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명 세 서

청구범위

청구항 1 

아스파라진 디하이드레이티드(asparagine dehydrated)의 소변 대사체에 대한 정량 장치를 포함하되,

상기 대사체는 우레아제 및 정치배양을 비처리하여 추출되며,

아스파라진 디하이드레이티드의 농도가 증가되는 경우 남성을 나타내고 농도가 감소되는 경우 여성을 나타내는,

성별 구별용 키트.

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

숙신산 (succinate), 푸마르산 (fumarate), 팔미트산 (palmitic acid), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인

(L-cysteine), 젖산 (lactate), 티로신 (tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아르산 (stearic acid)으로 이

루어진 군에서 선택된 하나 이상의 소변 대사체에 대한 정량 장치를 추가로 포함하되, 

푸마르산 (fumarate), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 및 티로신 (tyrosine) 중에서 하

나  이상의  농도가  증가하고  숙신산  (succinate),  팔미트산  (palmitic  acid),  젖산  (lactate),  스테아르산

(stearic acid) 및 글라이신 (glycine) 중에서 하나 이상의 농도가 감소되는 경우에는 남성을 나타내고,

숙신산 (succinate),  팔미트산 (palmitic  acid),  젖산 (lactate),  스테아르산 (stearic  acid)  및 글라이신

(glycine) 중에서 하나 이상의 농도가 증가하고, 푸마르산 (fumarate), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인

(L-cysteine), 및 티로신 (tyrosine) 중에서 하나 이상의 농도가 감소되는 경우에는 여성을 나타내는 성별 구별

용 키트.

청구항 3 

제 1 항에 있어서,

정량 장치는 GC/TOF MS(gas chromatography/time-of-flight mass spectrometry) 분석기기인 성별 구별용 키트.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

소변에 우레아제(urease) 처리 없이 순수 메탄올 또는 포름산과 메탄올의 혼합 용매를 사용하여 대사체를 추출

하는 대사체 샘플링 단계;

추출된  대사체를  GC/TOF  MS(gas  chromatography/time-of-flight  mass  spectrometry)  분석기기로  분석하는

단계; 

GC/TOF MS 분석 결과를 통계처리 가능한 수치로 변환하는 단계; 및 

변환된 수치를 부분최소제곱회귀법(Partial least squares discriminant analysis: PLS-DA)을 수행하여 두 생

체시료군 간의 유의적인 차이를 나타내는 대사체 바이오마커를 분석 및 검증하는 단계

를 포함하되, 

상기 포름산과 메탄올의 혼합 용매는 포름산과 메탄올이 0.05~0.5 : 99.5~99.95의 부피 비로 혼합되며,
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상기 대사체 바이오마커는 아스파라진 디하이드레이티드(asparagine dehydrated)이 포함되고,

부분최소제곱회귀법(Partial least squares discriminant analysis: PLS-DA)의 로딩 값이 양수인 것은 대사체

바이오마커의 증가 경향을, 로딩 값이 음수인 것은 대사체 바이오마커의 감소 경향을 나타내는,

소변 시료 내 성별 구분을 위한 대사체 차별성을 분석하는 방법.

청구항 6 

제 5 항에 있어서,

상기 대사체 바이오마커는 숙신산 (succinate), 푸마르산 (fumarate), 팔미트산 (palmitic acid), 베타-알라닌

(β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 젖산 (lactate), 티로신 (tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아

르산 (stearic acid)으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상이 추가로 포함되는, 방법.

청구항 7 

제 5 항에 있어서,

GC/TOF MS 분석 결과를 통계처리 가능한 수치로 변환하는 단계는 총 분석시간을 단위시간 간격으로 나누어 단위

시간 동안 나타난 크로마토그램 피크의 면적 또는 높이 중 가장 큰 수치를 단위시간 동안의 대표값으로 정하는

것인, 방법.

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 소변의 대사체 분석을 위한 소변 샘플 처리 방법에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

소변은 건강 검진에 가장 유용하게 사용되는 생체 시료이다. 소변 시료는 비침투적으로 편리하게 채취할 수 있[0003]

으며 다양한 대사 물질을 많이 함유하고 있으므로 질병 진단에 일상적으로 이용될 수 있다. 당뇨, 통풍, 단백뇨

등의 질병이나 임신과 같은 특이적인 생리학적 변화는 생체 내 대사물질의 분비를 변화시키고 소변에 함유된 대

사물질의 조성을 바꾼다. 따라서 질병 및 생리학적 변화에 특이적으로 변화하는 소변 내 대사물질을 찾고 정량

하여 바이오마커를 제시하는 연구는 예로부터 많이 진행되어왔다. 이러한 특이적 상태 변화에 따른 대사물질들

의 변화를 찾는 연구를 대사체학이라고 한다. 

대사체학 연구는 시료 내 대사물질의 변화를 막고 가능한 많은 물질을 변화없이 재현성 있게 추출하는 것이 매[0004]

우 중요하다. 소변 대사체학의 경우, 표준화된 소변 대사체 추출법이 nature protocol에 제시된 바 있다 (비특
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허문헌 1). 그러나 이 추출 방법은 실험적 연구에 기반하지 않고, 기존에 사용해왔던 방법을 차용 및 정리한 것

이라 최적의 소변 대사체 추출법이라고 할 수 없다. 표준화 소변 대사체 추출법은 소변 내 우레아(urea)를 제거

하기  위하여  우레아제(urease)를  처리하고,  메탄올을  투여하여  소변  내  단백질  침전  및  대사체  추출을

시행한다. 그러나 우레아제의 처리는 37℃에서 1 시간 동안 반응시키므로 소변 내 효소 등의 활성에 의해 대사

물질의 변화를 일으킬 수 있으며, 메탄올은 그 추출 효율 및 재현성이 다른 추출 용매와 비교, 분석된 바가 없

어서 최적의 추출 용매라고 할 수 없다. 따라서 기존의 표준화 방법에서 우레아제 처리가 미치는 영향을 살펴봄

과 동시에 다양한 추출 용매를 비교 분석함으로써, 소변 시료의 대사체를 변화 없이 원 상태로, 가능한 많이 재

현성 있게 추출하는 최적화된 추출법을 제시하는 것이 필요하다. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  Chan EC et al., 2011, Nat. Protoc. vol. 6, pp. 1483-1499. [0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

이에, 본 발명자들은 소변 시료의 대사체를 변화 없이 가능한 많은 양을 재현성 있게 추출하기 위하여, 우레아[0006]

제 처리 없이 최적의 추출 용매를 사용한 소변 대사체 추출법 및 이에 기반한 서로 다른 그룹(예, 성별, 질병

등) 간의 대사체 분석법을 확립함으로써 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서, 본 발명은 소변 시료 내 대사체 추출에 의한 성별 구별용 키트를 제공하는데 그 목적이 있다. [0007]

또한, 본 발명은 소변 시료 내 서로 다른 그룹 간의 대사체 차별성을 분석하는 방법을 제공하는데 목적이 있다. [0008]

과제의 해결 수단

본 발명은 숙신산 (succinate), 푸마르산 (fumarate), 아스파라진 디하이드레이티드 (asparagine dehydrated),[0010]

팔미트산  (palmitic  acid),  베타-알라닌 (β-alanine),  L-시스테인  (L-cysteine),  젖산  (lactate),  티로신

(tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아르산 (stearic acid)으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 대사

체에 대한 정량 장치를 포함하는 성별 구별용 키트를 제공한다.

또한, 본 발명은 [0012]

소변 시료 내 서로 다른 그룹 간의 대사체 차별성을 분석하는 방법으로서, [0013]

소변에 우레아제(urease) 처리 없이, 순수 메탄올 또는 포름산과 메탄올의 혼합 용매를 사용하여 대사체를 추출[0014]

하는 대사체 샘플링 단계를 포함하는, 소변 시료 내 서로 다른 그룹 간의 대사체 차별성을 분석하는 방법을 제

공한다.

발명의 효과

본 발명은 소변 시료의 대사체를 변화 없이 가능한 많은 양을 재현성있게 추출하기 위하여 소변 시료에서 우레[0016]

아제 비처리, 다양한 추출 용매 간 추출 효율 및 추출 재현성 비교를 통해 최적화된 소변 시료의 대사체 추출법

을 제시하는 효과가 있다.  또한,  이에 기반한 서로 다른 그룹 간의 대사물질 비교 분석법을 제시함으로써,

성별, 질병 등의 바이오마커 검출법을 제시하는 효과가 있다.

본 발명은 소변 시료의 대사체 분석을 통한 다양한 병리학 및 바이오마커 제시 연구에 이용될 것으로 기대된다. [0017]

도면의 간단한 설명

도 1은 PLS-DA를 이용한 우레아제 의 처리 및 37 ℃에서 1시간 정치배양군(UI), 우레아제 비처리 및 37 ℃에서[0019]

1시간  정치  배양군(WI),  우레아제  및  정치  배양  비처리군(DE)  간의  대사체  프로파일  (A:  score  plot;  B:

loading plot)을 나타낸 것이다.

도 2는 PLS-DA를 이용한 우레아제 및 정치 배양 비처리군(DE)에서 남성 (DE_Male) 과 여성 (DE_Female) 간의
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대사체 프로파일 (A: score plot; B: loading plot)을 나타낸 것이다.

도 3은 남성과 여성을 구분 짓는 10개의 대사체의 양을 박스 플롯으로 나타내어 비교한 것이다.

도 4는 소변의 순수 메탄올 (MeOH), 순수 에탄올 (EtOH), 아세토니트릴:물 혼합물 (50ACN; 1:1, v/v), 물:2-프

로판올:메탄올 혼합물 (WiPM; 2:2:5, v/v/v), 포름산:메탄올 혼합물 (AM; 0.125:99.875, v/v) 기반 대사체 추

출 시의 추출율 비교 박스 플롯을 나타낸 것이다.

도 5는 소변의 순수 메탄올 (MeOH), 순수 에탄올 (EtOH), 아세토니트릴:물 혼합물 (50ACN; 1:1, v/v), 물:2-프

로판올:메탄올 혼합물 (WiPM; 2:2:5, v/v/v), 포름산:메탄올 혼합물 (AM; 0.125:99.875, v/v) 기반 대사체 추

출 시의 변동 계수 (%CV) 비교 박스 플롯을 나타낸 것이다.

도 6은 소변의 순수 메탄올 (MeOH), 순수 에탄올 (EtOH), 아세토니트릴:물 혼합물 (50ACN; 1:1, v/v), 물:2-프

로판올:메탄올 혼합물 (WiPM; 2:2:5, v/v/v), 포름산:메탄올 혼합물 (AM; 0.125:99.875, v/v) 기반 대사체 추

출 시의 단백질 침전율 비교 박스 플롯 (A) 및 사진 (B)을 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 소변의 대사체 분석을 위한 소변 샘플 처리 방법에 관한 것이다.[0020]

본 발명의 일 구현예에서, 소변 시료의 대사체를 변화 없이 가능한 많은 양을 재현성있게 추출하기 위하여 소변[0021]

시료에서 우레아제 처리 없이 대사체를 바로 추출한다. 

또한, 본 발명의 일 구현예에서, 소변 시료의 대사체를 기반으로 서로 다른 그룹을 구별하고, 바이오마커를 찾[0022]

을 수 있는 연구 방법을 제시하기 위하여 소변 시료에서 우레아제 처리 없이 정치 배양하여 추출된 대사체를 기

반으로 서로 다른 그룹 간의 비교 분석한다. 

상기 정치 배양은 30~45 ℃에서 0.5~2시간 동안 수행하는 것이 바람직하다.[0023]

본 발명의 일 구현예에서, 소변의 대사체를 가능한 많은 양을 재현성있게 추출하고, 단백질을 적절히 침전시킬[0024]

수 있는 추출 용매로는 순수 메탄올 또는 포름산과 메탄올의 혼합 용매를 사용한다.

본 발명자들은 소변 시료 내 두 생체시료군 간의 대사체 차별성을 구별하는 바이오마커를 찾기 위해 소변에 우[0025]

레아제(urease) 처리 없이 포름산과 메탄올의 혼합 용매를 사용하여 대사체를 추출하고 GC/TOF MS를 이용하여

소변 대사체 전처리 방법 및 성별에 따른 대사체 프로파일 차이를 비교 분석하고, 이 차이를 이용하여 대사체에

기반하여 성별을 구별할 수 있는 바이오마커 발굴 연구를 수행하였다. 

그 결과, 아민류, 아미노산류, 당 및 당 알코올류, 지방산류, 인산류, 유기산류 등을 포함한 107개 및/또는 113[0026]

개의 대사체가 동정되었다. 

소변 시료에서 서로 다른 전처리 방법 기반으로 샘플링하여 생체 시료를 비교하였을 때, 부분최소자승판별분석[0027]

(PLS-DA)을 통해 서로 다른 전처리 방법으로 추출했을 시의 대사체 프로파일의 명확한 차이를 확인하였으며 (도

1), 성별에 따른 대사체 프로파일의 명확한 차이도 확인하였다 (도 2). 이 중 성별을 구분하는 모델은, 각각의

대사물질에 대해 PLS-DA 모델의 VIP 값을 기준으로 상위 10종의 대사체를 선별하고 성별 구분의 신규 바이오마

커 후보 물질로 선정하였다(표 4). 

따라서,  본  발명은  숙신산  (succinate),  푸마르산  (fumarate),  아스파라진  디하이드레이티드  (asparagine[0028]

dehydrated),  팔미트산  (palmitic  acid),  베타-알라닌  (β-alanine),  L-시스테인  (L-cysteine),  젖산

(lactate), 티로신 (tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아르산 (stearic acid)으로 이루어진 군에서 선택

된 하나 이상의 대사체에 대한 정량 장치를 포함하는 성별 구별용 키트를 포함한다.

또한, 남성은 대사체 중에서 푸마르산 (fumarate), 아스파라진 디하이드레이티드 (asparagine dehydrated), 베[0029]

타-알라닌  (β-alanine),  L-시스테인  (L-cysteine),  및  티로신  (tyrosine)은  증가하는  경향을,  스테아르산

(stearic acid), 숙신산 (succinate), 팔미트산 (palmitic acid), 젖산 (lactate) 및 글라이신 (glycine)은 감

소하는 경향을 나타낸다.

여성은 대사체 중에서 숙신산 (succinate), 팔미트산 (palmitic acid), 젖산 (lactate), 스테아르산 (stearic[0030]

acid)  및  글라이신  (glycine)은  증가하는  경향을,  푸마르산  (fumarate),  아스파라진  디하이드레이티드

(asparagine dehydrated), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 및 티로신 (tyrosine)은 감소
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하는 경향을 나타낸다.

상기 증가 또는 감소 경향이란 대사체 농도의 증가 또는 감소를 의미하는 것으로, 용어 “대사체 농도의 증가”[0031]

는 남성 대비 여성 소변 대사체 농도가, 혹은 여성 대비 남성 소변 대사체 농도가 측정 가능할 정도로 유의하게

증가된 것을 의미하며, 본 명세서에서, 용어 “대사체 농도의 감소”는 남성 대비 여성 소변 대사체 농도가, 혹

은 여성 대비 남성 소변 대사체 농도가 대비 대사체 농도가 측정 가능할 정도로 유의하게 감소된 것을 뜻한다. 

본 발명의 키트에 포함된 정량 장치는 크로마토그래피/질량분석기일 수 있다. [0032]

본 발명에서 이용되는 크로마토그래피는 가스 크로마토그래피(Gas Chromatography), 액체-고체 크로마토그래피[0033]

(Liquid-Solid Chromatography, LSC), 종이 크로마토그래피(Paper Chromatography, PC), 박층 크로마토그래피

(Thin-Layer Chromatography, TLC), 기체-고체 크로마토그래피(Gas-Solid Chromatography, GSC), 액체-액체 크

로마토그래피(Liquid-Liquid Chromatography, LLC), 포말 크로마토그래피(Foam Chromatography, FC), 유화 크

로마토그래피(Emulsion Chromatography, EC), 기체-액체 크로마토그래피(Gas-Liquid Chromatography, GLC), 이

온 크로마토그래피(Ion Chromatography, IC), 겔 여과 크로마토그래피(Gel Filtration Chromatograhy, GFC) 또

는 겔 투과 크로마토그래피(Gel Permeation Chromatography, GPC)를 포함하나, 이에 제한되지 않고 당업계에서

통상적으로 사용되는 모든 정량용 크로마토그래피를 사용할 수 있다. 바람직하게는, 본 발명에서 이용되는 크로

마토그래피는 GC/TOF MS(gas chromatography/time-of-flight mass spectrometry) 분석기기일 수 있다. 

본 발명의 대사체는 가스 크로마토그래피에서 각 성분들이 분리되며, TOF MS를 거쳐 얻어진 정보를 이용하여 정[0034]

확한 분자량 정보뿐만 아니라 구조 정보(elemental composition)를 통해 구성 성분을 확인한다.

본 발명은 또한 소변 내 서로 다른 그룹 간 구별하기 위한 대사체 차별성을 분석하는 방법을 포함한다.[0035]

일 구현예로, 본 발명은 소변 시료 내 서로 다른 그룹(예, 성별, 질병 등) 간의 구별하기 위한 대사체 차별성을[0036]

분석하는 방법으로서, 

소변 시료를 우레아제(urease) 처리 없이 순수 메탄올 또는 포름산과 메탄올의 혼합 용매를 사용하여 대사체를[0037]

추출하는 대사체 샘플링 단계를 포함하는, 소변 시료 내 서로 다른 그룹 간의 구별하기 위한 대사체 차별성을

분석하는 방법을 포함한다.

상기 대사체 차별성을 분석하는 방법은 소변 시료 내 서로 다른 그룹 간 차별성을 분석하는 방법으로써, 우선,[0038]

퀀칭(quenching) 과정과 대사체 추출 과정을 포함하는 대사체 샘플링 단계를 거친다.

대사체 샘플링은 소변 시료를 우레아제 처리 없이 추출 용매로 순수 메탄올, 순수 에탄올, 아세토니트릴:물 혼[0039]

합물, 물:2-프로판올:메탄올 혼합물, 포름산:메탄올 혼합물을 사용하여 대사체를 추출한다. 특히, 포름산:메탄

올의 혼합 용매를 사용하는 것이 보다 바람직하다. 포름산과 메탄올의 혼합 비는 0.05~0.5 : 99.5~99.95 의 부

피 비가 더욱 바람직하다.

이때, 소변과 추출 용매는 1:8~10의 부피비로 처리되는 것이 실험의 오차를 줄일 수 있으므로 바람직하다. [0040]

상기 대사체 샘플링 단계에서 추출된 대사체에 대해서는 다음의 분석 단계를 거친다:[0041]

추출된  대사체를  GC/TOF  MS(gas  chromatography/time-of-flight  mass  spectrometry)  분석기기로  분석하는[0042]

단계; 

GC/TOF MS 분석 결과를 통계처리 가능한 수치로 변환하는 단계; 및 [0043]

변환된 수치를 이용하여 통계학적으로 상기 서로 다른 그룹 의 차별성을 검증하는 단계를 더 포함한다.[0044]

다음으로, 대사체의 프로파일링 차이를 비교하기 위해 부분최소제곱회귀법(Partial least squares discriminant[0045]

analysis: PLS-DA)을 수행하여 서로 다른 그룹 간의 유의적인 차이를 나타내는 대사체 바이오마커를 선정하고,

분석 및 검증한다.

일 구현예로서, 본 발명의 분석 방법은 GC/TOF MS 분석 결과를 통계처리 가능한 수치로 변환하는 단계는 총 분[0046]

석시간을 단위시간 간격으로 나누어 단위시간 동안 나타난 크로마토그램 피크의 면적 또는 높이 중 가장 큰 수

치를 단위시간 동안의 대표값으로 정한다. 

변환된  수치를  이용하여  통계학적으로  상기  두  생체시료군의  차별성을  검증하는  단계는  부분최소제곱회귀법[0047]

(Partial least squares discriminant analysis: PLS-DA)을 수행하여 두 생체시료군 간의 유의적인 차이를 나
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타내는 대사체 바이오마커를 분석 및 검증한다.

본 발명의 일 구현예에 따른 상기 대사체 바이오마커는 남성과 여성의 성별 구별한다.[0048]

대사체  바이오마커는  숙신산  (succinate),  푸마르산  (fumarate),  아스파라진  디하이드레이티드  (asparagine[0049]

dehydrated),  팔미트산  (palmitic  acid),  베타-알라닌  (β-alanine),  L-시스테인  (L-cysteine),  젖산

(lactate), 티로신 (tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아르산 (stearic acid)으로 구성된다.

부분최소제곱회귀법(Partial least squares discriminant analysis: PLS-DA)의 로딩 값이 양수인 것은 대사체[0050]

바이오마커의 증가 경향을, 로딩 값이 음수인 것은 대사체 바이오마커의 감소 경향을 나타낸다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  성별을  구별하기  위한  바이오마커로,  숙신산  (succinate),  푸마르산[0051]

(fumarate), 아스파라진 디하이드레이티드 (asparagine dehydrated), 팔미트산 (palmitic acid), 베타-알라닌

(β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 젖산 (lactate), 티로신 (tyrosine), 글라이신 (glycine) 및 스테아

르산 (stearic acid)으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상을 사용할 수 있다.

상기  바이오마커들  중  남성에서는  푸마르산  (fumarate),  아스파라진  디하이드레이티드  (asparagine[0052]

dehydrated), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 및 티로신 (tyrosine)은 증가하는 경향을,

숙신산 (succinate),  팔미트산 (palmitic  acid),  젖산 (lactate),  스테아르산 (stearic  acid)  및 글라이신

(glycine)은 감소하는 경향을 나타낸다.

상기 바이오마커들 중 여성에서는 숙신산 (succinate), 팔미트산 (palmitic acid), 젖산 (lactate), 스테아르[0053]

산 (stearic acid) 및 글라이신 (glycine)은 증가하는 경향을, 푸마르산 (fumarate), 아스파라진 디하이드레이

티드 (asparagine dehydrated), 베타-알라닌 (β-alanine), L-시스테인 (L-cysteine), 티로신 (tyrosine)은 감

소하는 경향을 나타낸다.

이하, 본 발명에 따르는 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시[0055]

예에 의해 제한되는 것은 아니다. 

[실시예][0057]

실시예 1: PLS-DA를 이용한 68 개 소변 샘플의 대사체 프로파일링[0058]

68 명의 건강한 성인 (표 1)에서 얻은 소변 샘플을 우레아제의 처리 및 37℃에서 1시간 정치배양군(UI), 우레아[0059]

제 비처리 및 37℃에서 1시간 정치배양군(WI), 우레아제 및 정치배양 비처리군(DE)으로 나누어 처리한 후, 기존

에 많이 사용되고 있는 순수 메탄올을 추출 용매로 이용하여 대사체를 추출한 후 GC/TOF MS로 분석하였다. 

아민류, 아미노산류, 당 및 당 알코올류, 지방산류, 유기산류 등을 포함한 107개의 대사체를 동정하였다(표 2). [0060]

대사체 프로파일링 차이를 비교하기 위하여 우레아 (urea)를 제외한 106개의 대사체를 기반으로 PLS-DA를 실시[0061]

하였다. 우레아제 및 정치배양 처리군과 urease 비처리 및 정치배양 처리군, 우레아제 및 정치배양 비처리군 각

각에서 서로 다른 대사체 패턴을 가짐을 살펴보았다 (도 1, 표 3). 따라서 우레아제의 처리나 정치 배양 각각의

처리방법이 우레아뿐만 아니라 다른 소변 본연의 대사체를 변화시킴을 밝혔다. 
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표 1

[0062]

(계속)[0063]

[0064]
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표 2

[0065]

(계속)[0066]

[0067]
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표 3

[0068]
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(계속)[0069]

[0070]
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(계속)[0071]

[0072]
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(계속)[0073]

[0074]
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(계속)[0075]

[0076]
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(계속)[0077]

[0078]

(계속)[0079]

[0080]

실시예 2: 68 개 소변 샘플의 주요 대사체 선정[0082]

실시예 1로부터 나온 PLS-DA 분석을 이용하여, 68 개 소변 샘플의 우레아제의 처리 및 37℃에서 1시간 정치배양[0083]

군(UI), 우레아제 비처리 및 37℃에서 1시간 정치배양군(WI), 우레아제 및 정치배양 비처리군(DE) 세 개의 그룹

을 분리하는데 높은 기여를 한 주요 대사체를 VIP값 기준으로 상위 10개를 선정하였다 (표 4). 
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표 4

[0085]

실시예 3: PLS-DA를 이용한 68 개 소변 샘플의 남성 및 여성을 구분하는 대사체 프로파일링[0087]

68 명의 건강한 성인 (표 1)에서 얻은 소변 샘플 중 31명의 남성 소변 샘플과 37명의 여성 소변 샘플에 기존에[0088]

많이 사용되고 있는 순수 메탄올을 추출 용매로 이용하여 대사체를 추출한 후 GC/TOF MS로 분석하였다. 이 후

각 성별을 구분지을 수 있도록 우레아를 제외한 106개의 대사체를 이용하여 PLS-DA 모델을 생성하였다 (도 2,

표 5). 

도 2에 나타난 바와 같이 남성과 여성의 소변 내 대사체는 서로 다른 패턴을 가지며, PLS-DA 모델을 기반으로[0089]

통계적으로 유의적 차이를 보였다. 즉, 남성 구분 시의 대사체 프로파일은 스코어 플롯에서 대부분의 샘플이

[t]1 및 [t]2 값 기준으로 양수를, 여성 구분 시의 대사체 프로파일은 스코어 플롯에서 [t]1 및 t[2] 값 기준으

로 음수를 띠어 성별에 따른 대사체 프로파일이 완전히 구분되었다. 이러한 대사체 프로파일의 차이를 나타내는

주요 대사물질을 선정하기 위해서 표 5에서의 로딩 1과 로딩 2 모두에서 동일한 경향을 보이고 그 값이 큰 대사

체를 선별하였다.
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표 5

[0090]
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(계속)[0091]

[0092]
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(계속)[0093]

[0094]
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(계속)[0095]

[0096]
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(계속)[0097]

[0098]
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(계속)[0099]

[0100]

(계속)[0101]

[0102]

실시예 4: PLS-DA를 이용한 68 개 소변 샘플의 남성 및 여성을 구분하는 대사체 프로파일링에서 차이를 나타내[0104]

는 주요 대사체 선정

실시예 3으로부터 나온 PLS-DA 분석을 이용하여, 각 성별 그룹이 분리가 됨을 확인하고, 모델 내 각 성별의 분[0105]

리에 기여하는 정도인 VIP값에서 높은 수치를 보인 주요 대사체 상위 10개를 선정하였다 (표 6). 또한 10개의

대사체의 양을 박스 플롯으로 나타내어 성별에 따른 대사체의 양을 비교하였다 (도 3). 
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표 6

[0106]

실시예 5: 소변 샘플의 대사체 분석을 위한 최적의 추출 용매 선정[0108]

소변 샘플에서 대사체 샘플을 얻기 위하여 68 명의 소변 샘플을 동일한 비율로 하나로 합친 후에, 100 μl의 소[0109]

변에 우레아제 처리 없이 직접 900 μl의 추출용매, 순수 메탄올 (MeOH), 순수 에탄올 (EtOH), 아세토니트릴:물

혼합물 (50ACN; 1:1, v/v), 물:2-프로판올:메탄올 혼합물 (WiPM; 2:2:5, v/v/v), 포름산:메탄올 혼합물 (AM;

0.125:99.875, v/v)을 처리하여 대사체를 추출한 후 GC/TOF-MS로 분석하여 추출 효율을 비교 분석하였다. 

아민류, 아미노산류, 당 및 당 알코올류, 지방산류, 유기산류 등을 포함한 113 개의 대사체를 동정하였다(표[0110]

7). 

도 4 및 도 5에 나타난 바와 같이, 추출 용매에 따라서 추출율 및 추출 재현성이 다름을 확인할 수 있었다. 정[0111]

성 및 상대적으로 정량 분석된 피크 인텐시티가 AM에서 가장 높아, 종합적인 대사체의 추출율이 AM에서 가장 높

음을 볼 수 있었다 (도 4). 또한 추출 용매에 따른 재현성을 살펴보면, %CV 값이 AM에서 모두 최저의 수치를 기

록하여, 재현성이 제일 높음을 알 수 있었다 (도 5). 또한 단백질의 침전율이 AM에서 두 번째로 높은 수치를 기

록하여, AM이 적절한 단백질을 침전능을 가지는 것으로 보였다 (도 6). 이를 통하여 소변의 대사체 분석을 위한

대사체 추출 시에 추출율 및 재현성과 단백질 침전율에 기반한 최적 용매로 AM을 선정하였다. 
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표 7

[0112]

(계속)[0113]

[0114]
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도면

도면1

도면2
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도면3
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도면4

도면5
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도면6
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