
(19) 대한민국특허청(KR)

(12) 등록특허공보(B1)

(45) 공고일자   2021년07월19일

(11) 등록번호   10-2278401

(24) 등록일자   2021년07월12일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12Q 1/6886 (2018.01)

(52) CPC특허분류

     C12Q 1/6886 (2018.05)

     C12Q 2521/101 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2019-7015966(분할)

(22) 출원일자(국제) 2015년08월24일

     심사청구일자   2020년08월06일 

(85) 번역문제출일자 2019년06월03일

(65) 공개번호       10-2019-0065479

(43) 공개일자       2019년06월11일

(62) 원출원         특허  10-2017-7007188

     원출원일자(국제)          2015년08월24일

     심사청구일자   2017년03월15일

(86) 국제출원번호   PCT/US2015/046519

(87) 국제공개번호   WO 2016/032947

     국제공개일자   2016년03월03일

(30) 우선권주장

62/041,197  2014년08월25일  미국(US)

(56) 선행기술조사문헌

Acta Neuropathol. Commun., Vol. 2, No. 58
(2014.06.02.)*

Oncotarget, Vol. 5, No. 6, pp. 1515-1525
(2014.01.28.)*

*는 심사관에 의하여 인용된 문헌

(73) 특허권자

듀크 유니버시티

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 스위트 406,
2812 에르윈 로드

(72) 발명자

얀, 하이

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

헤, 이핑

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

김순웅

전체 청구항 수 : 총  39  항  심사관 :    이준혁

(54) 발명의 명칭 빈발 돌연변이의 신속도 및 민감도 검출 방법

(57) 요 약

IDH1/2 및 TERT 프로모터에서 신속하게, 민감하게, 그리고 특이적으로 돌연변이를 검출하는 방법은 빈번하게, 그

리고 정교하게 국소화된 돌연변이를 경험하는 유전자의 특정 부분의 증폭을 사용한다. 단지 하나의 뉴클레오티드

만큼 상이한, 그리고 매우 낮은 비율로 존재할 수 있는 서열 사이를 식별하는 능력은 이러한 검정에 필수적이다.

등록특허 10-2278401

- 1 -

등록특허 10-2278401



(52) CPC특허분류

     C12Q 2525/117 (2013.01)

     C12Q 2527/101 (2019.08)

     C12Q 2531/113 (2013.01)

     C12Q 2600/166 (2013.01)
(72) 발명자

양, 루이

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

디플라스, 빌 헤이치.

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

한센, 랜던

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

비그너, 다렐

미국, 노스캐롤라이나 27705, 더럼, 박스 90083,
스위트 306, 에르윈 로드 2812, 듀크 유니버시티
내.

등록특허 10-2278401

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

종양을 가진 인간의 신체 샘플의 시험 방법으로서,

대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트로 상기 인간의 신체 샘플의 종양 DNA를 증폭시키는 단계로, 상기 프라이

머 세트는 서열 번호: 2, 5, 8 및 12 서열을  포함하고, 상기 프라이머는 TERT C228 또는 TERT C250; IDH1

R132; 및 IDH2 R172 영역을 증폭하는 프라이머인 것을 특징으로 하며, 신체 샘플에 상보적인 주형이 존재하는

경우 TERT 프로모터, IDH1 및 IDH2 서열을 포함하는 증폭 생성물을 생성시키며, 상기 프라이머들은 각각 3’ 말

단에 LNA-변형 뉴클레오티드를 포함하고 상기 증폭은 정량적 PCR 로서 수행되는 단계; 및

상기 종양 DNA의 증폭 생성물을 검출하는 단계;를 포함하는, 방법.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 서열 번호: 15 내지 21 서열을 포함하는 증폭 프라이머의 세트로 상기 신체 샘플에서 종양

DNA를 증폭하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 종양 DNA가 게놈 DNA인, 방법.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 종양 DNA가 사전-증폭 처리되는 게놈 DNA인, 방법.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 증폭 주기의 적어도 일부가 66℃ 이상에서 수행되는, 방법.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 상기 증폭의 상기 주기의 일부가 60℃ 이하에서 수행되는, 방법.

청구항 7 

제 1 항에 있어서, 상기 신체 샘플의 상기 종양 DNA의 분리된 분액이 하기를 포함한 프라이머의 세트로 증폭되

는, 방법: (a) 서열 번호: 1 내지 3; (b) 서열 번호: 4 내지 6; (c) 서열 번호: 3 및 6; (d) 서열 번호: 7 내

지 9; (e) 서열 번호: 9 및 10; (f) 서열 번호: 11 내지 13; (g) 서열 번호: 13 내지 14.

청구항 8 

제 4 항에 있어서, 상기 사전-증폭이 고충실도(high fidelity) DNA 폴리머라아제를 사용하는, 방법. 

청구항 9 

제 4 항에 있어서, 상기 사전-증폭이 66℃ 이상의 어닐링 온도를 사용하는, 방법.

청구항 10 

제 4 항에 있어서, 상기 사전-증폭이 68℃ 이상의 어닐링 온도를 사용하는, 방법.

청구항 11 

제 4 항에 있어서, 상기 사전-증폭이 멀티플렉스 반응으로서 수행되는, 방법.

청구항 12 
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제 1 항에 있어서, 상기 신체 샘플이 뇌 척수액 (CSF), 혈액, 림프, 혈청, 혈장, 소변, 타액, 점액, 및 눈물로

이루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

청구항 13 

제 1 항에 있어서, 상기 신체 샘플이 생검 샘플인, 방법.

청구항 14 

제 1 항에 있어서, 상기 신체 샘플이 침상 흡인(needle aspirate)인, 방법.

청구항 15 

제 1 항에 있어서, 상기 각 프라이머 3’ 말단의 LNA-변형 뉴클레오티드는 표적 변이 뉴클레오티드에 상보적인

것인, 방법.

청구항 16 

제 2 항에 있어서, 서열 번호: 15 내지 21의 프라이머 중 하나 이상의 프라이머는 이의 3' 말단에 LNA-변형 뉴

클레오티드를 포함하는, 방법.

청구항 17 

제 2 항에 있어서, 서열 번호: 15 내지 21의 상기 프라이머의 각각이 이의 3' 말단에 LNA-변형 뉴클레오티드를

포함하는, 방법.

청구항 18 

제 1 항에 있어서, 태그 서열이 상기 프라이머의 하나 이상의 상기 5' 말단에 부착되는, 방법.

청구항 19 

제 2 항에 있어서, 태그 서열이 상기 프라이머의 하나 이상의 상기 5' 말단에 부착되는, 방법.

청구항 20 

제 1 항에 있어서, 상기 방법은

(a) TERT C228T 절편 및 TERT C250T 절편, 및 (b) IDH1 R132H 절편 및 IDH1 야생형 절편을 포함하는 TERT/IDH1

용 이형접합체 칼리브레이터 플라스미드의 DNA를 상기 증폭 프라이머 세트로 증폭하는 단계; 및 

이형접합체 칼리브레이터 플라스미드 증폭 산물을 검출하는 단계; 를 더 포함하며,

여기에서 TERT 프로모터 및 IDH1 서열을 포함하는 증폭산물을 생성하기 위하여 각각의 상기 TERT 절편이 동등한

양 및 크기로 존재하고, 그리고 각각의 상기 IDH1 절편이 동등한 양 및 크기로 존재하는 것을 특징으로 하는, 

TERT 프로모터, IDH1 및 IDH2 서열을 포함하는 증폭 산물을 생성하는, 방법.

청구항 21 

종양을 가진 인간의 신체 샘플의 시험 방법으로서,

대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트로 상기 인간의 신체 샘플의 종양 DNA를 증폭시키는 단계로, 상기 프라이

머 세트는 각각 3’ 말단에 LNA-변형 뉴클레오티드를 포함하는 서열 번호: 2, 5, 8 및 12 서열을 포함하고, 상

기 프라이머는 TERT C228 또는 TERT C250; IDH1 R132; 및 IDH2 R172 영역을 증폭하는 프라이머인 것을 특징으

로 하며, 신체 샘플에 상보적인 주형이 존재하는 경우 TERT 프로모터, IDH1 및 IDH2 서열을 포함하는 증폭 생성

물을 생성시키고 상기 증폭은 정량적 PCR 로서 수행되는 것인 단계; 및

상기 종양 DNA의 증폭 생성물을 검출하는 단계로서, 여기서 야생형 복사본 중 0.1 % 돌연변이 게놈 DNA 복사본

이  검출되며,  상기  0.1  %  돌연변이  게놈  복사본은  0  %  돌연변이  게놈  복사본과  구별되는  것인  단계;를
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포함하는, 방법.

청구항 22 

제 1 항에 있어서, 상기 증폭 주기의 적어도 일부는 66 ℃ 이상에서 수행되고, 그 다음 증폭 주기의 일부는 60

℃ 이하에서 수행되는 것인, 방법.

청구항 23 

제1항에 있어서, 상기 증폭시키는 단계는 

서열번호: 1, 4, 7 및 11 서열로 표시되는 프라이머들을 포함하는 야생형 증폭 프라이머 세트를 추가로 이용하

는 것이며, 상기 야생형 증폭 프라이머는 3' 말단에 LNA-변형 뉴클오티드를 포함하는 것인, 방법. 

청구항 24 

제1항에 있어서, 상기 증폭시키는 단계는 

서열번호: 3, 6, 9, 10, 13 및 14 서열로 표시되는 프라이머들을 포함하는 공통의 프라이머 세트를 추가로 이용

하는 것인, 방법. 

청구항 25 

제21항에 있어서, 상기 증폭시키는 단계는 

서열번호: 1, 4, 7 및 11 서열로 표시되는 프라이머들을 포함하는 야생형 증폭 프라이머 세트를 추가로 이용하

는 것인, 방법. 

청구항 26 

제21항에 있어서, 상기 증폭시키는 단계는 

서열번호: 3, 6, 9, 10, 13 및 14 서열로 표시되는 프라이머들을 포함하는 공통의 프라이머 세트를 추가로 이용

하는 것인, 방법.

청구항 27 

제21항에 있어서, 상기 종양 DNA 는 사전-증폭 처리되는 게놈 DNA 인 방법. 

청구항 28 

제27항에 있어서, 상기 사전-증폭이 66℃ 이상의 어닐링 온도를 사용하는, 방법.  

청구항 29 

제27항에 있어서, 상기 사전-증폭이 68℃ 이상의 어닐링 온도를 사용하는, 방법.  
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청구항 30 

제21항에 있어서, 상기 신체 샘플이 뇌 척수액 (CSF), 혈액, 림프, 혈청, 혈장, 타액, 점액 및 눈물로 이루어진

군으로부터 선택되는 방법. 

청구항 31 

제21항에 있어서, 상기 신체 샘플이 생검 샘플인 방법. 

청구항 32 

제21항에 있어서, 상기 신체 샘플이 침상 흡인 (needle aspirate) 인, 방법. 

청구항 33 

제21항에 있어서, 신체 샘플 내 종양 DNA 를 서열번호: 15 내지 21 의 서열을 포함하는 증폭 프라이머 세트로

증폭시키는 단계를 더 포함하는, 방법. 

청구항 34 

제33항에 있어서, 상기 서열번호: 15 내지 21의 상기 프라이머는 각각 3' 말단에 LNA-변형을 포함하는, 방법.

청구항 35 

제1항에 있어서, 상기 대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트는 각각 서열번호: 2, 5, 8 및 12 서열로 표시되는

프라이머들을 포함하는, 방법. 

청구항 36 

제1항에 있어서, 상기 대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트는 증폭시키는 단계에 사용되는 서열번호: 1 내지

14 의 서열을 포함하는 것인 방법.  

청구항 37 

제21항에 있어서, 상기 대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트는 각각 서열번호: 2, 5, 8 및 12 서열로 표시되

는 프라이머들을 포함하는 방법. 

청구항 38 

제21항에 있어서, 상기 대립유전자 특이적 증폭 프라이머 세트는 증폭시키는 단계에 사용되는 서열번호: 1 내지

14 의 서열을 포함하는 것인 방법.  

청구항 39 

삭제
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청구항 40 

제1항에 있어서, 야생형 복사본 중 0.1 % 돌연변이 게놈 DNA 복사본이 검출되며, 상기 0.1 % 돌연변이 게놈 복

사본은 0 % 돌연변이 게놈 복사본과 구별되는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 유전자 및 생화학 분석의 분야에 관한 것이다. 특히, 신생물 샘플 및 이의 성분의 분석에 관한 것이[0001]

다.

배 경 기 술

악성 신경교종은 2012
2
년에 미국에서 >14,000 사망의 원인인, 성인에서 가장 흔한 1차 중추신경계 (CNS) 악성종[0002]

양이다. 세계보건기구 (WHO)는, 악성종양의 그 정도를 나타내는, 신경교종을 다양한 하위유형으로 분류하고 이

들을 I 내지 IV로 등급화하기 위해 사용된 수많은 조직학적 및 임상 기준을 확립시켜 왔다. 별아교세포종, 희소

돌기아교세포종, 희소돌기별아교세포종, 및 교모세포종 (GBM)
3
을 포함하는, 확산 신경교종 (WHO 등급 II-IV)은

이들이 모든 1차 악성 뇌종양의 80%를 차지함에 따라 특정한 임상 중요성이 있다. 이들 종양은 확산되어 침투성

이어서, 이는 치유적인 수술 절제를 불가능하게 한다. 추가로, 등급 II-III 확산 신경교종은 또한 더 높은 WHO

등급 IV GBM으로 발전시키는 능력을 갖는다. GBM은 성인에서 가장 흔한 악성 뇌 종양이고 최악의 생존 (중앙 전

체 생존율 12-15 개월)
4
을 갖는다. 추가로, 동일한 조직학을 갖는 독립체 중에서, 환자 결과는 실질적으로 다양

할 수 있다. 이는 1차 GBM에 의해 가장 잘 나타날 수 있어서, 더 낮은 등급으로부터 발전하는, 2차 GBM과 비교

시 새롭게 발생한다. 양쪽 종양이 조직학적으로 구별할 수 없지만, 그러나 2차 GBM의 환자 생존이 1차 GBM
5
의

거의 2배이기 때문에, 유전자 상으로 및 임상적으로 이들 질환은 상이하다.

확산 신경교종의 정확한 진단은 형태학적 특징 중에서 이종성, 침습력, 반응성 실질, 및 모호성 때문에 특히 도[0003]

전적이다. 이들 진단 도전은 이들 기준의 임상 용도에서 보여진 고도의 관측자간 가변성에 의해 반영된다. 4명

의 신경병리학자에 의해 독립적으로 검토된 244 신경교종의 연구에서, 일치율은 52%
6
만큼 낮았다. 확산 신경교종

의 정확한 진단은 환자에 대하여 임상 의사결정에 결정적으로 중요하다. 상기 진단은 치료 레지멘을 결정하고,

그리고 특정한 하위유형은 특정한 화학요법에 증가된 치료 반응을 보인다고 공지된다 (예를 들면, 희소돌기아교

세포종 치료에 대하여 프로카바진, CCNU, 및 빈크리스틴). 추가로, 조직학적 하위유형은 환자 예측을 구술한다.

객관적, 종양 특이적 마커는 신경교종 환자에 대한 개인화된 케어의 더욱 정확한 진단, 예측 및 전달을 위하여

명확히 필요하다.

이들 필요성을 다루기 위해, 대규모 서열분석 연구는 확산 신경교종에서 밝혀진 유전적 변이를 프로파일링하였[0004]

다. 기타 중에서, 많은 변경, 예컨대 이소시트레이트 탈수소효소 1  및 2  (IDH1/2)
1
,  텔로머라제 역전사효소

(TERT)
7
의 프로모터, 알파 지중해빈혈 정신 지체 증후군 X-연결된 (ATRX)

8,9
, 드로소필라 카피쿠아 (CIC)의 동족

체, 파 업스트림 엘리먼트 결합 단백질 1 (FUBP1)
10
에서 빈번한 돌연변이가 주목되었다. 이들 발견은 신경교종의

선명한 객관적 분자 하위유형을 확립하는데 도움을 주었다.  진단에 대한 관련성 면에서,  TERT  프로모터 및

IDH1/2에서 변경은 특이적 게놈 유전자좌 ("빈발(hotspot)")에서 단일 뉴클레오티드 치환으로서 이의 빈도 및

이의 발생에 대부분 기인하여 가장 유망하다. 확산 신경교종에서, 이들 돌연변이가 공-발생하는 또는 배타적으

로 발생하는 정도가 신경교종 하위유형을 정의하는 것을 찾아내었다: 예를 들면, IDH1/2 돌연변이는 2차 GBMs의

>50%에서 발생하지만 그러나 1차 GBMs (<5%)에서 드물고 (도 1), 반면에서 TERT 프로모터 돌연변이는 1차 GBMs

의 >80%에서 뿐만 아니라 희소돌기아교세포종의 >70%에서 발견되었다 (도 2). 더욱이, TERT/IDH 상태에 의해 확

립된 신경교종의 유전적 하위유형이, 조직학 단독에 의한 것보다 더 효과적으로, 상이한 예후의 하위유형으로

신경교종 환자를 효과적으로 계층화하여, 객관적 시험을 하는 의사에게 더욱 절절한 치료를 안내하도록 제공한

다는 것을 알아내었다 (도 3). 예를 들어, TERT 프로모터 돌연변이를 갖는 신경교종의 환자는 11.5 개월의 중앙

전체 생존율 (OS)을 갖고, 반면에 양쪽 TERT 프로모터 및 IDH1/2 돌연변이를 갖는 환자는 125 개월의 중앙 OS를

나타낸다. 추가로, 우리의 연구는, 조직학적 분류의 모호성을 대부분 유사하게 반영하는, "혼합된 조직학" 희소

돌기별아교세포종이 성상세포 (TERT
WT
IDH

MUT
) 또는 희소돌기신경교 (TERT

MUT
IDH

MUT
) 특징으로 유전자 상으로 계층화
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하는 것을 드러내었다 (도 3). 우리는 이들 돌연변이의 연구를 수많은 다른 종양 유형까지 확장하였고 그리고

TERT 프로모터 돌연변이가 다른 암, 가장 현저히 간암 (44.2%), 방광암 (66%), 점액성 지방육종 (79.1%), 및 수

모세포종 (21%)에서 또한 빈번하고, 초기 진단, 재발 및 치료적 반응 모니터링이 결정적
7,11

임을 알아내었다 (도

2). 유사하게, IDH1 및 IDH2 돌연변이는, 연골육종 (56%)
12
, 내연골종 (87%), 방추 세포 혈관종 (70%)

13,14
, 급성

골수 백혈병 (15%)
15
, 및 간내 기원의 담관암종 (22-28%)

16
을 포함하여, 또한 암의 다른 유형에서 높은 빈도로

밝혀졌다.

이들 신경교종 하위유형-특이적 및 크게 반복되는 돌연변이는 IDH1/2 및 TERT 프로모터에서 이들 돌연변이를 빠[0005]

르게, 민감성으로, 및 특이적으로 검출할 수 있는 진단 분석을 요구한다. 상기 도구는 이들 도전적 진단에서 신

경병리학자를 도울 것이고, 더욱 정확한 예후 정보를 환자에게 제공할 것이고, 의사가 환자 종양의 독특한 분자

특징에 요법을 맞추도록 할 것이다. 추가로, 이들 유전자좌에서 IDH1/2 및 TERT 프로모터내 빈번한 돌연변이를

갖는 많은 다른 상기 언급된 암 유형에 대하여, 상기 진단 도구는 또한 이들 돌연변이의 급속 및 민감도 검출에

일조할 것이다. 

돌연변이 검출에 대한 현재 진단 노력은 생거 서열분석에 기반되고, 이는 시간이 걸리고, 고비용이며, 그리고[0006]

가장 중요하게는 좋지 못한 민감도에 의해 제한된다 (검출 ~20% 돌연변이체 대립유전자의 제한)
17
. 낮은 종양 백

분율의 샘플 (이형접합체 돌연변이에 대하여, <40% 종양은 <20% 돌연변이체 대립유전자를 암시한다)은 제한된

민감도 때문에 돌연변이 결핍으로서 오진될 수 있다 (도 4, 5). 낮은 종양 백분율의 상기 시나리오는 확산 신경

교종 및 다른 악성종양의 맥락에서 매우 현실적이다. 확산 신경교종의 고유한 이종성 및 침습성 성질에 더하여,

종양 생검은 최소 종양 조직을 함유할 수 있어서, 좋지 못한 샘플링을 유도한다. 괴사는 사용가능한 조직을 또

한 제한할 수 있는 많은 암에 공통인 특징이다. 이들 제한은 유의미한 진단적 및 예후적 의미를 갖고 잘못유도

된 요법을 초래할 수 있어서, 임상 용도에 부적절하게 만든다.

임상 분석을 더욱 빠르게, 더욱 민감도있게, 및 더욱 특이적으로 하기 위해 필요성이 계속된다.[0007]

발명의 요약[0008]

본 발명의 일 측면에 따르면 종양을 갖는 인간의 신체 샘플의 시험 방법이 제공된다. 인간의 신체 샘플의 종양[0009]

DNA는 증폭 프라이머의 세트로 증폭된다. 각 증폭 프라이머는 서열 번호: 1-14로부터 선택된 서열을 포함한다.

TERT 프로모터 및 IDH1 및 IDH2 서열을 포함한 증폭 생성물은 그렇게 함으로써 생성된다. 그 후에, 증폭 생성물

은 검출된다.

본 발명의 또 다른 측면에 따르면 TERT/IDH1용 이형접합체 칼리브레이터 플라스미드(calibrator plasmid)가 제[0010]

공된다. 플라스미드는 (a) TERT C228T 절편 및 TERT C250T 절편, 및 (b) IDH1 R132H 절편 및 IDH1 야생형 절편

을 포함하고, 여기에서 각각의 TERT 단편은 동등한 양 및 크기로 존재하고, 여기에서 각각의 IDH1 단편은 동등

한 양 및 크기로 존재한다. 플라스미드는 당해 다른 유전자좌, 예컨대, 비제한적으로, 다른 IDH1 및 IDH2 돌연

변이, 및 당해 다른 유전적 유전자좌의 선택적 선형화 및 부가를 가능하게 하는 각 절편 사이에서 제한 부위를

갖는다.

본 발명의 한 측면은 하기 단계를 포함하는, 하기 단계로 이루어지는, 또는 하기 단계로 본질적으로 이루어지는[0011]

대상체내 IDH1/2 및/또는 TERT 프로모터에서 돌연변이의 검출 방법을 포함한다: (a) 대상체로부터 신체 샘플을

수득하는 단계로서, 상기 샘플은 하나 이상의 종양 DNA를 포함하는, 단계; (b) 하나 이상의 핵산 프라이머를 샘

플에 제공하는 단계; (c) 하나 이상의 프라이머를 이용한 하나 이상의 DNA 템플레이트의 증폭용 효소 및 시약을

제공하는 단계; (d) 하나 이상의 DNA 템플레이트의 증폭에 적합한 조건 하에서 샘플, 효소, 시약, 하나 이상의

프라이머를 인큐베이션하는 단계; (e) 증폭된 뉴클레오티드를 검출하는 단계; 및 (f) IDH1/2 및/또는 TERT 프로

모터에서 돌연변이를 식별하는 단계.

일부 구현예에서, 하나 이상의 프라이머는 표 1A, 표 1B 및 표 2, 및 이들의 조합에서 발견된 프라이머로 이루[0012]

어진 군으로부터 선택된다.

다른 구현예에서, 효소 및 시약은 표 4에서 발견된 것을 포함한다.[0013]

또 다른 구현예에서, 샘플은 표 3에 따른 조건 하에서 인큐베이션된다.[0014]

일부 구현예에서, 상기 대상체는 포유동물이다. 다른 구현예에서, 상기 대상체는 인간이다.[0015]
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다른 구현예에서, 생물학적 샘플은 뇌 척수액 (CSF), 조직, 세포, 생검, 혈액, 림프, 혈청, 혈장, 소변, 타액,[0016]

점액, 및 눈물로 이루어진 군으로부터 선택된다. 일부 구현예에서, 샘플은 조직 생검을 포함한다. 일부 구현예

에서, 생물학적 샘플은 CSF를 포함한다. 일부 구현예에서, 생물학적 샘플은 소변을 포함한다. 일부 구현예에서

생물학적 샘플은 혈장를 포함한다.

명세서 판독시 당해 분야의 숙련가에 명백할 이들 및 다른 구현예는 강력한, 급속한, 및 재생가능한 분석을 종[0017]

래 기술에 제공한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

과제의 해결 수단

발명의 효과

도면의 간단한 설명

도 1. 상이한 종양 유형을 거친 IDH1 및 IDH2에서 돌연변이. IDH1 및 IDH2 돌연변이는 확산 신경교종 (WHO 등급[0019]

II-III) 및 2차 GBM (WHO 등급 IV)
1
에서 빈번하게 발생한다.

도 2. 종양 하위유형
7
의 큰 패널을 거친 TERT 프로모터 돌연변이의 빈도.

도 3. 확산 신경교종용 TERT/IDH 기반 유전적 분류. 우세한 유전적 특징은 하기를 포함한다: 조직학적 희소돌기

아교세포종으로 주로 구성된, TERT
MUT
IDH

MUT
; 진행성 별아교세포종으로 구성된, TERT

WT
IDH

MUT
; 1차 GBMs로 구성된,

TERT
MUT
IDH

WT
; 및 GBMs로 구성된, TERT

WT
IDH

WT
. 적색은 C228T 또는 C250T에서 TERT 프로모터 돌연변이를 나타내고;

녹색은 IDH1의 R132 또는 IDH2의 R172에서 돌연변이를 나타낸다.

도 4. 암 환자로부터 샘플링 조직의 잠재적 사안. 위음성은 정상 조직의 배경에서 종양 세포의 낮은 백분율로부

터 또는 다른 암 세포의 배경에서 아클론성 종양 세포 집단으로부터 비롯될 수 있다. 

도 5. 명시된 돌연변이를 갖는 게놈 DNA의 희석에 관한 생거 서열분석 크로마토그램. <20% 돌연변이체 대립유전

자 분획에서, 돌연변이체 대립유전자에 대한 피크는 임상 샘플용, 특히 불균질성 및 침습성인 확산 신경교종용

상기 접근법을 제한한, 배경으로부터 구별할 수 없게 된다.

도 6은 LNA 프라이머를 이용한 대립유전자-특이적 qPCR의 개요를 나타낸 도식이다.

도 7은 PGL3-enh 벡터에 기반된 TERT 프로모터 C228/C250T 및 IDH1 R132H 이형접합체 칼리브레이터 플라스미드

를 보여준 개략도이다. TERT C228T, C250T 및 IDH1 R132H는 각 플라스미드에서 50%의 비로 존재하고, 각 표적의

300 bp는 pGL3-enh 플라스미드로 클로닝된다. 유전자좌는 서로 3kb 거리를 두어 프라이머의 반응성을 거쳐 제한

한다. 당해 추가의 유전적 유전자좌는 돌연변이의 재생가능한 돌연변이체 대립유전자 분획을 발생시키기 위해

이들 단편과 함께 부가될 수 있다.

도 8. pgl3-enh 벡터에서 서로 ~3kb 떨어진 부위로 클로닝된, TERT 프로모터 C228T/C250T 및 IDH1 R132H 이형

접합체 칼리브레이터 플라스미드의 상세한 도식

도 9. 다양한 돌연변이체 대립유전자 분획 (10%, 1%, 0.1%)에 대한 표적 돌연변이의 희석. 이들 범위를 거쳐,

대립유전자-특이적 분석은 탁월한 선형성 (R
2
>0.994)을 보여준다.

도  10.  TERT/IDH  대립유전자-특이적  LNA  qPCR  시험은  0.1%  돌연변이체  대립유전자  분획  (~15  돌연변이체

복사본)을 검출한다.

도 11. 템플레이트로서 사전-증폭된 gDNA의 단지 50 ng을 이용하는 동안, 내포된 포멧에서 TERT/IDH 대립유전자
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-특이적 LNA qPCR은 높은 식별력을 보유한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 신속하게, 특이적으로, 및 민감성으로 TERT 프로모터, IDH1/2 빈발 돌연변이를 검출할 수 있는[0020]

고민감성 정량적 PCR (qPCR)-기반 분석을 개발하였다. 상기 qPCR-기반 진단 분석은, 예컨대 돌연변이체 DNA가

0.1% 돌연변이체 대립유전자만큼 낮은 경우, 정상 DNA의 높은 배경에서 돌연변이체 DNA를 검출할 수 있다. 이는

생거 서열분석에 기반된 전통적 방법보다 200-배 더 높은 민감도이다. 상기 검출 제한은 다른 비싼, 시간이 걸

리는 및 복잡한 기술 예컨대 비밍(BEAMing)과 유사하지만, 그러나 qPCR 분석은, 단일 PCR 단계를 필요로 하는,

수 시간 동안 실시될 수 있다. 상기 분석의 민감도 때문에, 순환형 종양 DNA (ctDNA)에서 돌연변이 검출을 허용

한다. ctDNAs는 암 환자의 혈액, 소변, 및 CSF에서 매우 제한된 양으로 종종 발견되지만, 그러나, 환자가 수술

적 처치 없이 진단될 수 있음을 통해, "액체 생검"으로서 사용됨의 약속을 유지한다. 종양 재발 또는 약물 내성

개발은 이들 체액을 조사함으로써 모니터링될 수 있다. 분석은 비제한적으로 체액 이용이지만, 그러나, 더 많은

전통적 조직 및 생검 샘플 상에서 유사하게 사용될 수 있다.

상기 기술은, CSF, 혈장, 혈청, 소변, 및 다른 체액으로부터 추출된 DNA를 포함하여, 종양 조직으로부터 뿐만[0021]

아니라 "액체 생검" 샘플로부터 추출된 DNA에서 IDH1, IDH2, TERT 프로모터 돌연변이 중 빈발 돌연변이를 검출

하기 위해 적용될 수 있다. 게다가, 이들 돌연변이의 식별은, 간 및 방광암, 피부암 (흑색종, 편평상피 및 기저

세포 암종), 급성 골수 백혈병, 담관암종, 연조직 종양 (내연골종(echondroma), 연골육종, 방추 세포 혈관종,

점액성 지방육종, 비정형 섬유황색종, 점액성 지방육종) 및 갑상선암을 포함하여, 뇌종양 뿐만 아니라 이들 돌

연변이가 빈번한 많은 다른 종양 유형에 관련된다. 

신체 샘플은 종양 DNA를 함유한 신체의 임의의 편리한 및 확장가능한 부분일 수 있다. 이는, 혈청 또는 혈장,[0022]

소변 타액, 점액, 및 눈물을 포함하여, 종양 조직, 주변 조직, 생검 샘플, 전이성 샘플, 림프, 뇌 척수액, 혈액

일 수 있다. 종양을 함유한 특정한 장기를 유출하는 다른 유체는 또한 샘플링 및 시험될 수 있다. DNA는 신체

샘플에서  시험될  수  있거나,  또는  당해  기술에서  공지된  기술을  이용하여  추출될  수  있다.  DNA는  TERT

프로모터, IDH1, 및 IDH2에서 돌연변이를 위하여 시험하기 위해 증폭에 앞서 사전-증폭될 수 있다. DNA는 분석

물의 더 큰 분율로 표적 서열을 만들기 위해 이질적인 서열이 결실될 수 있다. 시험되는 DNA는, 비제한적으로

미토콘드리아 DNA, 증폭된 DNA, 및 cDNA를 포함하여, 게놈 DNA일 수 있다.

분석의 일부로서, 증폭 주기는, 더 높은 수준의 엄격성 및 특이성을 도입하기 위해, PCR에 관례적인 고온에서[0023]

수행될 수 있다. 고온은, 예를 들어 적어도 66℃, 적어도 67℃, 적어도 68 ℃, 적어도 69℃, 적어도 70℃, 적어

도 71℃, 적어도 72℃, 적어도 73℃, 적어도 74℃, 또는 적어도 75℃일 수 있다. 유사하게, 사전-증폭 단계를,

사용된다면, 상기 상승된 온도에서 수행하는 것이 바람직할 수 있다. 저온 증폭 주기는 초기 고온 주기 이후 사

용될 수 있다. 저온 주기는, 예를 들어 60 도, 60℃ 미만, 59℃ 미만, 58℃ 미만, 57℃ 미만, 56℃ 미만, 55℃

미만, 54℃ 미만, 53℃ 미만, 52℃ 미만, 또는 51℃ 미만에서 수행될 수 있다.

멀티플렉스 반응은 분석에서 편리한 경우 특정한 환경에서 사용될 수 있다. 프라이머 쌍의 1 초과 세트의 멀티[0024]

플렉스 환경은 동일한 반응 혼합물에서 동시에 사용된다. 일부 경우에서 소수의 프라이머 쌍을 이용하거나, 또

는 단일 프라이머 쌍을 이용하여, 반응이 덜 복합성이도록 증폭을 분리시키는 것이 바람직할 수 있다. 아래에서

기재된 바와 같이, 분석의 단일 반응은, 예를 들면, 야생형 및 돌연변이체 특이적 프라이머 및 공통의 프라이머

를 갖는 프라이머 트리오를 이용할 수 있다. 이는 다중 상이한 게놈 단편의 멀티플렉스보다, 단일 반응으로 여

겨질 수 있다. 

분석에서 LNA-변형 뉴클레오티드는 특이성을 강화하기 위해 프라이머의 3' 말단에서 전형적으로 사용된다. 프라[0025]

이머는 표적 게놈 단편에 상보적이지 않은 추가의 서열을 또한 가질 수 있다. 추가의 서열 또는 태그는 분석의

편의용으로 사용될 수 있다. 예로서, 및 이하에서 논의된 바와 같이, M13 서열은 프라이머를 이용하여 형성된

증폭산물의 서열분석을 촉진시키기 위해 프라이머의 5' 말단에 부가된다. 태그 서열은 식별 및/또는 정량화를

위하여 혼성화 태그로서 사용될 수 있다. 태그 서열은 임의의 추가의 기능성 또는 무 기능성을 위하여 사용될

수 있다. 표적에 대해 상보적인 추가의 뉴클레오티드는 민감도에 관한 최소 효과를 갖는 프라이머의 5' 말단에

또한 부가될 수 있다.

고충실도 폴리머라아제는 증폭 반응의 정확도에 기여하는데 사용될 수 있다. 많은 상기 폴리머라아제는 당해 기[0026]

술에 공지되어 있고 숙련가에 의해 선택될 수 있다. 예시적인 DNA 폴리머라아제는 하기를 포함한다: FideliTaq

™  DNA  폴리머라아제,  Easy-A™  고-충실도  PCR  클로닝  효소,  Herculase®  II  융합  DNA  폴리머라아제,
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Herculase®  향상된  DNA  폴리머라아제,  PfuUltra™  고-충실도  DNA  폴리머라아제,  ACCUZYME™  DNA

폴리머라아제, VELOCITY™ DNA 폴리머라아제, Vent™ (엑소-) DNA 폴리머라아제, KAPA HiFi HotStart™ DNA 폴

리머라아제, 및 Pfx50™ DNA 폴리머라아제.

분석의 표적인 돌연변이가 TERT C228T 및 C250T로 칭해지는 동안, 이들 지정의 보체는 상보적 뉴클레오티드를[0027]

평가하기 위해 동일한 위치에서 또한 분석될 수 있다. 비록 R132 및 R172가 전반에 걸쳐 언급되어도 IDH1/IDH2

에 대하여 유사하게, 분석은 센스 가닥에 관한 명명된 돌연변이의 상보적 뉴클레오티드를 검출하기 위해 상보적

가닥 상에서 실시될 수 있다.

상기 개시내용은 일반적으로 본 발명을 기재한다. 본원에서 개시된 모든 참조문헌은 참고로 명확히 편입된다.[0028]

더욱 완벽한 이해는 단지 실례의 목적을 위하여 본원에서 제공되는 하기 구체적인 예를 참고로 수득될 수 있고,

그리고 본 발명의 범위를 제한할 의도는 아니다.

실시예[0029]

TERT 프로모터 및 IDH1/2 빈발 돌연변이 AS LNA q-PCR 분석:[0030]

A. 배경:[0031]

대립유전자-특이적 PCR은 당해 변화를 함유한 템플레이트의 선택적 증폭 및 따라서 SNP 유전형분석
18
용 방법을[0032]

위하여 사용된 DNA 템플레이트 증폭의 형태이다. 대부분의 방법은 당해 유전자형을 갖는 표적 서열에 대해 더

높은 상보성을 갖는 식별성 프라이머에 의존한다. 이는 돌연변이의 위치에 있도록 및 표적 변이체 또는 야생형

뉴클레오티드에만 상보적이도록 프라이머의 3'를 강제함으로써 가장 빈번하게 실시된다. 이런 식으로, PCR 효율

은 프라이머가 선택적 증폭을 전달하는 비-표적 대립유전자에 결합하는 경우 감소된다 (도 6).

상기 분야에서 주요 진전은 잠금 핵산 (LNA)으로서 공지된 이들 대립유전자-특이적 프라이머의 3' 말단에서 교[0033]

대 핵산의 사용이 되어 왔다. LNA는 핵산의 2'-O와 4'-C 사이에서 메틸렌 가교를 갖는 핵산 유사체이고, 이는

C3'-말단 형태로 리보오스 모이어티를 잠금하는 바이사이클릭 구조를 발생시킨다. 상기 식별은 LNA 염기가 이의

보체로 혼성화하는 경우 Tm을 증가시켜, 이의 표적 돌연변이 또는 단일 뉴클레오티드 다형성에 대하여 프라이머

의 특이성을 증가시킨다 (대부분의 공급원은 적어도 9 주기 더 큰 차이 LNA 대 DNA를 나타낸다)
19
. 상기 플랫폼

은, 기타 적용 중에서, 박테리아 종
20
, 낭포성 섬유증 유전적 변이

19
, BRAF 돌연변이

21
, HBV 약물 내성 돌연변이

22
, 미토콘드리아 돌연변이 (MELAS 및 NARP에서)

23
의 식별의 맥락에서 대립유전자 식별력에 대하여 이용되어 왔

다.

비록 다른 접근법이, TaqMan LNA 프로브
24
, 고해상도 용융 곡선 분석 (전통적

25
 및 FRET-기반

26
), SNaPshot

27,28
,[0034]

파이로서열분석
29
, COLD PCR HRM

30
, 및 SafeSeq

31
를 포함하여, 생거 서열분석에 대한 대안으로서 TERT 프로모터

및 IDH1/2에서 돌연변이 검출용으로 사용되어 왔지만, 이들 기술은 자원 집중적이거나 또는 민감성 부족이므로

진정한 임상 진단으로서 실제적이지 않다.

B. TERT 프로모터 및 IDH1/2 빈발 돌연변이 AS LNA q-PCR 분석:[0035]

프라이머 설계[0036]

우리는 양쪽 TERT 프로모터 및 IDH1/2 뿐만 아니라 증폭에 필요한 이의 비-대립유전자 특이적 대향하는 프라이[0037]

머에서 가장 빈번한 돌연변이의 검출용 진단으로서 사용하기 위하여 수많은 대립유전자-특이적 프라이머를 설계

하고 시험하여 왔다 (표 1A). 특히, 이들 고성능, 대립유전자-특이적 (AS) 프라이머를 확립하기 위해 우리는 가

변 길이를 갖는 10개가 넘는 상이한 후보자 AS 프라이머를 설계하였고, 도입된 미스매치 (3'-1 및 -2 위치)를

강제하였고, 그리고 이들 프라이머의 식별력을 개선하기 위한 시도로 LNA의 위치를 가변시켰다. 상기 식별력 능

력을 시험하기 위해, 우리는 최저 15 복사본 또는 0.1% 정상 DNA의 배경에서 종양 DNA의 표준 희석을 사용하였

고 여전히 특이적 생성물을 생산하면서 qPCR에 관해 최고 ΔCt를 갖는 프라이머를 평가하였다. 또한, 우리는

TERT 프로모터의 상기 영역을 특이적으로 증폭시키는 및 단편화된 DNA 공급원 (즉, 포매된 포름알데하이드 고정

파라핀 (FFPE), ctDNA)을 증폭시킬 수 있는 작은 충분한 증폭산물 (<160 bp)을 생성하는 배경 없이 PCR 생성물

을 생산하기 위해 다시 20개 넘는 상이한 후보자 대향하는 프라이머를 시험하였다. 다른 대향하는 프라이머는

또한 후보자 AS 프라이머와 함께 작동하지만, 그러나 우리는 qPCR을 촉진시키기 위해 최소 증폭산물을 선택하였

다  (표  1,  2).  마지막으로  우리는 극도로 드문 IDH1  R132  돌연변이 R132C,G,S,L)  및  IDH2  R172  돌연변이
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(R172M,W,G)를 위하여 유사한 대립유전자-특이적 프라이머를 또한 개발하였지만 그러나 비록 이들이, 신경교종

에서 적용을 위하여, 사용될 수 있어도, IDH1 R132H 프라이머 세트는 가장 많이 사용된다.

[0038]

[0039]
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[0040]

C. 고성능 PCR 프로그램 및 시약[0041]

PCR 프로그램 및 시약은 효율적으로 양쪽 대립유전자-특이적 및 비-AS 방식으로 및 2개의 상이한 문맥으로 TERT[0042]

프로모터 및 IDH1/2 엑손 4를 증폭시킨다: (1) 게놈 DNA의 PCR 및 (2) 사전-증폭된 게놈 DNA의 내포된 PCR. 돌

연변이 상태가 빠르게 필요한 및 복제를 갖는 PCR을 수행하기 위해 충분한 샘플이 있는 적용을 위하여, 제1 프

로그램이 권고된다. 제한된 DNA가 있는 또는 DNA가 좋지 못한 품질인 적용을 위하여, 제2 프로그램이 권고된다.

a. TERT/IDH 상태를 위한 게놈 DNA의 1-단계 AS-LNA qPCR[0043]

프라이머의 위치에서 제한 때문에 특히 효율적인 대립유전자-특이적 PCR을 허용하기 위해 PCR 프로그램을 창출[0044]

하는 것이 도전적이다. TERT 프로모터는 이의 높은 GC 함량 (당해 영역을 통해 > 80% 및 C228 내지 C250 신장에

서 88%) 및 반복적인 서열 (당해 영역에서 4G의 10회 운영) 때문에 증폭시키는데 악명높게 도전적이다. 야생형

과 돌연변이체 대립유전자 사이에서 최대 식별력을 위하여, 우리가 사용한 증폭 프로그램은 높은 어닐링 온도

(>66℃)에서 증폭의 초기 상 그 다음 더 낮은 어닐링 온도 (<60℃)에서 증폭의 제2 상을 이용한다. 경사 속도 5

℃/sec를 갖는 써모싸이클러 상에서 상기 프로그램은 용융 곡선을 배제하여 < 1 시간 걸린다 (표 3). 이는 더욱

더 급속 검출을 촉진시키기 위해 고온 (예를 들면, 98℃에서 1 분)을 이용한 더 짧은 변성 및 더 짧은 어닐링

시간으로 조정될 수 있고, 이는 수술중 진단의 시나리오에서 적용될 수 있다. 우리는, 더 높은 어닐링 온도

(tepmeratures) (>66℃)에서 최상으로 작동하는, 전통적 단일 어닐링 온도 프로그램을 또한 사용하였지만, 그러

나 이들은 덜 민감성이다. 아래에서 우리는 모든 프라이머 세트에 대하여 최상으로 작동하는 최대 식별력을 위
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한 프로그램을 열거하였다. 대립유전자-특이적 (AS) 프라이머는 이중 HPLC 정제 처리되는 맞춤형 올리고뉴클레

오티드로서 Exiqon (Woburn, MA, USA)으로부터 구매되었다. 비-AS 프라이머는 표준 정제를 이용한 맞춤형 올리

고뉴클레오티드로서 IDT (Coralville, Iowa, USA)로부터 구매되었다.

[0045]

상기 PCR용 반응 조건은 표 4에서 보여준다. 많은 GC-풍부 키트 및 다른 폴리머라아제가 사용되었고 특히 TERT[0046]

프로모터를  이용한  어려움을  가졌다.  우리의  분석용  판독  출력은  KAPA  SYBR  Fast  2X  MasterMix  (KK4600,

Boston, MA, USA)를 이용한 SYBR 녹색 신호이다. 프라이머 농도는 다양하였고 농도의 큰 범위를 거쳐 작동한다.

추가로, 입력>50 ng은 사용될 수 있지만, 그러나 반응을 저해하기 시작한다. 
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[0047]

b. TERT/IDH 상태를 위한 사전-증폭된 DNA의 내포된 AS LNA qPCR[0048]

돌연변이 검출용 제2 접근법은 하기를 위하여 매우 양호하게 작동하는 내포된 qPCR 접근법이다: 낮은 품질 샘플[0049]

(즉, ctDNA, FFPE gDNA), 및 필요한 복제물 (즉, 미세 침상 생검)에 불충분한 낮은 분석물 양의 샘플. PCR 저해

및 프라이머 효율성에서 차이가 내포된 PCR 맥락에서 훨씬 덜 유의미함에 따라 상기 내포된 qPCR 분석은 또한

크게 신뢰할 수 있는 정량화를 갖는다. 상기 접근법을 이용하기 위해, 당해 유전자좌는, 높은 어닐링 온도 (≥

66℃) (표 5, 6)에서 제한된 주기 수치 (<20 주기)용 고충실도 효소를 이용하여, 멀티플렉스 방식으로 TERT 프

로모터, IDH1, 또는 IDH2, 또는 모든 3개에서 비-편향된 (NB) 프라이머 세트를 이용하여 증폭된다. 그 다음, 수

득한 PCR 생성물은 (칼럼-기반 또는 비드-기반 접근법을 이용하여) 정제되고 희석되고 (보통 1:1000) 다음 라운

드의 증폭용 템플레이트에서 작용하고, 이는 상기 기재된 대립유전자-특이적 LNA-변형된 프라이머를 이용하고

있다. 내포된 PCR은 최고 식별력 (표 7, 8)을 제공함에 따라 어닐링 온도 > 66℃에서 수행된다. 상기 내포된 접

근법의 이점은 1-50 ng의 gDNA로부터 모두 생성된 템플레이트의 훨씬 더 큰 공급이 있다는 것이고, 이는 다르게

는 가능한 것보다 더 많은 돌연변이에 대하여 스크리닝될 수 있다. 아래에서 우리는 내포된 qPCR에 대하여 고성

능 PCR 프로그램을 기재한다. 사전-증폭 반응을 다중 반응으로 분할하는 것이 유익하고 (예를 들면, 50 μl를

5x10 μl로 분할), 이는 그 다음 풀링될 수 있다. 상기 단계 이후, 칼럼 또는 비드-기반 접근법을 이용하여 PCR

생성물을 정제할 수 있다.
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[0050]
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[0051]

내포된 qPCR에서 검출용 프로브를 이용하면, 프로토콜은 표 8에서 언급된 2개의 프로브 혼합물 중 한쪽을 이용[0052]

해야 하고 이들 프로브 중 한쪽은 TERT 또는 IDH 검출: TERT 프로브: /56FAM/CGGGTCCCC/ZEN/GGCCCAGC/3IaBkFQ/

(서열  번호:  22-23);  IDH1  프로브:  /56-FAM/ATGACTTAC/ZEN/TTGATCCCCATAAGCATGA/3IABkFQ/  (서열  번호:  24-

25)에 의존한다. TERT 프로브는 C228T와 C250T 사이에서 공통의 영역내에 설계되고, 반면에 IDH1 프로브는 대립

유전자-특이적 프라이머와 공통의 프라이머 사이에서 영역내에 설계되고, 그대로 모든 대립유전자-특이적 IDH

반응 (R132S, C, L, G 및 H)에 사용될 수 있다.

D. 표준, 복제수 및 돌연변이 % 정량화[0053]

AS  TERT  및  IDH1/2  프라이머 세트와 함께, 우리는 비-대립유전자-특이적 방식으로 2개 돌연변이 (C228T  및[0054]

C250T) 주위의 TERT 프로모터 영역, R132H 돌연변이 주위의 IDH1 엑손 4를 증폭시키기 위한 프라이머, 및 또한

크게 반복적인 인간 라인-1 요소 (hline1Fwd: 5' TCACTCAAAGCCGCTCAACTAC-3' (서열 번호: 26), hline1Rev: 5'-

TCTGCCTTCATTTCGTTATGTACC-3') (서열 번호: 27)을 증폭시키기 위해 설계된 프라이머를 사용한다. 상기 정보는

WT 또는 MUT 대립유전자를 증폭한 대립유전자-특이적 PCR로부터 Ct 값을 정상화하기 위해 및 돌연변이체 대립유

전자 분획의 정량적 판독을 제공하기 위해 사용될 수 있고, 샘플의 교차 비교를 가능하게 한다. 섹션 E에서 언
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급된 바와 같이, 샘플이 모두 동일한 농도이면 이는 필요하지 않다. 이에 더하여, 수많은 표준화된 샘플은, 샘

플 예컨대: 50% 돌연변이체 샘플 (양성 대조군), 1% 돌연변이체 샘플 (낮은 돌연변이 양성 대조군), 0% 야생형

샘플 (음성 대조군), 및 무 템플레이트 대조군을 포함하여, 검증의 목적을 위하여 시험된 샘플과 함께 운영되었

다. 이들 표준은 공지된 TERT/IDH 상태로 세포주로부터 게놈 DNA (gDNA)의 단리에 의해 생성되었다. 예로서, 우

리는 하기 세포주로부터 gDNA를  이용한다:  DAOY  (C228T),  A375  (C250T),  HCT116  (야생형)  및  HCT116  IDH1

R132H knockin #2 (IDH1 R132H). 표적 유전자좌에서 gDNA 야생형을 이용한 이들 샘플의 희석은 1%를 수득하고

더 낮은 표준이 필요하였다. 표준의 또 다른 공급원은 표적 돌연변이를 갖는 플라스미드 DNA이고, 여기에서 우

리는 TOPO 클로닝 (K4810-01, Life technologies)를 이용하여 "100% 표준"으로서 생성하였다. 우리는 당해 돌

연변이를 갖는 종양 샘플로부터 TERT 프로모터/IDH1/2의 부분의 PCR 증폭에 의해 생성된 삽입물을 사용하였다.

추가로, 더 현실적인 정량적 대조군으로서 작용하기 위해, 양쪽 당해 TERT 및 IDH1 돌연변이 (참고 아래 세부사

항, 도 7)를 갖는 완벽한 이형접합체 플라스미드를 생성하였고, 이는 이들 유전자좌를 동일한 플라스미드로 또

는 유사한 방식에서 독립적인 플라스미드로 클로닝시킴으로써 다른 표적 돌연변이로 확장될 수 있다.

각 프라이머 세트는 샘플 상에서 3부로 운행된다. TERT 및 IDH1용 돌연변이체 대립유전자 (즉, 가장 흔한 신경[0055]

교종-관련된 돌연변이)의 검출용 예시 운행은 표 9에서 하기 프라이머 세트의 이용이다. 야생형 AS 프라이머 세

트는 또한 더욱 정확한 정량화를 위하여 비-편향된 (NB) 증폭산물에 대한 대안으로서 사용될 수 있다. 비-편향

된 증폭산물용 프라이머는 특정한 대립유전자 (돌연변이체 또는 야생형)에 대하여 특이성을 보이지 않고 모든

유형의 대립유전자를 동등하게 증폭시켜야 한다.

[0056]

희석이 돌연변이체 및 야생형 대립유전자 분획의 상대 비를 단지 비슷하게 할 수 있음에 따라, 우리는 50% 돌연[0057]

변이/50% WT 샘플로서 작용하기 위해 이형접합체 교정기를 설계하였다. 상기 표준은 앞서 언급된 내포된 PCR 접

근법에  대한  표준으로서  최상으로  작동한다.  이형접합체  칼리브레이터  플라스미드는  단일  돌연변이,  예컨대

BRAF  V600E  돌연변이
32
에  대하여 앞서 생성되었지만,  그러나 여기에서 다중 돌연변이:  IDH1  R132H  및  TERT

C228T/C250T에 대하여 단일 교정기를 만들었고, 정량화 및 작업흐름 (도 7)을 크게 촉진시킨다. 2개의 표적 영

역은 > 3100 bp 만큼 분리되고 각 돌연변이는 제한된 프라이머 간섭을 보장하기 위해 서로 거의 등거리이다. 이

들 표준은, 서로 유전자좌를 분리하기 위한 경우에 (일부 저자들은 표준으로서 이의 성능 개선으로서 이를 인용

한다) 각 유전자 단편을 분리한 합성 제한 효소 부위와 함께, pUC-57-ampR 플라스미드에서 TERT 프로모터 (the

228 및 250 유전자좌 +/- ~150 bp)의 부분 및 IDH1 엑손 4 (R132 또는 c.395G 유전자좌 +/- ~ 150 bp)의 부분

인 GENEWIZ에 의해 합성용 유전자를 먼저 설계함으로써 생성되었다. "이형접합체"를 구성하는 2개의 TERT-IDH

블록이 최대로 분리되는 것을 확보하는, 서로 근위적으로 등거리인 클로닝 부위를 가짐에 따라 이들은 단지 사
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용되는 벡터 pGL3-enh (Promega)로 클로닝되었다. 추가로 우리는 모든 유전자좌가 2개 복사본의 각 유전자 좌위

를 갖는, 음성 대조군으로서 야생형인 등가 플라스미드를 생성하였다. 상기 시스템은 당해 다른 돌연변이, 예를

들어 더 희귀한 IDH1 돌연변이 및 IDH2 돌연변이까지 확장될 수 있다. 우리는 다른 유전자좌를 갖는 확장을 촉

진시키기 위해 및 선택적 선형화를 가능하게 하기 위해 각 유전자좌 주위의 제한 효소 부위를 도입하였다.

E. 데이터 분석[0058]

데이터 분석용 몇 개의 옵션이 있다. 가장 간단한 한 접근법은 모든 샘플이 돌연변이체 대립유전자 분획 (도[0059]

9)을 역산하기 위해 표준 세포주 DNA의 희석부터 다양한 돌연변이 백분율까지 생성된 추세선을 사용하고 동일

농도를 갖는 것을 보장하는 것이다. 이하에서 나타낸 바와 같이, 추세선은 탁월한 선형성 (R
2
>0.994)을 갖는다.

다양한 DNA 입력 양을 갖는 샘플의 사용을 위하여, 우리는 (비-편향/공통의 증폭산물 또는 hline1의 Ct 값을 이[0060]

용한) 샘플의 복제수의 측정에 대해 Ct 값을 정규화하는, 및 돌연변이체 대립유전자 백분율 표준으로서 양성 대

조군 샘플을 이용하는 접근법을 이용하였다. (Ct (주기 역치)는 역치를 횡단 (즉 배경 수준을 초과)하기 위해

형광성 신호에 대하여 요구된 주기의 수로서 정의된다). 상기 유형의 정규화된 계산은 추가로 프라이머 효율의

추정을 필요로 한다. 게놈 DNA의 희석에 기반하여, 우리는 각 프라이머 조합 (표 10)에 대하여 프라이머 효율성

을 추정하였다.

[0061]

3부 Ct 값은 각 프라이머 세트에 대하여 평균화되고 프라이머 효율 값에 의해 정규화된다. 각 샘플에 대하여,[0062]

AS 돌연변이체 프라이머에 대하여 평균 Ct 값은 그 다음 각 공통의 (NB) 프라이머 세트에 대하여 평균 Ct 값에

의해 정규화된다. EAS가 AS 돌연변이체 프라이머 조합의 효율을 참조하는, 아래 방정식 (Pfaffl et al. 저)을 이

용하여, 대조군은 공지된 돌연변이 백분율 (이 경우에 50%)의 양성 대조군에 대하여 평균 Ct 값을 참조하고, 샘

플은 평가된 샘플에 대하여 평균 Ct 값을 참조한다. 동일한 정보는 분모에 있지만, 그러나 적합한 NB 프라이머

세트를 참조한 모두는 정규화 (예를 들면, TERT 공통, IDH1 공통, 라인1)를 위하여 사용된다. 더욱 정확한 값을

위하여, 우리는 비교(comparson)를 위하여 AS 돌연변이체 대 AS 야생형을 이용한 방정식 조정을 추천하였고, 이

는 돌연변이체 대립유전자 분획 단독을 수득하기 위해 조정될 수 있는 돌연변이체:야생형 대립유전자 분획의 비

를 수득한다.

[0063]

이들 접근법은 양쪽 gDNA의 대립유전자-특이적 qPCR 및 사전-증폭된, 정제된 PCR 생성물의 내포된 qPCR에 대하[0064]

여 작동한다. 내포한 qPCR의 맥락에서, 공지된 돌연변이 백분율의 사전-증폭된 게놈 DNA가 또한 사용될 수 있어

도, 우리는 각 표적 돌연변이의 50%를 갖는 크게 정확한 표준으로서 사전-증폭된 이형접합체 칼리브레이터 플라

스미드, 및 참조로서 이에 정규화를 추천하였다.

F. 성능[0065]

상기 프라이머 세트 및 조건을 이용하여, 우리는 높은 수준의 배경에서 이들 프라이머의 검출의 한계를 시험하[0066]

였고, 15,000 야생형 복사본 (0.1%)의 배경에서 최소 15 돌연변이체 게놈 DNA 복사본을 확실히 검출할 수 있고
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이를 0% (야생형) 샘플 (도 10)과 식별할 수 있음을 알아내었다. 내포된 qPCR을 이용하여, 높은 식별력은 또한

대립유전자-특이적 PCR (도 11)로 달성될 수 있다.

G. qPCR 진단의 적용[0067]

임상적으로 관련된 맥락에서 우리의 분석을 시험하기 위해, 우리는 생거 서열분석을 이용하여 앞서 유전자형화[0068]

되는 및 TERT 프로모터 WT 및 IDH1 R132 WT로서 상기 방법을 이용하여 식별되는 43 신경교종 샘플로부터 DNA를

취하였다. 우리는 qPCR 분석을 사용하였고 TERT 프로모터 C228T 돌연변이를 갖는 9 샘플 및 IDH1 R132H 돌연변

이를 갖는 3 샘플을 식별하였고, 총 12 샘플 또는 전체의 28%가 이고, 모두는 전통적 방법 (표 11)에 의해 앞서

검출불가능한 백분율 <10%를 갖는다. 또한, 상기 분석은 정량적 결과로 ~1 시간 이내에 완료되었고, 반면에 생

거 서열분석은 PCR 이후 추가의 서열분석 단계를 포함한다.

[0069]
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<160>    29

<170>    FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>    1

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Primer

<400>    1

ctgggagggc ccggag                                                         16

<210>    2

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    2

ctgggagggc ccggaa                                                         16

<210>    3

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    3

gtcctgcccc ttcaccttc                                                      19

<210>    4

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    4

cccgtcccga cccctc                                                         16

<210>    5

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    5

cccgtcccga cccctt                                                         16

<210>    6

<211>    18
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    6

cagcgctgcc tgaaactc                                                       18

<210>    7

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    7

gggtaaaacc tatcatcata ggtcg                                               25

<210>    8

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    8

gggtaaaacc tatcatcata ggtca                                               25

<210>    9

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    9

aacatgcaaa atcacattat tgcc                                                24

<210>    10

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    10

atcccccggc ttgtgagt                                                       18
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<210>    11

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    11

aagcccatca ccattggcag                                                     20

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    12

aagcccatca ccattggcaa                                                     20

<210>    13

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    13

aggtcagtgg atcccctctc                                                     20

<210>    14

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    14

ggaccaagcc catcaccatt                                                     20

<210>    15

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    15
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gggtaaaacc tatcatcata ggtt                                                24

<210>    16

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    16

gggtaaaacc tatcatcata ggtg                                                24

<210>    17

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    17

gggtaaaacc tatcatcata ggta                                                24

<210>    18

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    18

gggtaaaacc tatcatcata ggtct                                               25

<210>    19

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    19

aagcccatca ccattggcat                                                     20

<210>    20

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Primer

<400>    20

aagcccatca ccattggcg                                                      19

<210>    21

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    21

aagcccatca ccattggct                                                      19

<210>    22

<211>    9

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    22

cgggtcccc                                                                  9

<210>    23

<211>    8

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    23

ggcccagc                                                                   8

<210>    24

<211>    9

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    24

atgacttac                                                                  9

<210>    25

<211>    19

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    25

ttgatcccca taagcatga                                                      19

<210>    26

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    26

tcactcaaag ccgctcaact ac                                                  22

<210>    27

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    27

tctgccttca tttcgttatg tacc                                                24

<210>    28

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Inovirus enterobacteria phage M13

<400>    28

tgtaaaacga cggccagt                                                       18

<210>    29

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Inovirus enterobacteria phage M13

<400>    29

caggaaacag ctatgacc                                                       18
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