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Abstract

Examination of Colorectal Cancer Patient ’s Asciter by 2D-Electrophoresis
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Cellular signaling palhways are changed by genetic aberralions which result in many diseases. These changes can be
detecled as altered cellular protein profiles in lhe body fluid. The tissue inlerstitial fluid ( TIF> is the major target 10r clinical
chemislry 10 quantilalively detect lhese changed prolein proliles using modern proleomic lechniques. But the limila1ion 1sthe
marked 1000-1 500- I。떠 dilulion 이 body fluid proleins. during their passage from TlF to the circ미atory syslem. Here，we use
ascites 10 find Qut the possi비lily as a sample 이 TIF. This method can be used 10 undersland colorectal cancer patienls and
비ilized 10design protein biomarkers for early detection 이 disease. (J Med Ufe SCI 2012:9:30-32)
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서-론

암 환자는 8-25%에서 수술 충 복수가 관창된다 1) 악성 종양

과 관련된 복수는 혈액 중의 액체성분의 일부가 혈관벽으로부터

누출된 것으로서 누출액은 상출액보다 비중이 작고 단빽진의 함

유량이나 세포성분이 적은 투명액체지만 질환에 따라서는 형성

인 경우도 있다 또한 복수에는 조칙간액 (tissueinters뼈띠 fluid)

이 흉러나와 악성종양 세포와 수용성 성장인자 퉁이 축적되어 었

다고 알려져 있고，악성 복수는 악성종양의 성장과 조직 정Jf-걷
조장할 수 있디는 충거틀이 있다) 따라서 악성 복수의 단빽질에

대한 연구는 악성종양의 진단과 치료에 유용한 바이요마커룹 잦

을 수 있는 대상으로 연구되어 오고 있다3) 그러나 체액 안에

존재하는 알부민이나 연역 글로월린과 같은 고받현 단백짙 (hi힘1
abundance protein: HAP)이 존재하기 때문에 의미 있는 저발현

단백질Oow abundance protein: LAP}융 발굴하기가 셉지 않다

혈청이나 세포의 바이오마커의 후보 단백질을 발굴하기 위하여 최

근에 이치원 전기영동{two 이me떠io뼈(2-D) gel eleclrophoresis).

영상 분석 (image an외ysis). 질량 분석기 (mass spectromeÍlγ).
아미노산 서열 분석 (amino acid sequencing). bioinformatics 틀
이용하는 단백체핸 :proteomics) 기법이 사용되고 있다‘@본 연

구는 그 중 가장 흔히 샤용 되는 이차원 전기영동 방법올 이용
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대장암 환자의 복수에서 고발현 단백질과 저발현 단액짙의 분포

흘 알아보고 바이오마커헐 찾을 수 있는 가농성을 알아 보고자

했다

댄갈뭘발벌

2αJ4년 12월부터 2005년 5월 말까지 제주대학교 영원에서 대

장암으로 수슐을 시행한 환자 중에서 연구에 동의한 32영 중 4
영의 환자에서 복수혈 채취했으며 협액 오염 둥이 없는 2영의 환

자의 복수뜯 사용 이차웬 전기영동 SDS-PAGE(sodium
dodecryl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)을 시행

하였다 환자에서 채취한 복수한 원싱 분리하여 소형용집체

(pellet) 부분과 상충액 (supematBnt)을 각각은 염색의 l앙ge gel

과 small gel을 시행하였다

결 과

환자의 복수를 원심분리 시킨 후 소형응집체와 상충액을 검사

하연 소형 웅집체에서 보다 복잡한 단백체 (π。teome)이 관찰되

며.Small gel 에서는 보다 단순화된 절과등 얻을 수 있으며 충

간의 불꽃 모양이 알부민이 관잔된다.은 영색의 Large gel 에서

는 보다 높은 해상도툴 얻을 수 있으며 연시 중샘 비행정시 모

양의 알부민을 충심으로 각종 단백체가 관창되고 있다{Fig. 1)
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예툴 플어 그링 2애서 혈장 단백짐이 39 mg/mL 이며 혈청

앙태아성 항원 (Carcinoembryonic antigen ，이하 CEA)은 4.9
ng/m1 환자 A와 단백질은 92 mg/m1，CEA는 4.9 ng/며인 환자

B흘 비교하였올 때 현재의 임상 검사에서는 두 환자 모두 C없
가 정상으로 보고된다 그러나 총 단백질량올 기준으로 두 환자

에서 동일한 92mg 올 조사한다연 환자 B는 lm1의 협장 내에

4.9 pg의 CEA흉 환자 A는 2.4m1의 혈장 내에 11.8 pg의 CEA

블 포함하는 결과를 얻게 된다{Fig. 3):離醒 _CEA
'C그T뼈Jpr뼈n
/‘」

고 찰

2차 전기영동 풍의 단백체학 싣험에서는 두 비교 집단간에 단

백질 발현이 동일하다는 전체하에 진행되었다， 그러나 Simpson

동에 의하연 세포의 단백질 말현은 그 발생 단계에 따라서 차이

가 있을 수 있다{e.g" between 5tem cell5 and differentiated
progenitor ceIl5)) 제주대학교 병원 둥에서 죠사한 1509영의
혈장 단백질 수치는 개인간에 큰 치이휠 보이고 있다{Fig. 2)
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FiguTe 3 .. Q뻐ntitative prot따 nics analv깅S뼈ng 어뼈I voJwne of
plasma vs. 쩍뼈1 amcunt of total p떠sma prπtein when the same
voJwne of 미asma from pati‘mts A and B are OOIT뼈red it can be
seen that while to머lpro 따n lev허S differ. CEA levels remein the
없me. If plasma samples ∞ntaining 쩍뻐I arncunts of total p1asma
proteíns were 뼈 \yzed in<rtead û.e.. 92 mg of pro며n for el펴1
patientl. it ∞n be seen that CEA 1얀eIS seer띠Jgiy differ quite
markedJy (1)쩌-fol이-끼10 삶JOVe"'Illentionedαrradigm fiπ p1asma
holds 1rue for m∞t body flt뼈S

따라서 입상 연구에서 특히 연구 대상의 수가 적을 경우 단백

젤 벨현의 해석에 오류률 초래할 수 있다 대장암 환자의 복수률

이용한 실협에서 이런 오류흉 피하기 위해서는 동량의 체액융 비

교하는 방법과 갇은 비융로 조정한 체액올 "1교하는 방법이 주장

되었다.체액의 전체 단액질 충에서 99%는 22종의 고발현 단백

질이 차지한다. 이러한 고발현 단백질의 구성 비융 연화도 다발

생 곧수총 같은 질환에서 진단에 유용한 지표로 사용되고 있다

그러냐 현재 많이 활용되고 있는 CEA 와 PSA(pTostate5
pecificantigen) 경우에는 저발현 단백질로 이 단백질율 효과척으

로 검사하기 위해서 친화성 크로마토그래피 (biospecific 머fmiW

이romatography) 나 단백질 분획화 (fractionation method) 퉁융
사용하지만 잠재척인 바이오마커가 고발현 단백질 쩨거 과정에

서 유실될 가능성이 남아있다

결-론

체액에서 유용한 바이오마커툴 찾으려는 노력은 단백체학 분

야의 중요한 관심 분야 중 하나이다 그러나 노력에 비해서 실제

FiguTe 2. Distribu1ion of to때 p1asma pro떠n lev잉s in 1509
indi꺼du외s. Data from patients who had either ∞lonoæopy or
5lU항∞I 1reatment in ~u National urψg 녕WHαp 때 inKorea
W힘e 밍업b었!d π101 밍용;eir애비d뻐1 differences in the lev허 oftot 외
plasma proteins as 히1OWI1here ooed to be ∞nsid잉-ed 애len
intEπJreting protecmics data.
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입상에서 미국 식품의약품안정청 승인 후 사용되고 있는 바이오

마커는 극소수이다 그 이유 중에 하나는 고발현 단백질과 저발

현 단백질을 분리하는 효과적인 방법의 -부재이다 본 실험은 복

수는 혈장보다 고발현 단백질이 차지히는 부분이 적을 수 있다는

가정하에 시행되었으나 복수도 혈장과 비슷한 양상으로，고발현

단백질을 제외한 부분의 작은 점에 해당되는 저발현 단백질의 의

미를 직접 도출하기는 무리가 있으며 추가 조작이 펼요하다는 결 ~

론을얻었다

“이연구는 2004년도 제주대학교발전기금 효천희술연구기금의

지원에 의해서 이루어 졌음”
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