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논논논문문문 개개개요요요

탈모는 모발이 연모 (vellushair)로 변하여 점진적으로 가늘어 지고 길이
가 짧아지면서 미만성으로 소실되는 것을 특징으로 하는데,남성탈모증
(male-patternbaldness,MPB)는 유전적이며 안드로겐에 의존적이라고 알
려져 있다.탈모 치료제로 널리 사용되고 있는 finasteride는 5α-reductase
Ⅱ의 억제제로 안드로겐 수용체의 친화성을 약화시키고,DHT를 감소시킨
다.이러한 배경을 바탕으로 본 연구에서는 가스크로마토그래피/질량분석기
를 이용하여 finasteride복용 전후의 남성탈모환자의 targeted및 global대
사 프로필을 살펴보고자 하였다.혈장과 머리카락 시료 내에서 안드로겐,
globalmetabolicprofiling,콜레스테롤을 분석하기 위한 방법으로 산성 용액
이나 염기성 용액을 이용하여 가수분해 시키는 방법과,액체-액체 추출법,
고체상 추출법을 이용한 전처리 방법을 확립하였으며,TMS-ether로 유도체
화 한 후 GC/MS로 분석,정량 할 수 있는 조건을 설정하였다.그 결과
targeted분석을 위한 방법론에 대한 정확도와 정밀도는 모두 10-20% 내
외로 나타내었고,검량곡선에서의 상관계수(R2)는 0.99이상의 우수한 직선
성을 나타내었다.본 연구에서 설정된 분석방법을 이용하여 finasteride복용
전후의 남성탈모환자의 머리카락과 혈장에서 안드로겐,globalmetabolic
profiling, 콜레스테롤을 측정 비교하였다. Targeted 분석의 결과로,
finasteride 복용 후 남성탈모환자의 두정부 머리카락과 혈장에서 5α
-reductase Ⅱ의 활성이 감소 한 것을 관찰할 수 있었다.또한 global
metabolicprofiling의 결과로,주성분 분석법(PCA)과 판별 분석법 (DA)를
통하여 정상인과 finasteride복용 전후의 탈모환자의 패턴이 다르다는 것을
확인 할 수 있었고,differencefactorspectrum을 통하여 biomarker로써 가
능성이 있는 미지의 대사체와 콜레스테롤을 찾을 수 있었다.이러한 결과를



바탕으로 콜레스테롤을 검출한 결과 finasteride복용 후 남성탈모환자의 두
정부,후두부의 머리카락에서 콜레스테롤이 증가하는 것을 확인할 수 있었
고 이로써 남성탈모의 치료와 예방 진단에 필요한 기초적인 데이터를 제시
하였다.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

모발 성장은 크게 모발이 생성되는 성장기 (anagen),성장이 다해 성장을
멈추는 퇴행기 (catagen),다음의 모발 생성을 위해 휴식하는 휴지기
(telogen)로 나누어진다.모발은 계속 자라기만 하는 것이 아니고 3단계를
거치면서 일정기간 지나면 빠지고 다시 새로운 모발이 난다.1)정상인의 경
우 하루에 보통 50～70개 정도의 머리카락이 빠지며 80～100개 이상 빠지는
경우 '탈모증'이라고 하는데,남성형 탈모는 사춘기 이후 두피의 중앙부 (전
두부 및 두정부)의 모발이 연모 (vellushair)로 변하여 점진적으로 가늘어
지고 길이가 짧아지면서 미만성으로 소실되는 것을 특징으로 한다 (Figure
1).2,3)

탈모의 원인으로는 유전적 요인,연령 및 남성 호르몬이 관여 한다고 알
려져 있으며,특히 안드로겐 호르몬 중 DHT (dihydrotestosterone)이 남성
탈모에 결정적인 역할을 한다고 알려져 있다.4)질병이라기 보다는 흔한 현
상으로 생각 되어지는 탈모증에 대하여 Hamilton은 처음으로 임상학적 단
계에 따라 분류하였으며,5)이 후 Norwood는 Hamilton의 분류기준을 변형하
여 안드로겐성 남성 탈모증을 재분류하여 현재 사용하고 있다 (Figure2).6)

탈모증 환자들은 대인 관계에 있어서 첫 대면시 매우 불리하며 사회적 활동
에 지장을 줄 정도로 심한 스트레스까지 받을 수 있기 때문에,7)현대에는
탈모의 치료와 예방을 위한 연구들이 계속 진행되고 있다.
현재 남성 탈모 환자의 치료제로써 가장 널리 사용되고 있는 finasteride
는 초기에는 전립선 비대증의 치료제로 사용되었으나,8)부작용으로 머리털
이 새로 나는 것을 보고 이에 대한 연구를 실행하게 되었으며,1997년 하반
기에 미국 식품 의학국 (FDA)으로부터 남성형 탈모증 환자의 치료에 대한
약효와 안전성을 인정받게 되었다.Finasteride는 안드로겐 수용체의 친화성



을 약화시키고,남성 탈모의 요인으로 알려져 있는 DHT를 감소시킨다고 알
려져 있다.9,10)

탈모 환자의 대사 프로파일링 연구로 주로 혈장과 같은 생체 시료가 사용
되었는데,모발은 과거의 건강상태와 같은 생리학적인 정보와 질병의 조기
진단에서 유용한 도구로 사용될 수 있다.모발은 혈액과는 다르게 아프지
않고 쉽게 수집할 수 있을 뿐만 아니라 특별한 처리 없이 손쉽게 다룰 수
있고 보관하기 용이하다는 장점이 있다.또한 장기간 동안 성장하고 계속
변화함으로 과거와 현재의 건강 상태를 반영하기 때문에 소급해서 증명 할
때 정확성을 갖게 된다.그러므로 모발 분석법은 혈액학적이거나 소변검사
방법의 보완적인 수단으로 주목할 만한 진단 도구가 되고 있다.11-13)

본 연구에서는 생체 내 미량으로 존재하는 내인성 물질들의 확인과 정량
에 뛰어난 감도를 나타내 신뢰성이 높은 분석 방법으로 활용되고 있는 가스
크로마토그래피/질량분석기 (gaschromatography/massspectrometry)를 이
용하여 finasteride복용 전후의 남성탈모 환자의 혈장과 머리카락에서 안드
로겐류의 targetedmetabolicprofiling변화를 살펴보고자 한다.또한 다양한
통계학적 기술을 사용하여 정상인과 finasteride복용 전후의 남성탈모환자
의 globalmetabolicprofiling의 변화를 살펴보고 남성탈모환자의 biomarker
로서 가능성이 있는 후보 대사체 들을 도출하여 남성 탈모의 치료와 예방에
유용하게 사용할 수 있는 기초적인 자료를 제시하고자 하였다.



FFFiiiggguuurrreee 111...The process of hair loss.In baldness,long,thick and
pigmented hair becomes progressively short, fine, and
unpigmentedhair.

FFFiiiggguuurrreee222...TheNorwood'sclassificationofandrogeneticalopeciashows
thevaringdegreesofbaldness.



ⅡⅡⅡ...이이이론론론적적적 배배배경경경
111...MMMeeetttaaabbbooolllooommmiiicccsss

Metabolomics는 다양한 유전적,생리적 또는 환경적 조건에서 변화되어
나타나는 대사체군 (metabolome;세포,조직 또는 생체 내에 존재하는 저
분자량의 전체 대사체의 집단)의 구성과 농도를 분석하고 해석함으로써 생
명현상의 변화 원인을 규명해 나가는 총체적인 연구 분야이다.14-16)

Metabolicprofiling은 metabolomics의 한 분야로 크게 targetedmetabolic
profiling과 global metabolic profiling으로 나뉜다.Targeted metabolic
profiling의 경우,이미 알려진 대사체를 분리하고 이들을 분석하여 이러한 알
려진 대사체들이 어떠한 변화를 나타내는지에 대한 전반적인 자료를 제공한
다.반면에,globalmetabolicprofiling은 알려지지 않은 미지의 대사체들이 어
떠한 변화를 나타내는지에 대한 정보를 제공한다.Metabolicprofiling은 1970
년대 이와 비슷한 연구들이 진행되면서 시작하였고,1971년 Horning과
Devaux는 GC/MS를 이용해서 스테로이드,아미노산,약물 대사체등에 대해
연구하였다.17,18)Goodacre와 Hall등은 식물을 바탕으로 한 대사체 분석의
가장 인상적인 양상으로써 하루에 7000개의 샘플을 처리할 수 있는 분석 규
모를 연구하였고,19)maize(옥수수과)의 동종 번식에 의한 기질을 대상으로
GC/MS분석을 이용하여 fattyalcohols,aldehydes,fattyacids등을 식물에
서 분리한 예도 있다.20)

대사체 분석은 주로 핵자기 공명 (NMR),기체 크로마토그래피/질량분석
기(GC/MS),또는 액체 크로마토그래피/질량분석기(LC/MS)등을 이용하여
연구가 이루어지고 있다.21-24)NMR spectroscopy와 같은 기기를 이용하여
조직적으로부터 20-40개의 대사체들을 추출하여 검출 할 수 있으며,뇨 샘
플에서 100-200개의 대사체를 검출 할 수 있다.NMR spectroscopy보다 더



감도가 뛰어난 GC/MS를 이용하여 생물학적 샘플에서 1000개의 대사체들을
검출 할 수 있다.GC/MS는 경제적이며 재현성과 감도가 뛰어난 장점을 가
지고 있으나,샘플을 정제하는 전처리 과정이 필요하기 때문에 그 만큼의
시간이 소모되고 GC의 특징에 알맞지 않은 분석물질들은 분석하기 힘들다
는 단점이 있다.25-27)

최근의 metabolomics의 양상은 모든 전체적인 대사체들을 동시에 측정하
고자 하는 것이다.이러한 전체적인 datasets에서 발견된 많은 정보들을 이
용하여 정상적인 물리적 변화와 질환과정에서 발생하는 변화를 판독하려면
metabolomics의 분야에서 다변량의 pattern recognition 기술이 필요하다.
일반적으로 metabolomics에서 증가되는 많은 data sets에서 정의된
metabolic차이에 대한 부분적인 구성요소는 같은 기초 위에서 높은 농도와
낮은 농도의 metabolites를 평가한다.이러한 metabolites의 profiling을 수집
하기 위해서 PCA(Principal Componant Analysis), HCA(Hierarchical
clusteranalysis),K-means등의 방법이 이용 된다.28,29)



222...TTTaaarrrgggeeettteeedddmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg

(((111)))안안안드드드로로로겐겐겐 대대대사사사프프프로로로필필필

1)안드로겐의 대사

안드로겐은 뇌하수체에서 분비되는 간질세포자극호르몬(ICSH,LH)의 자
극을 받은 정소의 간질세포에서 분비되는 스테로이드 호르몬의 총칭을 말한
다.안드로겐은 콜레스테롤을 전구체로 하여 여러 단계의 합성 과정을 거치
면서 생성되는데,pregnenolone에서 testosterone으로 가는 두개의 일반적인
대사경로(Δ5orΔ4pathway)가 있다.30) Δ5pathway에서 steroid중간산물은
3β-hydroxyl의 산화(3β-steroiddehydrogenase)로 ketone을 형성하여 C5-6
의 이중결합을 C4-5로 위치변환(Δ5-Δ4-isomerase)시켜서 Δ4pathway의 상
응하는 steroid로 전환된다 (Figure3).‘17-ketosteroids'는 DHEA와 같이
안드로겐 수용체에 대한 친화력이 적은,상대적으로 약한 안드로겐 (weak
androgens) 그룹을 형성한다.1,31,32) 이러한 약한 안드로겐들은 3β
-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD)와 같은 효소에 의해
testosterone와 dihydrotestosterone같이 안드로겐 수용체에 강하게 결합하
는 강한 안드로겐 (potentandrogens)으로 변환될 수 있다.33)
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2)안드로겐대사 프로필 연구

남성형 탈모증은 유전적이며 안드로겐에 의존적인 질병으로 알려져 있으
며 안드로겐 호르몬 중에서 DHT는 탈모의 주요인으로 알려져 있다.이 호
르몬은 대부분의 조직에서 T가 5α-reductase에 의해 변환된 것이다.4,34)5α
-reductase효소는 사람에 있어서 typeⅠ 과 typeⅡ 두 가지 형태의 동질
효소로 나누어지는데 5α-reductasetypeⅠ은 피부와 간에 주로 존재하며,
typeⅡ는 모낭,전립선,간에 존재하며 남성 탈모에 영향을 준다.35.36)일반
적으로 탈모는 탈모환자의 두정부 모발의 안드로겐 분포에 의해 영향을 받
는다고 알려져 있으며,전두부의 모낭은 후두부의 모낭보다 안드로겐 수용
체의 수치가 더 높고 5α-reductasetypeⅡ의 활성이 3배정도 높다.37)DHT
는 T와 경쟁적인 안드로겐 수용체이지만,DHT는 T에 비해서 5배의 높은
친화력을 갖는다.9)Finasteride는 가장 널리 사용되고 있는 탈모 치료제 중
의 하나로,5α-reductasetypeⅡ의 활성을 억제하여 안드로겐 수용체와의
친화력을 약화시키고, DHT를 감소시키는 약물이다 (Figure 4).38,39)

Finasteride의 효과에 대한 연구로,finasteride치료 후의 남성 탈모 환자에
서 모발의 성장기가 증가했다는 보고와 Macaquemonkeys에서 모발의 무게
와 모낭의 길이가 증가했다는 보고가 있었다.40-42)또한 finasteride치료 후
사람에서 모발이 성장하고,모발의 숫자가 증가했다.43,44)이러한 선행연구를
통하여,두정부와 후두부의 머리카락에서 finasteride의 다른 효과를 예상할
수 있다.본 연구에서는 targetedmetabolicprofiling을 살펴 보기 위하여
GC/MS를 이용하여 finasteride복용 전후의 남성 탈모환자의 머리카락과
혈장에서 안드로겐 호르몬을 분석하는 방법을 설정하고,이를 바탕으로 두
정부 및 후두부 머리카락과 혈장에서 finasteride의 효과를 알아보고자 하였
다.



(((222)))콜콜콜레레레스스스테테테롤롤롤의의의 대대대사사사프프프로로로필필필

1)콜레스테롤의 대사

기본적으로 세 개의 육탄소 고리 (A,B,C 고리)와 한 개의 오탄소 고리
(D 고리)로 구성된 융합 고리화합물이 스테로이드(steroid)로 분류되는데,이
중에서 3번 위치에 OH group이 있는 것을 콜레스테롤이라고 한다.콜레스
테롤은 내인성으로 생체 자체에서 아세틸 조효소A(acetyl-CoA)로부터 생합
성으로 이루어진다.콜레스테롤은 사람의 담석에서 처음으로 발견되었는데,
식물에서는 발견되지 않으며,동물에만 볼 수 있고 특히 뇌나 신경조직에 많
이 함유되어 있다.콜레스테롤은 인지질과 함께 세포의 막계(膜系)를 구성하는
주요 성분이며,막 구조나 기능에 큰 역할을 한다고 생각되지만,그 상세한 메
커니즘은 거의 알려져 있지 않다.포유동물에서 콜레스테롤 합성이 주로 행
해지는 곳이 간인데 간에서 형성된 대부분의 콜레스테롤은 콜산과 글리코콜
산과 같은 담즙산(bileacid)으로 전환된다.지질 소화시 이런 혼합물들은 지
질방울을 유화시켜 효소가 더 잘 공격할 수 있게 돕는다.생체 내에서는 콜
레스테롤을 전구체로 하여 비타민 D,성호르몬(테스토스테론,프로게스테론
등),부신피질 호르몬 등이 합성된다.



2)콜레스테롤 대사 프로필 연구

콜레스테롤 수치는 심장병,Alzheimer병과 같은 다양한 질병에 있어서
그 병의 발병률 증가의 중요한 요소로서 관련되어 있기 때문에,45-47)콜레스
테롤은 지질 중에서도 가장 중요한 연구 대상이다.대부분의 콜레스테롤은
뇌,척수,부신,신경,혈장,머리카락,간 및 다른 기타의 내부조직에 존재한
다.이 중에서 특히 머리카락은 건강상태와 병의 조기진단과 같은 생리학적
정보를 포함하는 유용한 도구로 콜레스테롤 분석에 많이 사용되고 있다.지
금까지 보고되어 있는 머리카락 내의 콜레스테롤 분석법은 GC나 GC/FID를
사용해 0.4-8.9g의 머리카락을 이용하여 복잡한 세척과정과 전처리 과정
을 통하여 콜레스테롤을 검출하였다.48-50)그러나 이와 같은 방법을 통해서
콜레스테롤을 검출 하는 것은 많은 양의 샘플이 필요하며,이로 인해 머리
카락 매트릭스에서의 방해물질의 영향을 많이 받게 된다는 한계가 있다.따
라서 적은 양의 머리카락 샘플에서 콜레스테롤의 분석 감도를 낮출 수 있는
분석방법이 요구된다.본 연구에서는 소량의 머리카락을 세척하고 간단한
전처리 후,콜레스테롤을 GC/MS로 분석하여 신속하고 간단하면서도 우수
한 분석 감도를 얻을 수 있는 검출법을 개발하고,finasteride복용 전후의
남성 탈모 환자의 머리카락과 혈장에서 콜레스테롤 프로필 변화를 살펴보고
자 하였다.
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(((111)))GGGlllooobbbaaalllmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg연연연구구구

Globalmetabolicprofiling은 알려지지 않은 미지의 대사체들이 어떠한 변
화를 나타내는지에 대한 정보를 제공한다.미지의 대사체들은 다양하게 발
생할 수 있는 질환들과 얼마나 상관성이 있으며,상관성이 있다면 어떠한
상관관계에 있는지,얼마나 중요한 대사체 요인인지에 대한 정보가 거의 알
려지지 않았으며 최근 들어 연구되어 지고 있는 실정이다.본 연구에서는
정상인과 finasteride 복용 전후의 탈모환자의 머리카락에서 global
metabolicprofiling의 변화를 비교하였다.다양한 실험 조건에서 검출되는
미지의 대사체들을 profiling하고,이로부터 얻은 정성 데이터를 주성분 분석
(Principalcomponantanalysis,PCA)및 K-nearestneighbor판별 기법과
같은 통계학적인 기술을 사용하여 globalmetabolicprofiling으로부터 정상
인과 finasteride복용 전후의 탈모환자를 판별하고 탈모의 biomarker가 되
는 대사체를 도출하고자하였다.



IIIIIIIII...실실실 험험험

111...생생생체체체시시시료료료

Norwood의 분류에 따른 IIIa-V 단계의 남성 탈모 환자 21명 (연령 23-52
세,평균 31.36세)의 머리카락과 혈장 시료를 경희의료원으로부터 수집하였
다.머리카락 시료는 두정부와 후두부의 머리카락의 proximal한 부분에서
100mg정도 수집하였다.혈장은 혈액중 적혈구와 백혈구,혈소판 등의 유
형 성분을 제외하고 사용하였다.모든 환자들은 5개월 동안 finasteride1
mg을 매일 복용 하였다.머리카락 과 혈장 시료는 finasteride5개월 동안
치료 후 동일한 부위에서 다시 수집하였다.정상인 대조군은 남성 탈모 환
자와 나이가 거의 일치한 건강한 남성 20명의 머리카락을 수집하였다.

occ ip ita locc ip ita lvertexvertex occ ip ita locc ip ita lvertexvertex

FFFiiiggguuurrreee555...Metabolicprofilingofandrogenindifferenthairregion.



222...시시시약약약

(((111)))TTTaaarrrgggeeettteeedddmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg을을을 위위위한한한 시시시약약약

1)안드로겐 분석을 위한 시약

본 연구에서 대상으로 한 pregnenolone(PREG),dehydroepiandrosterone
(DHEA),testosterone (T),dihydrotestosterone (DHT)는 Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA)사의 특급 시약을 사용하였다. 내부 표준물질
(internalstandard,I.S.)로 사용된 d2-testosterone은 Cologne Laboratory
(InstituteofBiochemistry,GermanSportsUniversity,Germany)에서 합성
한 것을 이용하였다. 유도체화 시약은 Sigma-Aldrich사로부터
N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide(MSTFA),ammonium iodide
(NH4I)와 dithioerythritol(DTE)를 구입하여 1000:4:5(v:w:w)로 혼합한 용
액을 사용하였으며 머리카락 세척에 사용한 isopropylalcohol과 추출용매로
사용한 n-pentane는 HPLC grade로 JT Baker(Phillipsburg,NJ,USA)에
서 구입하였다.

2)콜레스테롤 분석을 위한 시약

본 연구에서 대상으로 한 콜레스테롤은 Sigma-Aldrich(StLouis,MO,
USA)에서 구입하였으며,내부표준물질 (internalstandard,I.S.)로 사용된
d6-cholesterol은 CambridgeIsotopeLab.(AndoverMA,USA)에서 합성한
것을 사용하였다.전처리 과정의 고체상 추출에서 필요한 Oasis HLB
cartridge(60mg,3mL)는 Waters사 (Milford,MA,U.S.A)로부터 구입하
여 사용하였다. 유도체화 시약은 Sigma-Aldrich사로부터



N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide(MSTFA),ammonium iodide
(NH4I)와 dithioerythritol(DTE)를 구입하여 1000:4:5(v:w:w)로 혼합한 용
액을 사용하였다.

(((222)))GGGlllooobbbaaalllmmmtttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg을을을 위위위한한한 시시시약약약

유도체화시약은 Sigma-Aldrich사로부터 N-methyl-N-trimethylsilyl-
trifluoroacetamide (MSTFA),N-trimethylsilyl-idazole (TMSI),trimethyl
chlorosilane(TMCS)를 구입하여 100:2:5(v:v:v)로 혼합한 용액을 사용하였
으며,머리카락 세척에 사용한 isopropylalcohol과 추출용매로 사용한
n-pentane과 ethylether는 HPLC grade로 JT Baker(Phillipsburg,NJ,
USA)에서 구입하였다.



333...분분분석석석 기기기기기기 및및및 작작작동동동 조조조건건건

(((111)))분분분석석석 기기기기기기 및및및 장장장치치치

Targeted metabolic profiling 실험에서 사용한 분석 기기는
Hewlett-Packard (HP)6890 PLUS Gas Chromatograph (GC)에 direct
interface로 연결된 5973MassSelectiveDetector(MSD)를 사용하였다.모
든 시료는 HP6890Seriesinjector를 사용하여 GC에 주입하였다.
Global metabolic profling 실험에서 사용한 분석 기기는 Thermo
Finnigan사의 Trace 2000 GC에 direct interface로 연결된 Thermo
Finnigan사의 Polaris Q를 사용하였고,data system으로 Xcalibur 1.3
version을 사용하였다.또한,모든 시료는 ThermoFinnigan사의 AS 2000
autosampler를 사용하여 GC에 주입하였다.
시료의 추출을 위하여 Rotary vacuum evaporator (Buchi,스위스),
Buhler7400 Tubingen 진탕기 (Edmond,독일),Varifuge-F 원심분리기
(Heraens,독일),Heatingblock(Gebr.Liebisch,독일),RML6LAUDA 냉
각기 (Germany),MaxiMixⅡ Thermolyne(U.S.A.)그리고 N2 purge용
Reacti-ThermTM (Pierce,U.S.A)등을 사용하였다.



(((222)))GGGCCC---MMMSSS작작작동동동 조조조건건건

Targetedmetabolicprofiling분석을 위하여 각각의 표준물질을 methanol
에 녹여 1000㎍/ml로 조제한 후,필요에 따라 희석하여 사용하였다.이온화
방법은 전자 충격법 (EI)이었으며 이온화에 사용한 전자 에너지는 70eV이
었다.전처리된 시료들을 분석하기 위해 질량 스펙트럼상의 특성이온
(characteristicion)만을 선택하여 검출하는 selectedionmonitoring(SIM)
방법을 이용하였다.
Globalmetabolicprofiling 분석을 위하여 전체적인 high concentration
metabolites를 비교하기 위한 SCAN 방법을 이용하였다.이온화 방법은 전
자 충격 (EI)이었으며 이온화에 사용한 전자 에너지는 70eV이었다.
Targetedmetabolicprofiling및 globalmetabolicprofiling분석을 위한
GC/MS작동조건은 Table1,Table2,Table3에 각각 나타내었다.



TTTaaabbbllleee 111...GC/MS operating conditions forTMS-ether derivatives of
androgens.

PPPaaarrraaammmeeettteeerrrsss CCCooonnndddiiitttiiiooonnnsss

Column Ultra-1(100% methylpolysiloxane,25m x

0.2mm I.D.x0.33㎛ film thickness)

Carriergas Heat0.8ml/min

Inletpressure 16psi

Splitratio 10:1

Injectionporttemp. 280℃

Detectortemp. 300℃

Oventemp.program

# Rate(℃/min) Temp.(℃) Time(min)

1 230 2

2 4 240 5

3 15 300



TTTaaabbbllleee 222...GC/MS operating conditions forTMS-etherderivatives of
cholesterol.

PPPaaarrraaammmeeettteeerrrsss CCCooonnndddiiitttiiiooonnnsss

Column Ultra-1(100% methylpolysiloxane,13m x

0.2mm I.D.x0.33㎛ film thickness)

Carriergas Heat0.9ml/min

Inletpressure 121pka

Splitratio 10:1

Injectionporttemp. 260℃

Detectortemp. 280℃

Oventemp.program

# Rate(℃/min) Temp.(℃) Time(min)

1 210 1.0

2 4 230 1.0

3 10 315 0.0



TTTaaabbbllleee 333...GC/MS operating conditions forTMS-ether derivatives of
globalmetabolicprofiling.

PPPaaarrraaammmeeettteeerrrsss CCCooonnndddiiitttiiiooonnnsss

Column Ultra-1(100% methylpolysiloxane,25m x

0.2mm I.D.x0.33㎛ film thickness)

Carriergas Heat0.8ml/min

Inletpressure 121pka

Splitratio 50:1

Injectionporttemp. 250℃

Detectortemp. 300℃

Oventemp.program

# Rate(℃/min) Temp.(℃) Time(min)

1 80 2

2 10 300 3



444...실실실험험험방방방법법법

(((111)))머머머리리리카카카락락락 시시시료료료의의의 세세세척척척 과과과정정정

머리카락 외부에 있는 불순물과 지질을 제거하기 위하여 머리카락을 증류
수로 세척 한 후 isopropylalcohol로 20분간 세척한다.세척 한 머리카락
을 상온에서 1시간 정도 건조시킨 후 60℃에서 1시간 동안 완전히 건조시
킨다.표면적을 넓히고 추출 효율을 높이기 위하여 핀셋과 수술용 가위로
1-2mm 길이로 머리카락을 자른 후 무게를 재어 사용했다.

(((222)))TTTaaarrrgggeeettteeedddmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg을을을 위위위한한한 전전전처처처리리리 과과과정정정

1)안드로겐 분석을 위한 전처리 과정

머리카락에 내부 표준물질 (I.S)인 d2-testosterone(1ppm)10㎕를 넣었
다.1M NaOH 1ml을 넣은 후 80℃ 조건에서 1시간 가수분해 시킨다.혈
장 시료의 경우,혈장 1ml에 내부표준물질을 넣고 β-glucuronidase100㎕
를 넣은 후 55℃조건에서 1시간동안 가수분해 시킨다.0.1M 인산 완충용
액 (pH 7.0)1ml첨가하고 pH 를 10-11로 맞춘 후 n-pentane3ml을 가
하여 20분간 진탕기를 사용하여 추출한다.이를 원심분리기 2,500rpm에서
5분 동안 수행하여 층 분리를 한 후,유기용매 층만 시험관에 담는다.위 추
출 과정을 두 번 반복하여 수행한다.추출된 유기용매를 N2gas를 이용하여
증발 시키고,데시케이터에서 30분 이상 충분히 건고시킨다.분석물질을
GC/MS로 분석하기 위하여 시험관에 MSTFA/NH4I/DTE (1000:4:5,
v/w/w)의 혼합용액 30㎕을 첨가하여 60℃에서 15분간 TMS-ether유도
체 시킨 후 이 중 2㎕를 취하여 GC/MS로 주입하였다 (Figure6).



Hair 50 mg
( plasma 1 ml)

Alkaline hydrolysis

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

ISTD (d
2
-testosterone) 

1ml of 1M NaOH heat at 80℃ for 1hr 
(plasma ; 100 ㎕ of β-glucronidase
heat at 55 ℃ for 1 hr )
1ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0)
Adjust to pH 10-11 with 2 M HCl

n-pentane (3ml×2)
Shaking & centrifugation
Evaporate organic layer to dryness

MSTFA:NH
4
I:DTE (1000:4:5, v,w,w)

At 60 ℃ for 15min

Hair 50 mg
( plasma 1 ml)

Alkaline hydrolysis

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

ISTD (d
2
-testosterone) 

1ml of 1M NaOH heat at 80℃ for 1hr 
(plasma ; 100 ㎕ of β-glucronidase
heat at 55 ℃ for 1 hr )
1ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0)
Adjust to pH 10-11 with 2 M HCl

n-pentane (3ml×2)
Shaking & centrifugation
Evaporate organic layer to dryness

MSTFA:NH
4
I:DTE (1000:4:5, v,w,w)

At 60 ℃ for 15min

FFFiiiggguuurrreee666...Thediagram ofandrogenspretreatmentfrom humanhairand
plasma.



2)콜레스테롤 분석을 위한 전처리 과정

머리카락 1mg에 내부 표준물질인 d6-cholesterol(100ppm)를 넣었다.여
기에 6M KOH와 ethanol을 각각 1ml씩 첨가 한 후 60℃ 조건에서 1시
간동안 가수분해 시킨다.고체상 추출을 위해 OasisHLB cartridge를 준비
한 후 활성화를 위해 메탄올 1ml과 증류수 1ml을 차례로 흘려준 후 로딩
(loading)시킨다.불순물제거를 위해 증류수 1ml로 충분히 씻어 낸 후 메
탄올 5ml로 용출시켰다.이 용출액을 감압증류기 (evaporator)를 이용하여
증발시키고 데시케이터에서 30분 이상 충분히 건고시킨다.분석물질을
GC/MS로 분석하기 위하여 시험관에 MSTFA/NH4I/DTE (1000:4:5,
v/w/w)의 혼합용액 50㎕을 첨가하여 60℃에서 20분간 TMS-ether유도
체 시킨 후 이 중 2㎕를 취하여 GC/MS로 주입하였다 (Figure7).



Hair 1 mg

Alkaline hydrolysis

Solid-phase extraction

Derivatization

GC-MS

ISTD (d
6
-cholesterol) 

1 ml of 6 M KOH
1 ml of ethanol
Heat at 60 ℃ for 1 hr

Apply on Oasis HLB cartridge
Wash with 1 ml of MeOH & D.W
Elute with 5 ml of MeOH

MSTFA:NH
4
I:DTE (1000:4:5, v/w/w)

At 60 ℃ for 20min

Hair 1 mg

Alkaline hydrolysis

Solid-phase extraction

Derivatization

GC-MS

ISTD (d
6
-cholesterol) 

1 ml of 6 M KOH
1 ml of ethanol
Heat at 60 ℃ for 1 hr

Apply on Oasis HLB cartridge
Wash with 1 ml of MeOH & D.W
Elute with 5 ml of MeOH

MSTFA:NH
4
I:DTE (1000:4:5, v/w/w)

At 60 ℃ for 20min

FFFiiiggguuurrreee777...Thediagram ofcholesterolpretreatmentfrom human hair.



(((333)))GGGlllooobbbaaalllmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg을을을 위위위한한한 전전전처처처리리리 과과과정정정

머리카락 5mg에 1M NaOH를 1ml넣은 후 80℃ 조건에서 1시간 가
수분해 시킨다.0.1M 인산 완충용액 (pH 7.0)1ml첨가하고 pH 를 10-11
로 염기성 조건으로 맞춘 후 n-pentane3ml을 가하여 20분간 진탕기를
사용하여 추출한다.이를 원심분리기 2,500rpm에서 5분 동안 수행하여 층
분리를 한 후,유기용매 층만 시험관에 담는다.위 추출 과정을 두 번 반복
하여 수행한다.HCl로 pH를 2-3으로 산성조건으로 맞춘 후 염기성 조건과
동일한 방법으로 추출과정을 수행하였다.혈장의 경우,시료 250㎕에 0.6N
HCl1ml을 넣은 후 80℃ 조건에서 1시간 동안 가수분해 시킨다.산성
(pH=2-3),약산성(pH=5-6),염기성(pH=9-10)조건으로 맞춘 후 ethylether
5ml로 추출 과정을 수행하였다.추출된 유기용매를 N2gas를 이용하여 증
발 시키고,데시케이터에서 30분 이상 충분히 건고시킨다.분석물질을
GC/MS로 분석하기 위하여 시험관에 MSTFA/TMCS/TMSI(100:2:5,
v/v/v)의 혼합용액 50㎕을 첨가하여 60℃에서 15분간 TMS-ether유도
체 시킨 후 이 중 2㎕를 취하여 GC/MS로 주입하였다 (Figure8,9).



Hair 5 mg

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

pH 2-3 pH 9-10

Alkaline hydrolysis
1 ml of 1 M NaOH
Heat at 80 ℃ for 1 hr 

MSTFA:TMCS:TMSI (100:2:5, v/v/v)
At 60 ℃ for 15min

n-pentane (3ml×2)

Hair 5 mg

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

pH 2-3 pH 9-10

Alkaline hydrolysis
1 ml of 1 M NaOH
Heat at 80 ℃ for 1 hr 

MSTFA:TMCS:TMSI (100:2:5, v/v/v)
At 60 ℃ for 15min

n-pentane (3ml×2)

FFFiiiggguuurrreee 888...The diagram ofpretreatmentfrom human hairforglobal
metabolicprofiling.



Plasma 250 ㎕

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

pH 2-3 pH 9-10

Acidic hydrolysis

MSTFA:TMCS:TMSI (100:2:5, v/v/v)
At 60 ℃ for 15min

Ethyl ether 5ml

pH 5-6

1 mL of 0.6 N HCl
Heat at 80  oC for 1 hr

Plasma 250 ㎕

Liquid-liquid extraction

Derivatization

GC-MS

pH 2-3 pH 9-10

Acidic hydrolysis

MSTFA:TMCS:TMSI (100:2:5, v/v/v)
At 60 ℃ for 15min

Ethyl ether 5ml

pH 5-6

1 mL of 0.6 N HCl
Heat at 80  oC for 1 hr

FFFiiiggguuurrreee999...Thediagram ofpretreatmentfrom humanplasmaforglobal
metabolicprofiling.



555...통통통계계계분분분석석석

(((111)))주주주성성성분분분 분분분석석석

다변량 자료에 존재하는 비정규성(abnormality)이나 이상치(outliers;측정
된 변수들 면에서 다른 개체들과 상이한 개체)를 발견하기 위하여 변수들의
상관관계(공분산 행렬 혹은 상관 행렬 이용)상관관계가 존재하지 않는 새
로운 변수(주성분;principalcomponent)들을 구한다.PCA방법은 또한 주성
분 점수를 이용하여 실험 개체들을 그룹으로 나누는데도 사용된다.

(((222)))판판판별별별분분분석석석

판별분석(discriminantanalysis)은 2개 이상의 모집단으로부터의 표본이
섞여 있을 때 각각의 케이스(case)에 대하여 그것이 어느 모집단에 속해 있
는지를 판별(discriminate)하기 위해 함수를 만들어서 판별작업을 실시하는
분석방법이다.판별분석에서는 소속그룹이 이미 알려진 케이스에 대하여 변
수를 측정하고,이 변수들의 선형함수를 작성하여 판별에 유용한 변수로 변
환한다.이들을 판별함수(discriminantfunction)라 한다.판별함수가 정해지
면 소속이 명확하지 못한 케이스에 대하여 독립변수의 값을 측정한 후에 이
케이스가 어느 그룹에 소속해 있는지를 판별할 수 있다.



ⅣⅣⅣ... 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...안안안드드드로로로겐겐겐의의의 대대대사사사프프프로로로필필필 설설설정정정

(((111)))전전전처처처리리리 방방방법법법과과과 유유유도도도체체체화화화 방방방법법법의의의 확확확립립립

안드로겐을 머리카락으로부터 추출하기 위하여 효과적인 전처리 과정을
정립하였다.이를 위해 산성,염기성 조건에서 가수분해 조건을 테스트한 결
과 염기성 조건인 80℃에서 1시간동안 가수분해하는 조건이 가장 적합하였
다.안드로겐의 경우 비극성 용매인 n-pentane을 사용함으로써 높은 회수율
과 함께 보다 선택적인 추출이 가능하였다.안드로겐류는 수산화기 뿐만 아
니라 케톤기를 가지고 있으며 이로 인해 GC로의 분석에 어려움이 있으므로
극성을 감소시키기 위하여 유도체화의 설정이 필요하다.이를 위해 반응 조
작이 간편한 MSTFA:NH4I:DTE (1000:4:5)혼합액을 이용하였고 이때
DHEA는 [M]+인 m/z=432,PREG는 [M-CH3]+인 m/z=445,T와 DHT는
[M]+인 432,434이온이 각각 주 봉우리로 나타났으며 각각의 질량 스펙트
럼 상에서의 특성 이온과 상대 머무름 시간을 Table4에 정리하여 나타내었
다.Figure10에는 선정된 유도체화 방법과 최적화된 GC/MS를 적용하여
얻은 표준물질의 질량 스펙트럼을 나타내었고,Figure11에는 표준물질과 앞
서 서술한 전처리 과정을 적용하여 실제 머리카락 샘플에 적용한 크로마토그
램을 나타내었다.
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FFFiiiggguuurrreee111000...Massspectraoftrimethylsilylderivativesofandrogen.



Dihydrotestosterone
(DHT)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
200000
400000
600000
800000

1000000
1200000
1400000
1600000
1800000
2000000

m/z-->

Abundance 434143

73

202
105 377343292239

(M+= 434)
419

TMSO

OTMS

H

Dihydrotestosterone
(DHT)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
200000
400000
600000
800000

1000000
1200000
1400000
1600000
1800000
2000000

m/z-->

Abundance 434143

73

202
105 377343292239

(M+= 434)
419

TMSO

OTMS

H

Testosterone 
(T)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

500000
1000000
1500000
2000000
2500000
3000000
3500000
4000000
4500000

m/z-->

Abundance 432

73

209143 301105 247181 342 404373

(M+= 432)

417

TMSO

OTMS
Testosterone 

(T)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

500000
1000000
1500000
2000000
2500000
3000000
3500000
4000000
4500000

m/z-->

Abundance 432

73

209143 301105 247181 342 404373

(M+= 432)

417

TMSO

OTMS

FFFiiiggguuurrreee111000...Continued.



TTTaaabbbllleee444...CharacteristicionsandrelativeretentiontimesofTMS-ether
derivatizedsteroidsfordetectionbyGC/MS.

aQuantitativeionsareunderlined.
bRetentiontimerelativetothoseofd2-TestosteroneasI.S.

Steroids Characteristic Ions (m/z)a     R.R.T.(min)b

 Dehydroepiandrosterone (DHEA)  432, 417, 327  0.895

 Pregnenolone (PREG)  445, 460, 355  1.151

 Testosterone (T)  432, 417, 360  0.996

 Dihydrotestosterone (DHT)  434, 419, 405  0.956

 d2-Testosterone (I.S)  434, 417, 147  1.000 
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FFFiiiggguuurrreee111111...Totalionchromatogram of(A)standardmixture(B)androgen
from human hair.1;DHEA,2;DHT,3;T.4;PREG,and
d2-testosterone(I.S.).



(((222)))안안안드드드로로로겐겐겐 분분분석석석을을을 위위위한한한 표표표준준준 검검검정정정 곡곡곡선선선

분석 대상 물질인 안드로겐의 검정범위는 머리카락 시료 내에서 검출되는
안드로겐의 농도를 기준으로 하여 검정 농도 범위를 0.05-50.00ng/g으로
정하고,대상 안드로겐들을 모두 혼합하여 농도별로 6개의 검정용 표준 혼
합물을 만들었다.이 검정용 표준혼합물을 본 실험 방법에 따라 추출한 후
TMS로 유도체화 하였으며,이들을 GC/MS로 분석하여 검정곡선을 작성하
였다.검정곡선의 직선성은 안드로겐의 감응도와 내부표준물질의 감응도를
비교하여 회귀분석을 실행하여 얻었다.그 결과 안드로겐의 R2값은 0.990이
상 이었다 (appendix).

(((333)))생생생체체체 시시시료료료 내내내의의의 농농농도도도 결결결정정정과과과 대대대사사사 프프프로로로필필필에에에 대대대한한한 고고고찰찰찰

탈모 환자의 머리카락과 혈장에서 안드로겐 스테로이드를 정량한 결과는
Tabale5-7에 나타내었다.본 연구에서의 결과를 살펴보면,finasteride복
용 전후의 남성 탈모 환자의 머리카락과 혈장에서의 안드로겐 중 DHEA,
PREG,T의 경우 두 군에서 어떠한 차별성도 없었다.두정부의 머리카락에
서는 finasteride복용 후 DHT 수치가 크게 감소하였으나,후두부의 머리카
락에서는 finasteride복용 전후 정량값에 차이가 없었다.5α-reductaseⅡ
의 활성도의 지표로 알려진 DHT/T는 finasteride복용 후 두정부 머리카락
에서 감소하여 5α-reductaseⅡ 의 활성이 감소한 것으로 예측할 수 있었다
(p< 0.005,Figure12).반면 후두부 머리카락에서는 DHT/T 는 두 군 사
이에서 어떠한 차별성도 없었다.머리카락은 각각의 부위 마다 다른 특성을
가지고 있다고 알려져 있다.탈모가 일어나지 않는 후두부 보다는 탈모가
일어나는 남성탈모 환자의 전두부 및 두정부 모낭 에서 5α-reductaseⅡ의
활성과 안드로겐 수용체의 수치가 더 높다고 보고된 바가 있다.51)또한 남



성탈모 환자와 정상인의 머리카락에서 DHT,DHT/T 수치는 두정부에서 차
별성이 있는 반면 후두부에는 어떠한 차이도 없다고 보고되었다.52)따라서
남성 탈모는 두정부의 안드로겐 분포에 영향을 받는 다고 예상할 수 있다.
혈장이나 혈청에서 DHT 수치는 탈모의 병리 생리학에 있어서 매우 중요
하다.6개월 동안 finasteride치료를 받은 탈모 환자의 혈청에서 DHT 수치
는 60-70% 감소했다는 보고가 있다.53)본 실험결과 5개월 동안 finasteride
복용 한 탈모 환자의 혈장에서 DHT,DHT/T가 현저하게 감소하였다 (p<
0.001,p< 0.001,Figure13).결과적으로 finasteride는 5α-reductaseⅡ의
활성을 억제하고 혈장과 두정부 머리카락의 DHT를 감소시킨다고 할 수 있
다.이러한 결과를 통하여 biologicalmatrix로써 머리카락 자체로 남성 탈
모 환자에서 finasteride약물 효과를 연구할 수 있다는 가능성을 확인할 수
있었다.



TTTaaabbbllleee555...Thelevels(ng/g)andrelativeratiosofandrogensinvertex
scalphairofMPBbefore-andafter-finasterideadministration.

Steroids

Before- finasteride 

administration

(n
a
=21)

After- finasteride 

administration

(n=21)

t-test

(p value)

mean±SD mean±SD

 DHEA 1.66±0.60 1.52±0.35 NS
b 

 PREG 7.68±5.46 6.45±4.63 NS

 T 10.96±2.66 12.24±4.19 NS

 DHT 0.73±0.40 0.47±0.24 p < 0.05

 

 DHT/T ratio 0.07±0.03 0.04±0.02 p < 0.005

an:numberofsubjects
b NS:no significant;statisticalsignificance was determined by the
studentt-test.



TTTaaabbbllleee666...Thelevels(ng/g)andrelativeratiosofandrogensinoccipital
scalphairofMPBbefore-andafter-finasteride administration.

Steroids

Before- finasteride 

administration

(n
a
=21)

After- finasteride 

administration

(n=21)

t-test

(p value)

mean±SD mean±SD

 DHEA 1.39±0.40 1.45±0.47 NS
b

 PREG 4.51±6.43 4.20±4.95 NS

 T 9.62±2.94 11.42±3.68 NS

 DHT 0.58±0.38 0.43±0.29 NS

 

 DHT/T ratio 0.06±0.03 0.04±0.03 NS

an:numberofsubjects
b NS:no significant;statisticalsignificance was determined by the
studentt-test.



TTTaaabbbllleee777...Thelevels(ng/g)andrelativeratiosofandrogensinplasmaof
MPBbefore-andafter-finasteride administration.

Steroids

Before- finasteride 

administration

(n
a
=11)

After- finasteride 

administration

(n=11)

t-test

(p value)

mean±SD mean±SD

 DHEA 15.57±6.45 12.09±4.98 NS
b

 PREG 3.25±2.15 1.93±1.58 NS

 T 4.43±1.06 5.36±1.84 NS

 DHT 1.24±0.39 0.56±0.33 p < 0.001

 

 DHT/T ratio 0.28±0.06 0.11±0.06 p < 0.001

an:numberofsubjects
b NS:no significant;statisticalsignificance was determined by the
studentt-test.
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FFFiiiggguuurrreee111222...DHT/T ratioin(a)vertexand(b)occipitalhairbefore-and
after- finasteride administration.The DHT/T ratio indicates
theactivityof5α-reductasetypeⅡ.TheDHT/T ratioafter-
finasterideadministration waslowerthan before- finasteride
administration in vertex scalp hairwith MPB (p < 0.005).
Thereisnodifferencebetweenbefore-andafter-finasteride
administrationinoccipitalhair.
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FFFiiiggguuurrreee 111333...DHT/T ratio in plasma before- and after- finasteride
administration. The DHT/T ratio after- finasteride
administration was lower than before- finasteride
administrationinplasmawithMPB(p<0.001).



222...GGGlllooobbbaaalllmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg의의의 설설설정정정

(((111)))pppHHH 조조조건건건별별별 크크크로로로마마마토토토그그그램램램

산성 (pH=2-3)과 염기성 (pH=9-10)조건에서의 가수분해시 추출되는 머
리카락 내의 다양한 globalmetabolites들의 크로마토그램 형태를 비교하였
다.머리카락의 경우,산 조건에서 정상인과 탈모환자를 비교해 보면 추출된
globalmetabolites들의 크로마토그램은 다소 다른 패턴을 나타낸다는 것을
알 수 있었다.또한 크로마토그램상의 패턴을 통해 finasteride복용 전후에
있어서 머리카락 내에서의 globalmetabolites들의 변화가 나타났음을 알 수
있었다.게다가 finasteride복용 후와 정상인에 있어서 크로마토그램의 패턴
이 비슷한 경향을 나타내므로 이는 finasteride복용 후에 머리카락 내에서
의 global metabolites의 변화가 정상인과 비슷한 형태로 그 global
metabolites들이 변화했다는 것을 의미한다(Figure14).그러나,염기 조건에
서의 가수분해 과정을 통해서 추출된 globalmetabolites들은 finasteride복
용 전후 및 정상인에 있어서 크게 차별화되지 않았다.이러한 결과를 통해
서,산 조건의 가수분해 과정에서 추출된 globalmetabolites들이 finasteride
복용 후에 있어서 변화되었으며,finasteride 복용 후의 이러한 global
metabolites들의 변화는 정상인에 가까운 형태로 변화된다는 것을 알 수 있
었다. 혈장에서의 경우, finasteride 복용 전후의 탈모환자에서 산성
(pH=2-3),약산성 (pH=5-6),염기성 (pH=9-10)조건에서 추출된 global
metabolites들을 변화를 살펴보았다.약산성 조건에서 finasteride복용 전후
에 있어서 globalmetabolites들의 변화가 나타났음을 알 수 있었다(Figure
15).17.0-28.0min사이에 나타나는 미지의 대사체들이 finasteride복용 후
감소하는 경향을 나타내었다.그러나 산성,염기성 조건에서의 가수분해 과
정을 통해서 추출된 globalmetabolites들은 크게 차별화되지 않았다.
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FFFiiiggguuurrreee111444...Totalionchromatogramsofhairglobalmetabolicprofilingin
acidiccondition(pH=2-3).(a)normal(b)before-finasteride
administration(c)after-finasterideadministration.
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FFFiiiggguuurrreee111555.Totalionchromatogramsofplasmaglobalmetabolicprofiling
in weak acidic condition (pH=5-6).(a)before- finasteride
administration (b) after- finasteride administration. This
chromatographic profile demonstrates that abundance of
unknownpeaksontheretentiontimerange17.0-28.0min
weredecreasedafter-finasterideadministration.
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Globalmetabolicprofiling의 분석을 통하여 이때의 크로마토그램의 피크
의 시간과 면적 데이터를 이용하여 주성분 분석을 실시하였다.머리카락의
경우,산성 (pH=2-3)과 염기성 (pH=9-10)의 두 가지 조건에서 추출된
globalmetabolites들을 분석하여 이들이 정상군과 finasteride복용 전후의
탈모환자에 있어서 어떠한 경향으로 변화하는지에 대하여 연구하였다.산
조건에서 추출한 경우에는 정상인과 탈모환자 군에서 주성분의 차이가 확연
히 나타났고,finasteride복용 전후에 있어서도 두 군에서 대체적으로 주성
분이 분리되는 것을 볼 수 있었다.염기성 조건에서 정상인과 탈모환자 군
에서 주성분의 차이가 나타남을 확인할 수 있었지만,finasteride복용 전후
에 있어서는 주성분이 겹치는 경향이 나타나는 것을 알 수 있었다 (Figure
16).
혈장에서의 경우,finasteride복용 전후의 탈모환자에서 산성 (pH=2-3),
약산성 (pH=5-6),염기성 (pH=9-10)조건에서 추출된 globalmetabolites들을
변화를 살펴보았다.약산성 조건에서 추출한 경우 finasteride복용 전후 대
체적으로 주성분이 분리되는 것을 확인할 수 있었다.반면,산성과 염기성
조건에서는 주성분이 겹치는 경향이 나타나는 것을 알 수 있었다 (Figure
17).
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FFFiiiggguuurrreee111666...Principalcomponentanalysisofhairglobalmetabolicprofiling.
(A)extractionwithacidiccondition(pH=2-3)(B)extractionwith
basiccondition(pH=9-10).
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FFFiiiggguuurrreee 111777...Principalcomponent analysis of plasma globalmetabolic
profiling.(A) extraction with acidic condition (pH=2-3) (B)
extraction with weak acidiccondition (pH=5-6)(C)extraction
withbasiccondition(pH=9-10).
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본 연구에서는 K-nearestneighbor판별 분석법을 이용하여 어느 정도의
분리도를 나타내는지 알아보았다.Trainingsample을 70%로 지정하고,소
속이 명확하지 않은 케이스를 validationsample로 30%를 정하여 판별 분
석을 행하였다.
머리카락의 경우,산성 조건에서 정상인과 finasteride복용 전후의 탈모환
자가 확연하게 분리되는 것을 확인할 수 있었다.산성 (pH=2-3)조건에서의
세군의 totalclassificationaccuracy는 90.01%로 좋은 분리도를 나타내었
다.또한 염기성 (pH=9-10)조건에서의 세 군의 totalclassificationaccuracy
는 70.14%로 좋은 분리도를 나타내었다.이러한 판별 분석을 통해 미지의
대사체들이 정상인과 finasteride복용 전후의 탈모환자 세 군에서 다른 특
성을 가지고 있다는 것을 확인할 수 있었다 (Figure18).
혈장의 경우,약산성 (pH=5-6)조건에서 추출한 경우 finasteride복용 전후
의 탈모환자가 확연하게 분리되는 것을 확인 할 수 있었다.약산성 조건에
서의 세군의 totalclassificationaccuracy는 96.05 %로 좋은 분리도를 나타
내었다.반면,산성 (pH=2-3)과 염기성 (pH=9-10)조건에서 추출한 경우
totalclassificationaccuracy가 70%이하로 두 군이 분리되지 않는 것을 확
인할 수 있었다 (Figure19).
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FFFiiiggguuurrreee111888...Discriminantanalysisofhairglobalmetabolicprofiling.
(A)extraction with acidic condition (pH=2-3)(B)extraction
withbasiccondition(pH=9-10).



FFFiiiggguuurrreee111999...Discriminantanalysisofplasmaglobalmetabolicprofiling.
(A)extraction with acidic condition (pH=2-3)(B)extraction
withweakacidiccondition(pH=5-63)(C)extractionwithbasic
condition(pH=9-10).
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GC/MS로부터 얻은 크로마토그램을 통하여 정상인을 기준으로 남성 탈모
환자의 massspectrum에서 up,down regulation 정도를 나타내는 mass
pattern을 찾았고, finasteride를 복용하기 전의 탈모환자를 기준으로
finasteride 복용 후의 남성 탈모환자의 mass spectrum에서 up,down
regulation정도를 나타내는 masspattern을 찾았다 (Figure20).Difference
factor spectrum을 통하여 남성대머리에서 특이적인 변화를 보이며
biomarker후보 물질로서 가치가 있는 몇 가지 massspectrum 패턴을 찾았
다.이러한 패턴 중에서 콜레스테롤등 몇 가지 후보 대사체를 도출하였다
(Figure21).이를 바탕으로 콜레스테롤이 biomarker로써 가능성이 있는지
알아보기 위하여 finasteride복용 전후의 남성 탈모환자의 머리카락에서 콜
레스테롤의 분석 방법을 정립하고 콜레스테롤의 프로필 변화에 대하여 살펴
보고자 하였다.



A)

Mo
re

ab
un
da
nt

in
 M
PB
 

Le
ss
ab
un
da
nt

in
 M
PB

Group 1Group 1
m/z :  191.5004

208.4921
209.5106…….

Group 2Group 2
m/z :  73.4812

77.5029
117.4985
129.4824
130.5372…….

Mo
re

ab
un
da
nt

in
 M
PB
 

Le
ss
ab
un
da
nt

in
 M
PB

Group 1Group 1
m/z :  191.5004

208.4921
209.5106…….

Group 2Group 2
m/z :  73.4812

77.5029
117.4985
129.4824
130.5372…….

B)

Group 1Group 1

Group 2Group 2

Mo
re

ab
un
da
nt

in
 M
PB
 

Le
ss
ab
un
da
nt

in
 M
PB

m/z :70.5004
141.4921
213.6214
265.0210…….

m/z :147.3620
207.5823
…….

Group 1Group 1

Group 2Group 2

Mo
re

ab
un
da
nt

in
 M
PB
 

Le
ss
ab
un
da
nt

in
 M
PB

m/z :70.5004
141.4921
213.6214
265.0210…….

m/z :147.3620
207.5823
…….

FFFiiiggguuurrreee222000...Differencefactorspectrum ofhairglobalmetabolicprofiling.
(A) MPB before- finasteride administration : MPB after-
finasterideadministration(B)Normal:MPB before-finasteride
administration.



MRL-MPB-Hair-M1 MRL-MPB-Hair-M2

MRL-MPB-Hair-M3 MRL-MPB-Hair-M4

MRL-MPB-Hair-M5

100 200 300 400 500
m/z

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

Re
la
tiv
e 
Ab
un
da
nc
e

368.3

207.1
329.3

145.2
73.1

91.2 255.3159.2 458.4
369.2

163.3 213.2
443.4281.1

327.3

Cholesterol

MRL-MPB-Hair-M1 MRL-MPB-Hair-M2MRL-MPB-Hair-M2

MRL-MPB-Hair-M3MRL-MPB-Hair-M3 MRL-MPB-Hair-M4

MRL-MPB-Hair-M5MRL-MPB-Hair-M5

100 200 300 400 500
m/z

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

Re
la
tiv
e 
Ab
un
da
nc
e

368.3

207.1
329.3

145.2
73.1

91.2 255.3159.2 458.4
369.2

163.3 213.2
443.4281.1

327.3

Cholesterol

FFFiiiggguuurrreee222111...Biomarkercandidatesfrom differencefactorspectrum.
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콜레스테롤을 머리카락으로부터 추출하기 위하여 효과적인 전처리 과정을
정립하였다.이를 위해 산성,염기성 조건에서 가수분해 조건을 테스트한 결
과 염기 조건에서 회수율이 증가하였고 세포막의 지질을 용해시키는 효과가
있는 에탄올을 첨가하여 최적 추출 조건인 6M KOH 1ml과 에탄올 1ml
을 넣고 60℃에서 시간 가수분해를 시킴으로써 92%이상의 회수율을 갖는
조건을 설정하였다.방해물질의 효과적인 제거와 원하는 분석물질의 추출
을 위해서 고체상 추출방법으로 OasisHLB cartridge를 사용하였다.Oasis
HLB cartridge는 친수성과 친유성 (hydrophilic& hydrophobic)의 균형을
맞춘 공중합체의 형태로 산성,염기성,중성 화합물에서 높은 회수율을 갖는
다.54)분석물질을 카트리지에 흡착 시킨 후 분석의 방해물질들을 제거하기
위하여 증류수를 흘려주었고 메탄올을 이용하여 용출시킨다.콜레스테롤의
수산기의 극성을 완화시켜 GC를 이용한 분석에 적합하게 하고 휘발성을 증
대시키기 위하여 TMS-ether로 유도체화 하였다.
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기본적으로 세 개의 육탄소 고리 와 한 개의 오탄소 고리로 구성된 융합
고리화합물이 스테로이드(steroid)로 분류되는데 이중에서 3번 위치에 수산
기가 있는 것을 콜레스테롤 이라고 한다.수산기의 극성을 완화하여 GC로
의 분석에 적합하게 하기 위하여 TMS-ether유도체화를 하였다.
TMS-ether로 유도체화한 콜레스테롤은 질량스펙트럼 상에서 m/z=458
[M]+,m/z=368[M-TMS-H2O]+,m/z=329[M-TMS-OC3H4]+등이 특징적으
로 나타났다.m/z=329 이온이 intensity는 높으나,머리카락 시료로부터
background의 영향을 받기 때문에 정량이온을 유도체 분자이온 (m/z=458
[M]+)을 선택하여 분석 및 정량하였다. 내부표준물질로 사용한
d6-cholesterol은 m/z=464 [M]+, m/z=374 [M-TMS-H2O]+, m/z=335
[M-TMS-OC3H4]+ 등이 특징적으로 나타났으며 이를 SIM 분석을 위한 특
성이온(characteristicion)으로 사용하였다.Figure22에는 콜레스테롤의 질
량 스펙트럼과 TMS-ether로 유도체화된 구조를 나타내었고,Figure23에는
사람의 머리카락 추출물로부터 얻은 GC/MS크로마토그램을 나타내었다.



50 100 150 200 250 300 350 400 450

100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
800000
900000
1000000
1100000

m/z-->

Abundance 329

207
129

368

45873

95
159 247 281

301185 227 416387

500

(M+= 458)

Cholesterol

TMSO

50 100 150 200 250 300 350 400 450

100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
800000
900000
1000000
1100000

m/z-->

Abundance 329

207
129

368

45873

95
159 247 281

301185 227 416387

500

(M+= 458)

Cholesterol

TMSO

FFFiiiggguuurrreee222222.Massspectraoftrimethylsilylderivativesofcholesterol.
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임으로 정한 정상인들의 머리카락 시료를 분석하여 얻어진 콜레스테롤의
농도를 기준으로 한 농도범위에 따라 6개의 농도점 (100,200,500,1000,
2000,5000㎍/g)을 선정하였다.이 검정용 표준물을 본 실험 방법에 따라
추출한 후 TMS로 유도체화 하였으며,이들을 GC/MS로 분석하여 검정곡선
을 작성하였다.검정곡선의 직선성은 콜레스테롤의 감응도와 내부표준물질
의 감응도를 비교하여 회귀분석을 실행하여 얻었다.그 결과 콜레스테롤의
R2값은 0.998이상으로 좋은 직선성을 보였다 (appendix).

(((444)))분분분석석석의의의 회회회수수수율율율 및및및 정정정확확확도도도,,,정정정밀밀밀도도도

콜레스테롤의 회수율 및 정확도,정밀도를 측정하기 위하여 매트릭스로
증류수를 사용하였다.본 연구에서 설정한 분석 방법에 따라 처리하여 분석
한 것과 전처리를 하지 않고 직접 유도체화하여 분석한 표준물질의 봉우리
면적을 비교하여 회수율(recovery)을 구하였으며,그 결과 92% 이상이었
다.정확도와 정밀도를 측정하기 위하여 증류수를 100,1000,2000㎍/ml씩
각각 가한 후,실제 주입시킨 양과 정량한 값을 비교하여 정확도를 구하였
으며,정량값들 간의 표준편차 (standarddeviation;SD)와 상대 표준 편차
(relativestandarddeviation;RSD)로부터 정밀도를 측정하였다.Inter-day
와 intra-day분석 결과 정확도는 1.30-5.51%이었으며,정밀도는 0.28-
7.02% (CV %)로 10%이하의 결과를 나타내었다.콜레스테롤의 구체적인
회수율과 정확도,정밀도는 Table8과 같다.



TTTaaabbbllleee888...Intra-andinter-dayassayforcholesterol.

aStandarddeviation
bCoefficientofvariation

Added
Amount
(μg/g)

Recovery
(%)

Intra-day(n=9) Inter-day(n=9)

Found
(mean±SDa)

CVb
(%)

accuracy
(%)

Found
(mean±SD)

CV
(%)

accuracy
(%)

92.00
100.00 96.69±3.31 3.44 3.34 97.09±6.76 7.02 1.56
1000.00 945.32±11.79 1.24 5.51 952.06±10.79 1.70 5.19
2000.00 2027.86±5.70 0.28 1.38 2023.80±5.65 0.38 1.30
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본 연구에서의 결과를 살펴보면,finasteride복용 전(mean±SD,1023±390
㎍/g)보다는 복용 후(mean±SD,1913±327㎍/g)에 남성 탈모 환자의 두정
부 머리카락 내에서 콜레스테롤이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (p<
0.001).또한 후두부 머리카락 내에서도 finasteride 복용 전(mean±SD,
1371±453㎍/g)보다는 복용 후(mean±SD,20002±489㎍/g)에 콜레스테롤이
증가하는 것을 확인 할 수 있었다 (p<0.001,Figure24).
본 연구 방법은 사람의 머리카락으로부터 콜레스테롤을 효과적으로 추출할
수 있도록 하며,소량의 머리카락 시료로도 기체 크로마토그래피/질량분석기
를 이용하여 선택적이고 우수한 감도를 가지는 최적의 분석 조건을 제공한다.
따라서 본 발명을 이용할 경우 분석 감도의 확보,정확성,재현성,분석의 신
속성 및 간편성 등을 만족시킬 수 있다.이로 인해 머리카락 중에서 콜레스테
롤의 함량을 정확하게 알 수 있고,머리카락 한 올에서도 콜레스테롤 검출 가
능성을 제시할 수 있으며,콜레스테롤을 연구하기 위한 정량 및 정성분석에
널리 이용될 것이라 기대된다.
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FFFiiiggguuurrreee222444...Cholesterollevelin(a)vertexand(b)occipitalhairbefore
andafterfinasterideadministration.Thecholesterollevelafter
finasteride administration was higherthan before finasteride
administration in vertex scalp hairwith MPB (p < 0.001).
Also,there is significantly difference between before and
afterfinasterideadministrationinoccipitalhair(P<0.001).



ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

본 연구에서는 생체 내 미량으로 존재하는 내인성 물질들의 확인과 정량
에 뛰어난 감도를 나타내 신뢰성이 높은 분석 방법으로 활용되고 있는 가스
크로마토그래피/질량분석기 (gaschromatography/massspectrometry)를 이
용하여 finasteride 복용 전후의 남성탈모 환자의 혈장과 머리카락에서
targetedmetabolicprofiling변화를 살펴보았다.또한 다양한 통계적 기술을
사용하여 정상인과 finasteride 복용 전후의 남성탈모환자의 global
metabolicprofiling의 변화를 살펴보고 남성탈모환자의 biomarker로서 가능
성이 있는 후보 대사체들을 도출하여 남성 탈모의 치료와 예방에 유용하게
사용할 수 있는 기초적인 자료를 제시하고자 하였다.

첫째,targetedmetabolicprofiling변화를 살펴보기 위하여 머리카락과 혈
장 시료 내에 미량으로 존재하는 안드로겐의 효과적인 분석법을 정립하였
다.염기성 가수분해 과정과 액체-액체 추출법으로 머리카락 내의 간섭물질
들을 제거함으로서 정확도,정밀도,회수율이 우수한 전처리 과정을 확립하
였으며,GC상에서의 property를 향상시키고 질량분석기에서의 감도를 높이
기 위하여 TMS-ether로 유도체화하여 GC/MS를 이용하여 안드로겐을 분
석 및 정량하였다.

둘째,finasteride복용 전후의 남성 탈모 환자의 머리카락과 혈장에서의
안드로겐 중 DHEA,PREG,T의 경우 두 군에서 어떠한 차별성도 없었다.
5α-reductaseⅡ 의 활성도의 지표로 알려진 DHT/T는 finasteride복용 후
두정부 머리카락과 혈장에서 감소하여 5α-reductaseⅡ 의 활성이 감소한
것으로 예측할 수 있다.이를 통해 biologicalmatrix로써 머리카락 자체로



남성 탈모 환자에서 finasteride약물 효과를 연구할 수 있다는 가능성을 확
인할 수 있었다.

셋째,정상인과 finasteride복용 전후의 알려지지 않은 미지의 대사체들이
어떠한 변화를 나타내는지에 대한 정보를 알아보고자 globalmetabolic
profiling을 위한 효과적인 전처리 방법을 설정하였다.다양한 실험 조건에서
검출되는 미지의 대사체들을 profiling하고,이로부터 얻은 정성 데이터를
주성분 분석 (PrincipalComponantAnalysis,PCA)및 K-nearestneighbor
판별 기법과 같은 통계적인 기술을 사용하여 globalmetabolicprofiling변
화를 살펴보았다.

넷째,1차적으로 각 조건에서 정상인과 finasteride복용 전후의 탈모환자
의 크로마토그램을 비교하여 차별성을 확인할 수 있었다.또한,주성분 분석
을 통하여 70% 이상의 주성분 차이를 확인할 수 있었고,판별 분석을 통
하여 각각의 군으로 나누어지는 것을 확인할 수 있었다.Differencefactor
spectrum을 통하여 남성대머리에서 특이적인 변화를 보이며 biomarker후
보 물질로서 가치가 있는 몇 가지 massspectrum 패턴을 찾았다.이러한
패턴 중에서 콜레스테롤등 몇 가지 후보 대사체를 도출하였다.

다섯째,머리카락 샘플 내에서의 방해물질의 영향을 적게 받을 수 있도록
소량의 머리카락 1mg을 사용하여 콜레스테롤을 분석하는 방법을 설정하였
다.간단한 머리카락을 세척방법과 염기성 가수분해,OasisHLB cartridge
를 이용한 추출로 신속하면서도 간단한 전처리를 통하여 정확도,정밀도,회
수율이 우수한 검출법을 개발하였다.GC 상에서의 property를 향상시키고
질량분석기에서의 감도를 높이기 위하여 TMS-ether로 유도체화하여
GC/MS를 이용하여 콜레스테롤을 분석 및 정량하였다



여섯째,globalmetabolicprofiling을 통하여 도출된 후보 대사체로써 콜레
스테롤의 가능성을 알아보고자 finasteride복용 전후의 탈모환자의 머리카
락 시료에서 콜레스테롤을 분석하였다.그 결과,finasteride복용 전 보다는
복용 후에 남성 탈모 환자의 두정부와 후두부 머리카락 내에서 콜레스테롤
이 증가하는 것을 확인할 수 있었다.
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ABSTRACT

TTTaaarrrgggeeettteeedddaaannndddggglllooobbbaaalllmmmeeetttaaabbbooollliiicccppprrrooofffiiillliiinnnggg
iiinnnppplllaaasssmmmaaaaaannndddssscccaaalllppphhhaaaiiirrrooofffpppaaatttiiieeennntttssswwwiiittthhhmmmaaallleee---pppaaatttttteeerrrnnn
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                                        HyeKyungRyu
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SungshinWomen'sUniversity

Malepatternbaldness(MPB)isheritableandstronglyandrogendependent.
Finasteride,oneofthemostpopulardrugsforMPB treatment,worksas
competitiveinhibitorof5α-reductaseⅡ.Inthisstudy,wetestedbefore
andafterMPB patientswastreatedwithfinasteride.Wealsoinvestigated
the change oftargeted and globalmetabolic profiling.Forthe sample
preparation,plasma and hairwere hydrolyzed and then extracted with
liquid-liquidextractionorsolid-phaseextraction.Thedriedresidueswere
derivatizedwithamixtureofMSTFA/NH4I/DTEorMSTFA/TMCS/TMSI.
Astheresults,theaccuracyandCV % wasshowed10-20% orso.The
correlationcoefficient(R2)oncalibarationcurvewasupto0.99.Therefore



thelinearityshowed.Wefoundthemostproperconditionandprocessed
for androgens,globalmetabolic profiling and cholesterol.In targeted
approachresults,theratioofDHT/T,asanindicatoroftheactivityof5α
-reductaseⅡ,wassignificantlydecreasedinvertexhairandplasmaafter
finasteridetreatment.Globalmetabolicprofilingmakesitpossibletofind
unknown metabolites could establish a differentnon-targeted metabolic
profilingbetweenbeforeandafterfinasteridetreatmentwithMPB inhair
and plasma from PCA and DA results.Also,we found an unknown
metabolite "MPL-MPB-Hair-M1…"and cholesterolfrom matching mass
spectrum using identified mass to charge (m/z) in difference factor
spectrum pattern.Basedontheseresult,wedetectedcholesterolwhichwas
significantly decreased in vertex and occipitalhairafterthefinasteride
treatment.
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Calibrationcurvesofmeasurementoftargetedmetabolicprofiling.
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