorithm.

Samples Specificity Sensitivity Accuracy

30 Healthy vs 30 BR 93.3% 94.9% 94.2%

표 2 와 표 3 두개의 표는 두 진단 알고리즘에 대한 높은 특이도, 민감도 및 정확도

결과 값을 나타낸다.  특이도는 얼마나 많은 건강한 대조군이 진단 분석에 의해 올바르

게 식별되었는지를 나타내고, 민감도는 분석에 의해 얼마나 많은 환자 샘플이 올바르게

식별되었는지를 나타낸다. 정확도 값은 진단의 전반적인 정확성을 나타낸다. 두 테이블은

두 임상 그룹 사이에 TIC 강도 차이에 상당한 차이가 있음을 보여 주었으며 이러한 차이

의 컷오프 값을 사용하여 유방암을 진단하거나 선별할 수 있다.

TIC 정규화 강도의 차이를 기반으로 m/z 값 분석

p-값 가중치 방법 또는 Random Forest model을 기반으로 각 m/z에 대한 TIC 정규화

강도 값 간의 차이를 분석하는 것 외에도 단순히 평균을 취하여 각 m/z에 대한 TIC 정

규화 강도 값을 비교하는 추가 분석이 수행되었다. 건강한 대조군의 TIC 정규화 강도 값

과 각 m/z에 대한 유방암 샘플의 강도 값 사이의 p-값을 계산하여 값에 눈에 띄는 차이

가 있는지 확인하기위한 것으로 가장 차별화되는 바이오 마커 만을 얻기 위해 0.001보다

작은 p-값을 갖는 m/z만 선택하고 결과 m/z 값과 해당하는 TIC 정규화 강도 값을 정리

하였다(표 4). 6개의 질량 값은 건강한 사람과 유방암 환자 사이에서 TIC 정규화 강도 값

에서 유의하게 차이를 보였다.

Table 4. m/z values and TIC normalized intensity values between the healthy controls (n = 30) 
and the breast cancer patients (n = 30)

Mass (m/z) Controls
Breast cancer 

patients
p-value

3260 2.34 ± 2.54 7.02 ± 4.14 0.000002 

4207 8.95 ± 7.79 17.67 ± 6.61 0.000018 

2101 1.19 ± 1.69 3.52 ± 2.66 0.000153 

2550 3.92 ± 4.44 8.44 ± 4.79 0.000354 

5001 9.53 ± 12.50 0.82 ± 2.03 0.000392 

4150 4.88 ± 5.87 1.00 ± 1.60 0.000928 
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추가적으로 구별되는 스펙트럼을 갖는 6가지 m/z 값의 TIC 정규 화된 값을 확인해서

비교하였다(표 5). 각 60개의 샘플에서 각 m/z 값의 강도 값의 분포를 확인하고 구별되

는 정도를 비교하여 볼 수 있었다(그림6). 뚜렷한 cut off intensity 값으로 두 군의

sample이 나 완전히 구별되는 m/z 값도 (그림 6. A, D) 있고 일정 범위의 intensity를 공

유하는 값도 있었다. (그림 6. B, C, E, F)

Table 5. Additional m/z values and TIC normalized intensity values between the healthy 
controls (n = 30) and the breast cancer patients (n = 30)

Mass (m/z) Controls Breast cancer patients

2161 25.1 ± 10.58 77.6 ± 10.71

4153 86.6 ± 15.08 51.1 ± 23.03

4600 8.4 ± 3.58 16.8 ± 3.60

7618 19.0 ± 5.50 5.8 ± 2.25

8503 4.6 ± 2.57 3.6± 1.51

9575 17.2 ± 6.79 11.6 ± 2.07
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Fig. 6. Scatter plot of m/z values and TIC normalized intensity values between the healthy 
controls (n = 30) and the breast cancer patients (n = 30) A: 2161m/z B:4153 m/z C: 4600 m/z 

D: 7618 m/z E: 8503 m/z F: 9575 m/z 

■Controls ■ Breast cancer patients         
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고   찰

본 연구에서는 표 4의 질량 값의 실제 단백질 또는 펩타이드를 확인할 수 없지만

heatmap, PCA plots, ROC 곡선 및 NosID 결과 (그림 2, 4, 5, 표 2, 3)를 근거로, m/z 마

커는 높은 수준의 암 진단 능력을 입증했다. 인간 혈청을 정제하고 농축한 다음

MALDI-TOF MS로 샘플을 분석함으로써 관찰된 질량 값에 대해 건강한 대조군과 유방암

환자 사이에 상당한 차이가 있었고 이러한 차이는 앞서 설명한 대로 heatmap, PCA 

plots, ROC 곡선으로 시각화 할 수 있었다. 또한 표 4에서 두 임상 그룹 간의 TIC 정규

화 값의 명확한 차이를 수치 및 통계적으로 잘 관찰할 수 있었다. 이러한 차이는 표 4

의 값이 모두 0.001 미만의 p-값으로 통계적으로 유의하였다. 그러나 이러한 차이가 일

반적으로 다소 큰 데이터 변동을 표시하는 MALDI-TOF MS 시스템의 특성 때문인지 완

전히 확인되지는 않았다. 이러한 큰 변동으로 인해 데이터가 왜곡되거나 어떤 방식으로

든 영향을 받을 수 있으며 통계 분석에서 변동으로 인한 차이가 발생할 수 있다. 그럼

에도 불구하고 위의 표와 그림들은 유방암 환자를 건강한 대조군과 구별하는 데 사용할

수 있는 일부 마커 또는 단백질이 있음을 보여주었다.

획득한 데이터의 품질은 p-값 가중치 방법과 Random Forest model을 기반으로 하는

두 가지 알고리즘을 사용하는 진단 소프트웨어(NosID)로 추가 분석 및 강화되었다(표 2, 

표 3). 두 가지 다른 통계 방법은 모두 높은 특이도, 민감도 및 정확도 값을 보여

MALDI-TOF MS에 의한 정제된 혈청 단백질 분석이 유방암을 진단에 도움이 될 수 있음

을 나타낸다. 더 많은 샘플이 데이터베이스에 추가되면 프로그램의 진단 성능이 더욱 향

상될 것이다.

이 연구에서 입증된 뚜렷한 결과에도 불구하고, 암 진단을 위해 혈청 단백질을 분석하

기 위해 MALDI-TOF MS를 사용 여부를 결정하기 위해서는 추가 연구가 필요하다. 첫째, 

통계적으로 유의하게 관찰된 m/z 값(표 4)의 펩타이드 또는 단백질 여부를 확인해야 한

다. 표 4에 나열된 마커는 혈청 단백질이거나 인간 혈청 단백질 단편일 수 있으며 이를

분석하기 위해 LC-MS/MS 와 같은 더 민감한 기기나 추가 분석이 없다면 표 4의 마커의

정체를 결정하기 어려울 것이다.
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Table 6. Human serum protein biomarkers (Table 5) and their possible protein identities based 
on the cancer biomarker. 

Mass (m/z) Possible Proteins
UniProt Access 
ID/Reference

3260 

Epidermal Growth Factor receptor tyrosine kinase 
domain

A0A1Y0B9G4

Fibrinogen α-chain fragment P02671 (FIBA_HUMAN)

4207 Vitamin D binding protein fragment A0A1B1CYC8

UniProtKB 데이터베이스에서 인간 혈청 단백질을 검색하여 분자량 및 가능한 단백질

이름 목록을 얻고 이 목록의 무게를 표 4의 6개 마커와 비교하였다. 모두 확인된 것은

아니지만 m/z 3,260 및 4,207은 각각 표피표피 성장 인자 수용체 Epidermal growth 

factor receptor (EGFR) tyrosine kinase 도메인 (UniProtKB 항목 ID A0A1Y0B9G4), 피브리노

젠 알파 체인 단편 (Fibrinogen α-chain fragment) (UniProtKB 항목 ID P02671) 및 비타민

D 결합 단백질 단편 (UniProtKB 항목 ID A0A1B1CYC8)일 수 있다는 것을 확인할 수 있

다(표 5). MALDI-TOF MS/MS 또는 LC/MS/MS와 같은 기술이 이 연구에서 수행되지 않아

서 표 4에 있는 마커의 실제 ID를 설정할 수 없었기 때문에 정확한 확인은 어렵다. 그럼

에도 불구하고, 다른 연구에서 EGFR tyrosine kinase 가 유방암과 관련이 있다는 사실에

주목하는 것은 흥미로운 일이다[17]. 이에 따르면, EGFR tyrosine kinases는 HER1의 촉매

하는 도메인에 위치하고 있으며 EGFR 패밀리를 구성하고 있는 것들은 높은 비율로 유방

암에서 과발현 되었으며 이들 분자는 원형질막과 연관되어 있고 유사분열 형성에 관여하

기 때문에 유방암의 발달과 진행을 촉진하기 위해 서로 협력하여 기능하는 것으로 예상

되어진다. G. L. Hortin의 연구에 따르면 m/z 3,260은 인간 혈청 및 혈장에서 MALDI-TOF 

또는 Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry 

(SELDI-TOF MS)를 사용하여 유방암의 바이오 마커로 확인된 피브리노젠 알파 체인 단편

(Fibrinogen α-chain fragment) 일 수 있다[15]. 또한, 또 다른 연구에서는 비타민 D 결합

단백질 Vitamin D Binding Protein (DBP)이 비타민 D 대사의 중요한 매개체이며 총

25(OH)D 레벨과 관련하여 칼슘 흡수와 부갑상선 호르몬 레벨과 연관되어 있다. 더 높은

골밀도, 더 높은 칼슘 레벨, 더 높은 부갑상선 호르몬 레벨과 관련하여 DBP 가 낮게 발

현될 경우 유방암 위험률이 높아 지는 것을 확인 할 수 있었으며 DBP가 유방암 병인에

역할을 할 수 있다고 밝혔다 [18-20]. 

추가로 확인된 6개의 m/z 값을 기준으로 가장 가까운 혈청내 물질을 기존의 암과 관
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련된 바이오 마커들 중에서 찾아 나열해 보았다(표 7). [21-22] 

Table 7. Human serum protein biomarkers (Table 5) and their possible protein identities based 
on the cancer biomarker. 

Mass (m/z) Possible Proteins

2161 
apolipoprotein C-3

4153  complement C5

4600 complement C4-B

7618 alpha 2 macroglobulin

8503 tropomyosin alpha -4 chain

9575 -

  더 많은 임상 샘플을 가지고 추가적으로 시행한 연구들을 통해 그림 2 및 표 4,5에

서 확인된 마커들의 확인이 필요하다. 이 연구에 사용된 샘플과 향후 연구에 사용된 샘

플 간에 겹치는 m/z 값이 많이 있는 경우 이러한 m/z 값은 더 뛰어난 유방암 바이오 마

커가 될 것이다.  또한 샘플 준비 단계의 변동을 최소화하기 위한 새롭고 개선된 방법이

요구된다. 특히 데이터 변동이 적은 것이 보다 정확하고 신뢰할 수 있는 암 진단 도구를

얻기 위해 중요하기 때문이다. 실제로 변화에 취약할 수 있는 단계 중 하나는 Peptide 

Cleanup C18 pipet tip을 사용할 때의 혈청 단백질 정제 단계이다. 왜냐하면 이 과정에는

샘플과 다른 용액을 반복적으로 pipetting하는 많은 과정이 포함되기 때문인데 이러한

과정에서 흡인과 분주 속도가 샘플마다 다를 수 있기 때문이다. 따라서 이러한 프로세스

를 균일화 할 수 있는 더 많은 연구가 향후에 도움이 될 수 있으며, 이는 데이터를 보다

균일하고 정확하게 만들 것이다. 또한 자동화된 샘플 준비 시스템을 사용하면 시스템이

인적 오류 및 변형을 제거하므로 보다 정확한 데이터 수집에 더 유리할 것이다.
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결   론

MALDI-TOF MS를 통해 얻은 질량 정로 얻어 Heatmap을 통해 건강한 대조군 30명과

유방암 환자 30명의 통계적으로 유의한 m/z 피크의 패턴 차이를 보여줄 수 있었고 m/z 

마커에 대한 건강한 대조군과 유방암 환자 사이의 정규화 된 강도 값은 통계적으로

유의한 차이를 보여주었다. 본 연구의 진단 능력을 분석하기 위한 ROC 곡선을 그렸으며

0.932의 AUC 값으로 검증되었다. TIC 정규화 강도 값에서 유의하게 차이를 보이는 6개의

질량 값을 확인하였다. 더 많은 임상 샘플을 통해 샘플 간에 더 많이 겹치는 m/z 값을

확인하고 이 프로세스를 좀더 자동화하고 균일화 된 시스템을 사용하면 인적 오류 및

변형을 제거하므로 보다 정확한 데이터 수집에 더 유리할 것이다. 따라서 향후 유방암의

진단에 유용할 것으로 생각된다.
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Abstract

SOOJEONG CHOI
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Purpose

The main objective of this study was to develop novel methods for the screening of 

breast cancer by analyzing various human blood serum proteins and peptides by MALDI-

TOF MS system and discover any meaningful protein biomarkers. 

Subjects and methods

Thirty healthy controls and 30 breast cancer serum samples were obtained from Asan 

Medical Center (Korea). The serum samples were first diluted, after which the proteins 

were purified and concentrated by using Peptide Cleanup C18 pipette tips (Agilent 

Technologies). The proteins were then analyzed by MALDI-TOF MS in linear positive 

mode, and the acquired data were statistically analyzed by heatmap, PCA plotting, and 

ROC curve analysis methods. An In - house diagnostic software was also used for 

diagnosis. 

Results

From the analyses, six protein biomarkers were discovered, which would become the 

basis for future breast cancer diagnosis. Further, more studies are needed to validate 

such biomarkers, and more clinical samples are needed to further verify their diagnostic 

performance. 

Conclusion

The more m/z values overlap between the samples used in future studies, the more 

promising breast cancer biomarkers will be. Furthermore, a novel or improved method to 
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minimize any variations in sample preparation steps is strongly encouraged, especially 

because low data variations are crucial for obtaining more accurate and reliable cancer 

screening.

Keywords

Breast neoplasms, tumor marker, heatmap, MALDI-TOF MS, peptide 
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