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(54) 발명의 명칭 위장관췌장 신경내분비 신생물의 진단을 위한 조성물, 방법 및 키트

(57) 요 약

기준 또는 대조군 샘플에 비해 GEP-NEN을 갖는 대상체에서 차등 발현을 나타내는 바이오마커의 발현 수준 점수를

기초로 GEP-NEN을 진단하거나, 검출하거나 예후하는 방법이 제공된다. 본 발명은 이들 바이오마커를 포함하는 조

성물 및 키트, 및 GEP-NEN 및 GEP-NEN의 유형을 진단하고 분류하고 모니터링하기 위해 이들 바이오마커를 이들의

서브세트 또는 패널로 사용하는 방법도 제공한다. 본원에서 제공된 방법 및 조성물은 GEP-NEN을 갖는 것으로서

대상체를 진단하거나 분류하고, GEP-NEN들의 상이한 단계들, 예를 들면, 안정성 또는 진행성 단계를 구별하고,

진행성 GEP-NEN을 발생시킬 위험의 척도를 제공하고, 수술 및 소마토스타틴 요법을 포함하나 이들로 한정되지 않

는 GEP-NEN 치료의 완전성을  평가하는 데 사용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

위장관췌장  신경내분비  신생물(GEP-NEN)의  펩티드  수용체  방사성뉴클레오티드  요법(peptide  receptor

radionucleotide therapy; PRRT)의 반응의 확인을 필요로 하는 대상체에서 이러한 반응을 확인하는 방법으로서, 

상기 대상체로부터의 검사 샘플을, ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1, ATP6V1H, OAZ2, PANK2 및 PLD3을 포함하는 8개의

바이오마커 및 하우스킵핑 유전자 ALG9 각각의 발현을 검출하는데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기

검사 샘플로부터 상기 8개의 바이오마커 및 하우스킵핑 유전자 ALG9 각각의 발현 수준을 측정하는 단계; 

ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1, ATP6V1H, OAZ2, PANK2 및 PLD3의 발현 수준을 ALG9의 발현 수준에 대해 표준화하여

정규화된 발현 수준을 얻는 단계; 

지지 벡터 머신(Support Vector Machine), 선형 판별 분석(Linear Discrimination Analysis), K-최근접 이웃

(K-Nearest Neighbor) 및 나이브 베이즈(Naive Bayes)의 4종의 상이한 알고리즘을 포함하는 머신 러닝 시스템인

분류 시스템에서 상기 정규화된 발현 수준을 이용하여 상기 검사 샘플의 위험을 분류하는 단계; 및 

상기 4종의 상이한 알고리즘 각각의 결과에 기초하여 NET들에 대한 다중-분석물 위험 분류(Multi-Analyte Risk

Classification for NETs; MAARC-NET) 점수를 부여하는 단계;

상기 점수를 0-8의 스케일에서 소정의 5.9의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 

상기 점수가 상기 소정의 컷오프 값보다 클 때, 대상체에서 PRRT 반응성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계를 포

함하는 방법.

청구항 2 

대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 

대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, Ki67, NAP1L1, NOL3, TECPR2, ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1, PQBP1,

TPH1, COMMD9, MORF4L2, RNF41, RSF1, SMARCD3 및 ZFHX3을 포함하는 16개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하

는데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 상기 기준 샘플로부터 상기 16개의 바이오마커

각각의 발현 수준을 측정하는 단계;

상기 검사 샘플의 상기 16개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 I 총 검사 값을 생성하는

단계; 및 

상기 기준 샘플의 상기 16개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 I 총 기준 값을 생성하는

단계를 포함하고, 

여기서, 진행성 진단 I 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 I 총 검사 값이, 대상체에서의 진행성 GEP-

NEN의 존재를 나타내는 것인 방법.

청구항 3 

대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 

대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, ARAF1,  BRAF,  KRAS,  RAF1,  Ki67,  NAP1L1,  NOL3,  GLT8D1,  PLD3,

PNMA2, VMAT2, TPH1, FZD7, MORF4L2 및 ZFHX3을 포함하는 15개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는데 특이적

인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 상기 기준 샘플로부터 상기 15개의 바이오마커 각각의 발

현 수준을 측정하는 단계;

상기 검사 샘플의 상기 15개의 바이오마커 각각의 발현 수준의 평균을 산출하여 진행성 진단 II 검사 값을 생성

하는 단계; 및 

상기 기준 샘플의 상기 15개의 바이오마커 각각의 발현 수준의 평균을 산출하여 진행성 진단 II 기준 값을 생성
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하는 단계를 포함하고, 

여기서, 진행성 진단 II 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 II 검사 값이, 대상체에서의 진행성 GEP-

NEN의 존재를 나타내는 것인 방법.

청구항 4 

대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 

대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, PNMA2, VMAT2, COMMD9, SSTR1, SSTR3, SSTR4 및 SSTR5를 포함하는

7개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 상기

기준 샘플로부터 상기 7개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는 단계;

상기 검사 샘플의 상기 7개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 III 총 검사 값을 생성하는

단계; 및 

상기 기준 샘플의 상기 7개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 III 총 기준 값을 생성하는

단계를 포함하고, 

여기서, 진행성 진단 III 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 III 총 검사 값이, 대상체에서의 진행성

GEP-NEN의 존재를 나타내는 것인 방법.

청구항 5 

대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 

대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, Ki67, NAP1L1, NOL3, TECPR2, PQBP1, TPH1, MORF4L2, RNF41, RSF1,

SMARCD3 및 ZFHX3을 포함하는 11개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으

로써 상기 검사 샘플 및 상기 기준 샘플로부터 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는 단계;

상기 검사 샘플의 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 IV 총 검사 값을 생성하는

단계; 및 

상기 기준 샘플의 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 IV 총 기준 값을 생성하는

단계를 포함하고, 

여기서, 진행성 진단 IV 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 IV 총 검사 값이, 대상체에서의 진행성

GEP-NEN의 존재를 나타내는 것인 방법.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 바이오마커가 RNA, cDNA 또는 단백질인 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 바이오마커가 RNA일 때, RNA를 역전사하여 cDNA를 생성하고, 생성된 cDNA 발현 수준을 검출하

는 것인 방법.

청구항 8 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 바이오마커와 표지된 프로브 또는 프라이머 사이의 복합체를 형성함

으로써 바이오마커의 발현 수준을 검출하는 것인 방법.

청구항 9 

제6항에 있어서, 바이오마커가 단백질일 때, 단백질과 표지된 항체 사이의 복합체를 형성함으로써 단백질을 검

출하는 것인 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 표지가 형광 표지인 방법.
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청구항 11 

제6항에 있어서, 바이오마커가 RNA 또는 cDNA일 때, RNA 또는 cDNA와 표지된 핵산 프로브 또는 프라이머 사이의

복합체를 형성함으로써 RNA 또는 cDNA를 검출하는 것인 방법.

청구항 12 

제11항에 있어서, 표지가 형광 표지인 방법.

청구항 13 

제11항에 있어서, RNA 또는 cDNA와 표지된 핵산 프로브 또는 프라이머 사이의 복합체가 혼성화 복합체인 방법.

청구항 14 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 검사 샘플 및/또는 기준 샘플이 혈액, 혈청, 혈장 또는 신생물성 조

직인 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 신생물성 질환을 갖지 않거나 신생물성 질환으로 진단받지 않은 대상체로부터 기준 샘플을 얻

는 것인 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서,  GEP-NEN의  펩티드 수용체 방사성뉴클레오티드 요법의 반응의 확인을 필요로 하는 대상체가

GEP-NEN으로 진단받은 대상체, 하나 이상의 GEP-NEN 증상을 갖는 대상체 또는 GEP-NEN을 발생시킬 소인 또는 가

족력을 갖는 대상체인 방법.

청구항 17 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 대상체가 인간인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원의 상호참조[0001]

본 발명은 2014년 9월 15일에 출원된 미국 특허출원 제62/050,465호(이의 내용은 전체로서 본원에 도입됨)의 이[0002]

익 및 우선권을 주장한다.

배 경 기 술

위장관췌장 신경내분비 종양 및 신경내분비 종양(NET)으로서도 지칭되는 위장관췌장(GEP)  신경내분비 신생물[0003]

(GEP-NEN)은 미국에서 두 번째로 가장 널리 퍼져 있는 위장(GI)관내 악성 종양이다. 발병률 및 유병률은 생존에

서의 유의한 증가 없이 최근 30년에 걸쳐 미국에서 100% 내지 600% 증가하였다. 

GEP-NEN들의 불균질성 및 복잡성은 진단, 치료 및 분류를 어렵게 만든다. 이들 신생물들은 다른 암들과 통상적[0004]

으로 관련된 여러 돌연변이들을 결여하고, 마이크로세틀라이트(microsatellite)  불안정성은 거의 없다. 문헌

(Tannapfel  A,  Vomschloss  S,  Karhoff  D,  et  al.,  "BRAF  gene  mutations  are  rare  events  in

gastroenteropancreatic  neuroendocrine  tumors,"  Am  J  Clin  Pathol  2005;  123(2):256-60);  문헌(Banck  M,

Kanwar  R,  Kulkarni  AA,  et  al.,  "The  genomic  landscape  of  small  intestine  neuroendocrine  tumors,"  J

Clin  Invest  2013;  123(6):2502-8);  문헌(Zikusoka  MN,  Kidd  M,  Eick  G,  et  al.,  Molecular  genetics  of

gastroenteropancreatic  neuroendocrine  tumors.  Cancer  2005;  104:2292-309);  및  문헌(Kidd  M,  Eick  G,

Shapiro  MD,  et  al.  Microsatellite  instability  and  gene  mutations  in  transforming  growth  factor-beta

type II receptor are absent in small bowel carcinoid tumors," Cancer 2005; 103(2):229-36)을 참조한다. 
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조직  공급원,  예를  들면,  생검으로부터  확인된  개별  조직병리학적  하위유형은  상이한  임상적  거동과[0005]

관련되지만, 일반적으로 허용되는 확정적인 병리학적 분류 또는 예측 체계가 아직 존재하지 않고, 이 점은 치료

평가 및 추적검사를 저해한다.

GEP-NEN들에 대한 기존 진단 및 예후 방법은 영상화(예를 들면, CT 또는 MRI), 조직학, NEN들과 관련된 순환 호[0006]

르몬  및  단백질,  예를  들면,  크로모그라닌(chromogranin)  A의  측정  및  일부  유전자  생성물들의  검출을

포함한다. 이용가능한 방법은 예를 들면, 낮은 민감성 및/또는 특이성, 초기 단계 질환의 검출 불능, 또는 방사

선 위험에의 노출에 의해 한정된다. GEP-NEN들은 전이성을 띠고 종종 치료불가능할 때까지 진단되지 않는다. 또

한, 특히 잔류 질환 부하(burden)를 갖는 환자에서 추적검사가 어렵다.

안정성 및 진행성 GEP-NEN을 포함하는 GEP-NEN의 검출을 위한, 예를 들면, 진단, 예후, 예측, 병기구분, 분류,[0007]

치료, 모니터링 및 위험 평가에서 사용하고 이 질환의 발병기전, 악성 및 공격성의 분자적 인자를 연구하고 이

해하기 위한 특이적 및 민감한 방법 및 물질(agent)에 대한 필요성이 존재한다. 예를 들면, 저위험 노출, 예를

들면, 비침습적 말초 혈액 검사로 반복적으로 및 직접적으로 수집될 수 있고 상대적으로 적은 비용으로 단순하

고 신속하게 수행될 수 있는 이러한 방법 및 물질이 필요하다.

본원은 순환 말초 혈액 샘플에서 GEP-NEN들의 존재 및/또는 GEP-NEN의 유형 또는 단계를 정확히 진단하고 검출[0008]

하고 모니터링하기 위한 신규 조성물, 방법 및 키트를 제공함으로써 상기 인지된 문제점들을 극복한다. 나아가,

기재된 실시양태는 환자가 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 위험 수준을 확인하고/하거나 수술 후 또는 소마토스타틴

(somatostatin) 치료 후 인간 환자에서 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN의 위험을 측정하는 데 사용될 수 있다.

또한, 이것은 요법, 예를 들면, 펩티드 수용체 방사선요법(PRRT)에 대한 반응을 예측하기 위한 예후인자로서 사

용될 수 있다.

발명의 내용

한 양태에서, 본 발명은 순환 혈액에서 측정된 위장관췌장 신경내분비 신생물(GEP-NEN) 바이오마커에 관한 것으[0009]

로서, 이의 검출은 진단, 예후 및 예측 방법에서 사용될 수 있다. 제공된 목적들 중에는 GEP-NEN 바이오마커,

이 바이오마커의 특징 서브세트 및 패널, 이 바이오마커에 결합하고 이를 검출하는 물질, 이러한 물질을 함유하

는 키트 및 시스템, 및 예를 들면, 생물학적 샘플, 예를 들면, 혈액에서 상기 바이오마커를 검출하는 방법 및

조성물뿐만 아니라, 이들의 예후적, 예측적, 진단적 및 치료적 용도가 있다.

GEP-NEN을 예후하고 검출하고 진단하는 물질, 이 물질의 세트, 및 이 물질을 함유하는 시스템이 제공된다. 전형[0010]

적으로, 상기 시스템은 복수의 물질(예를 들면, 물질의 세트)을 포함하고, 이 때 상기 복수의 물질은 GEP-NEN

바이오마커의 패널에서 복수의 GEP-NEN 바이오마커들에 특이적으로 결합하고/하거나 이들을 검출한다. 상기 물

질은 하나 이상의 GEP-NEN 바이오마커에 특이적으로 결합하는 단리된 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드일 수

있다.  예를  들면,  GEP-NEN  바이오마커의  패널에  결합하는  단리된  폴리뉴클레오티드들  및  폴리펩티드들의

세트들, 및 이들의 방법 및 용도가 제공된다.

GEP-NEN 및 관련 질환, 증후군 및 증상을 위한 예후, 진단 및 예측 방법, 및 물질, 조성물, 시스템 및 키트의[0011]

용도도 제공된다. 예를 들면, GEP-NEN 또는 이의 공격성 또는 위험의 결과, 단계 또는 수준, 또는 관련된 질환

의 검출, 진단, 분류, 예측, 치료적 모니터링, 예후 또는 다른 평가를 위한 방법 및 용도가 제공된다. 일부 실

시양태들에서, 상기 방법은 GEP-NEN 바이오마커, 보다 전형적으로 복수의 GEP-NEN 바이오마커들, 예컨대, 바이

오마커의 패널로부터 선택된 특징 서브세트의 존재, 부재, 발현 수준 또는 발현 프로파일을 확인하고/하거나,

이러한 정보를 정상 또는 기준 발현 수준 또는 프로파일, 또는 표준물과 비교함으로써 수행된다. 따라서, 일부

실시양태들에서, 상기 방법은 생물학적 검사 샘플을 수득하고 본원에 기재된 바와 같이 GEP-NEN 바이오마커의

존재, 부재, 발현 수준 점수 또는 발현 프로파일을 검출함으로써 수행된다. 예를 들면, 상기 방법은 본원에서

제공된 물질, 예를 들면, 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드의 시스템들 중 임의의 시스템에 의해 수행될 수 있

다. 예를 들면, 상기 방법은 일반적으로 제공된 시스템들 중 하나 이상의 시스템을 사용함으로써 수행된다.

다수의 상이한 GEP-NEN 유형들 또는 단계들을 검출하고 이들을 구별하는 방법, 물질 및 조성물이 제공된다. 예[0012]

시적인 GEP-NEN 유형 및 단계는 안정성 질환(SD) 및 진행성(고도 활성) 질환(PD)을 포함한다.

한 양태에서, 제공된 방법 및 조성물은 GEP-NEN들, 예컨대, 안정성 질환(SD) 또는 진행성 질환(PD) 상태의 GEP-[0013]

NEN들의 상이한 단계들을 특이적으로 민감하게 검출하는 데 사용될 수 있고; 일부 양태들에서, 상기 방법 및 조

성물은 질환 진행, 치료 반응 및 전이를 예측하는 데 사용될 수 있다. 본원에서 제공된 방법 및 조성물은 GEP-

NEN 질환과 관련된 분자적 인자의 진단, 예후, 예측, 병기구분, 분류, 치료, 모니터링, 위험 평가 및 연구에 유
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용하다.

다른 진단 및 예후 방법들에 비해 상대적으로 적은 비용으로 신속하고 단순하게 수행될 수 있는 이러한 방법이[0014]

제공된다. 

GEP-NEN들의 유전자 발현 기초 분류를 정의하는 데 유용함으로써, 예컨대, 초기 단계 질환에서 또는 조직학적[0015]

음성 샘플의 사용 시 악성 및 전이의 예측을 가능하게 하고 정확한 병기구분을 제공하고 합리적인 요법을 용이

하게 하고 GEP-NEN 특이적 치료제에 대한 큰 검증된 임상적 데이터세트를 개발하는 데 유용한 방법 및 조성물이

제공된다.

GEP-NEN 바이오마커는 GEP-NEN의 존재 또는 부재에 따라 상이하거나 이와 관련되어 있거나, 특정 분류, 단계,[0016]

공격성, 중증도, 정도, 전이, 증상, 위험, 치료 반응성 또는 효능, 또는 관련된 증후군에 따라 상이하거나 이와

관련되어 있는 발현을 갖는 바이오마커의 서브세트를 포함할 수 있다. GEP-NEN 바이오마커의 서브세트는 전형적

으로 적어도 22개의 GEP-NEN 바이오마커를 포함한다. 일부 실시양태들에서, 바이오마커의 서브세트는 적어도 22

개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39

개, 40개, 41개, 42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개 또는 51개의 GEP-NEN 바이오마커를

포함하거나, 약 22개,  23개,  24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개,

36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개, 42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개 또는 51개의

GEP-NEN 바이오마커를 포함한다.

예를 들면, 일부 양태들에서, 바이오마커의 서브세트는 적어도 22개, 적어도 38개 또는 적어도 51개의 바이오마[0017]

커를 포함한다. 특정 예에서, 상기 서브세트는 38개의 바이오마커의 패널로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마

커들, 약 22개의 바이오마커 또는 22개의 바이오마커를 함유한다. 일부 실시양태들에서, 바이오마커의 서브세트

는 38개의 바이오마커의 패널로부터 선택된 적어도 22개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개,

31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개 또는 38개의 바이오마커를 포함한다.

시스템, 방법 및 키트가 패널 내의 바이오마커들에 특이적으로 결합하거나 혼성화하는 복수의 물질을 함유하기[0018]

때문에, 바이오마커의 수는 일반적으로 특정 시스템 내의 물질의 수와 관련된다. 예를 들면, 제공된 방법들 중

에는 적어도 22개의 GEP-NEN 바이오마커의 서브세트에 각각 특이적으로 혼성화하거나 결합하는 적어도 22개의

결합 물질을 함유하는 방법이 있다.

일부 양태들에서, 바이오마커의 서브세트는 폴리뉴클레오티드들(예를 들면, 38개의 전사체들) 및 폴리펩티드들[0019]

을 포함하는 하기 유전자 생성물 군의 적어도 22개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개, 31개,

32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개 및/또는 전부를 포함한다: PNMA2, NAP1L1, FZD7, SLC18A2/VMAT2, NOL3,

SSTR5, TPH1, RAF1, RSF1, SSTR3, SSTR1, CD59, ARAF, APLP2, KRAS, MORF4L2, TRMT112, MKI67/KI67, SSTR4,

CTGF,  SPATA7,  ZFHX3,  PHF21A,  SLC18A1/VMAT1,  ZZZ3,  TECPR2,  ATP6V1H,  OAZ2,  PANK2,  PLD3,  PQBP1,  RNF41,

SMARCD3, BNIP3L, WDFY3, COMMD9, BRAF 및/또는 GLT8D1 유전자 생성물.

특정  예에서,  22개의  바이오마커의  서브세트는  PNMA2,  NAP1L1,  FZD7,  SLC18A2,  NOL3,  SSTR5,  TPH1,  RAF1,[0020]

RSF1, SSTR3, SSTR1, CD59, ARAF, APLP2, KRAS, MORF4L2, TRMT112, MKI67, SSTR4, CTGF, SPATA7 및 ZFHX3 유

전자 생성물을 포함한다.

제공된 방법들, 물질 및 시스템들 중에는 인간 혈액 샘플에서 GEP-NEN을 분류할 수 있거나 검출할 수 있는[0021]

방법, 물질 및 시스템이 있다. 일부 실시양태들에서, 제공된 시스템 및 방법은 인간 혈액 샘플에서 GEP-NEN을

확인할 수 있거나 분류할 수 있다. 일부 예들에서, 상기 시스템은 적어도 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%, 예를 들면, 적어도 80%의 특이성, 민감성 및/또는 정확성으로 이러

한 정보를 제공할 수 있다.

일부 실시양태들에서, 본 시스템은 GEP-NEN 치료, 예컨대, 외과 수술 또는 약물 요법(예를 들면, 소마토스타틴[0022]

유사체 요법)에 대한 치료 반응을 예측할 수 있거나, 환자가 이러한 GEP-NEN 치료 후 임상적으로 안정하게 되는

지, 또는 이러한 GEP-NEN 치료에 반응하는지 아니면 반응하지 않는지를 확인할 수 있다. 일부 경우, 상기 방법

및 시스템은 적어도 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 특이성,

민감성 및/또는 정확성, 예를 들면, 적어도 90%의 정확성으로 이를 수행한다. 일부 경우, 상기 방법 및 시스템

은 적어도 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 특이성, 민감성 및

/또는 정확성, 예를 들면, 적어도 85%의 민감성 및 특이성으로 치료된 GEP-NEN과 치료되지 않은 GEP-NEN을 구별

할 수 있다. 
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일부 경우, 본 시스템은 GEP-NEN으로 이미 진단받은 대상체에 대한 진단 또는 예후 정보, 예를 들면, 대상체가[0023]

GEP-NEN의 안정성 질환(SD) 또는 진행성 질환(PD) 상태를 갖는지, 아니면 완전한 관해 상태에 있는지, 예를 들

면, 안정성 질환, 진행성 질환 또는 완전한 관해 상태를 갖는 것으로서 임상적으로 분류될 것인지를 확인할 수

있다.

일부  실시양태들에서,  바이오마커를  검출하는  물질,  예를  들면,  폴리뉴클레오티드  또는  폴리펩티드  물질의[0024]

세트, 및 이의 사용은 생물학적 샘플에서 GEP-NEN의 존재와 부재를 구별할 수 있고/있거나, GEP-NEN 및 점막 샘

플과 GEP-NEN 샘플을 구별할 수 있고/있거나, GEP-NEN들의 특정 클래스들 또는 하위유형들, 예를 들면, 공격성

(고활성) GEP-NEN 샘플과 양성(저활성) GEP-NEN 샘플을 구별할 수 있다.

한 양태에서, 본 시스템은 인간 혈액 샘플 또는 인간 타액 샘플에서 GEP-NEN을 분류할 수 있거나 검출할 수 있[0025]

다. 한 양태에서, 인간 샘플은 임의의 특정 세포 집단에 대해 먼저 분류되거나 농후화되지 않은 전혈, 또는 전

혈로부터 준비된 핵산 또는 단백질이다. 한 양태에서, 본 시스템은 적어도 22개의 GEP-NEN 바이오마커의 서브세

트에서 바이오마커에 결합하는 물질을 포함한다.

일부 실시양태들에서, GEP-NEN 바이오마커에 결합하는 물질 이외에, 제공된 시스템은 정규화에 사용되거나 대조[0026]

군으로서 사용되는 유전자 생성물, 예를 들면, ALG9 유전자 생성물을 비롯한 하우스킵핑(housekeeping) 유전자

생성물에 결합하는 하나 이상의 물질을 함유한다.

일부 실시양태들에서, 본 방법은 GEP-NEN 및 상이한 단계의 GEP-NEN에 대한 분류자를 생성하는 데 유용한 38개[0027]

의 바이오마커의 패널로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 서브세트를 선택하는 단계를 포함한다.

일부 실시양태들에서, 본 방법은 인간 환자로부터의 검사 샘플을 상기 서브세트 내의 바이오마커들에 특이적인[0028]

복수의 물질과 접촉시키는 단계를 추가로 포함한다.

본 방법과 함께 사용되는 생물학적 검사 샘플은 혈액 샘플, 예컨대, 혈장, 혈청, 전혈, 버피 코트(buffy coat)[0029]

또는 다른 혈액 샘플, 조직, 타액, 혈청, 소변 또는 정액 샘플을 비롯한 임의의 생물학적 샘플, 예컨대, 조직,

생물학적 유체 또는 다른 샘플일 수 있다. 일부 양태들에서, 샘플은 혈액으로부터 수득된다. 종종, 검사 샘플은

GEP-NEN 환자로부터 채취된다.

본 물질은 바이오마커를 검출하는 임의의 물질일 수 있고, 전형적으로 단리된 폴리뉴클레오티드 또는 단리된 폴[0030]

리펩티드 또는 단백질, 예컨대, 항체, 예를 들면, 적어도 22개의 GEP-NEN 바이오마커를 포함하는 GEP-NEN 바이

오마커의 서브세트 또는 패널에 특이적으로 혼성화하거나 결합하는 항체이다.

일부 실시양태들에서, 본 방법은 검사 샘플을 제공된 물질 중 하나, 보다 전형적으로 복수의 제공된 물질, 예를[0031]

들면, 제공된 시스템들 중 하나, 예컨대, GEP-NEN 바이오마커의 서브세트에 특이적으로 결합하는 폴리뉴클레오

티드들의  세트와  접촉시킴으로써  수행된다.  일부  실시양태들에서,  폴리뉴클레오티드들의  세트는  DNA,  RNA,

cDNA, PNA, 게놈 DNA 또는 합성 올리고뉴클레오티드를 포함한다. 일부 실시양태들에서, 본 방법은 예컨대, RT-

PCR, 예를 들면, QPCR에 의한 검출 전에 검사 샘플로부터 RNA를 단리하는 단계를 포함한다. 따라서, 일부 실시

양태들에서, GEP-NEN 바이오마커, 예컨대, 이의 발현 수준의 검출은 RNA의 존재, 부재 또는 양의 검출을 포함한

다. 일례에서, RNA는 PCR 또는 혼성화에 의해 검출된다.

한 양태에서, 폴리뉴클레오티드는 센스 프라이머 및 안티센스 프라이머, 예컨대, 바이오마커의 서브세트에서[0032]

GEP-NEN 바이오마커 각각에 특이적인 한 쌍의 프라이머들을 포함한다. 이 실시양태의 한 양태에서, GEP-NEN 바

이오마커의 검출은 PCR, 전형적으로 정량적 또는 실시간 PCR에 의해 수행된다. 예를 들면, 한 양태에서, 검출은

역전사로 검사 샘플로부터 cDNA를 생성한 후, GEP-NEN 바이오마커의 패널에 특이적으로 혼성화하는 센스 프라이

머 및 안티센스 프라이머의 쌍들을 사용하여 상기 cDNA를 증폭하고 증폭의 생성물을 검출함으로써 수행된다. 일

부 실시양태들에서, GEP-NEN 바이오마커는 mRNA, cDNA 또는 단백질을 포함한다.

일부 실시양태들에서, 본 방법은 검사 샘플에서 상기 서브세트에서 선택된 바이오마커의 수학적으로 유도된 발[0033]

현 수준 점수를 결정하는 단계도 포함한다. 이것은 MAARC-NET 점수(NET들에 대한 다분석물 위험 분류)이다. 이

것은 두 스케일 0-8 및 100%까지 스케일링된 백분율-도함수, 즉 0-100%를 가진다. 

수학적으로 유도된 MAARC-NET 점수는 예측 분류 알고리즘, 예를 들면, 서포트 벡터 머신(SVM), 선형 판별 분석[0034]

(LDA), K-최근접 이웃(KNN) 및/또는 나이브 베이즈(naive Bayes)(NB)로부터 구축된 분류자의 결과물이다. 일부

예에서,  상기  분류자는  SVM,  LDA,  KNN  및  NB  분류  알고리즘들과  10배  교차검증  디자인의  조합으로부터

생성된다.
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일부 실시양태들에서, 본 방법은 전형적으로 정규화 및 비교 단계 전에 수행되는, 정상 또는 기준 샘플에서 서[0035]

브세트 내의 바이오마커의 수학적으로 유도된 발현 수준 점수를 결정하는 단계를 추가로 포함한다.

정상 또는 기준 샘플은 건강한 환자 또는 GEP-NEN을 갖는 환자로부터 유래될 수 있다. 검사 샘플이 GEP-NEN을[0036]

갖는 환자로부터 유래되는 경우, 정상 또는 기준 샘플 또는 수준은 동일한 또는 상이한 환자로부터 유래될 수

있다. 예를 들면, 정상 또는 기준 샘플은 GEP-NEN 또는 GEP-NEN 세포를 함유할 것으로 예상되지 않는 GEP-NEN

환자의 조직, 체액 또는 세포로부터 유래될 수 있다. 또 다른 양태에서, 정상 또는 대조군 샘플은 치료적 개입

전 또는 후, 예컨대, 수술 또는 화학적 개입 후 GEP-NEN 환자로부터 유래된다. 또 다른 양태에서, 기준 또는 정

상 샘플은 검사 샘플의 GEP-NEN 또는 전이에 상응하는, 건강한 개체로부터의 조직 또는 체액, 예컨대, 정상 장

크롬친화(enterochromaffin) 세포(EC) 표본 또는 소장(SI) 샘플, 또는 정상 간, 폐, 골, 혈액, 타액 또는 다른

체액, 조직 또는 생물학적 샘플로부터 유래된다. 또 다른 실시양태에서, 검사 샘플은 GEP-NEN 환자의 전이, 혈

장, 또는 전혈 또는 다른 체액으로부터 유래되고, 기준 샘플은 원발성 종양 또는 형광 활성화된 세포(FAC)-분류

된 종양 세포로부터 유래된다.

다른 양태에서, 검사 샘플은 혈액으로부터 유래되고, 검사 생물학적 샘플은 치료 후 GEP-NEN 환자로부터 유래되[0037]

고, 기준 샘플은 치료 전에 상기 검사 생물학적 샘플과 동일한 GEP-NEN 환자로부터 유래되거나; 기준 샘플은

GEP-NEN  세포를  함유하지  않는  조직  또는  체액으로부터  유래되거나;  기준  샘플은  건강한  개체로부터

유래되거나; 기준 샘플은 GEP-NEN 이외의 암으로부터 유래되거나; 기준 샘플은 EC 세포 또는 SI 조직으로부터

유래되거나; 검사 생물학적 샘플은 전이성 GEP-NEN으로부터 유래되고, 기준 샘플은 비전이성 GEP-NEN으로부터

유래되거나; 기준 샘플은 검사 생물학적 샘플이 수득된 GEP-NEN 환자에 비해 상이한 분류의 GEP-NEN으로부터 유

래된다. 

한 양태에서, 검사 생물학적 샘플은 치료 전 GEP-NEN  환자로부터 유래되고, 정상 또는 기준 샘플은 치료 후[0038]

GEP-NEN 환자로부터 유래된다. 또 다른 양태에서, 정상 또는 기준 샘플은 GEP-NEN 환자의 비전이성 조직으로부

터 유래된다.

일부 경우, 정규화 단계는 검사 샘플에서의 서브세트 내의 바이오마커의 발현 점수 수준을 기준 샘플에서의 서[0039]

브세트 내의 바이오마커의 발현 점수 수준에 대해 정규화하기 위해 수행된다.

일부 경우, 비교 단계는 정규화된 발현 수준 점수와 소정의 컷오프 값 또는 점수 역치 사이에 차이, 예컨대, 유[0040]

의한 차이가 있는지를 확인하기 위해 수행된다. 일부 소정의 컷오프 값들 또는 점수 역치들은 GEP-NEN의 상이한

단계들을 표시하는 반면, 나머지 값들 또는 역치들은 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 상이한 위험 수준, 즉 낮은,

중간 또는 높은 위험 수준을 나타낸다.

한 양태에서, 본 방법은 정규화된 발현 수준 점수를, 대조군 또는 기준 샘플을 배제하도록 선택된 소정의 컷오[0041]

프 값과 비교하는 단계를 포함하고, 이 때 상기 소정의 컷오프 값 초과의 정규화된 발현 수준은 GEP-NEN을 표시

하고, 이 때 상기 컷오프 값은 (0-8의 스케일에서) 약 2 또는 (0-100%의 스케일에서) 13.4%이다. 

또 다른 양태에서, 본 방법은 정규화된 발현 수준 점수를, 비진행성 GEP-NEN을 배제하도록 선택된 소정의 컷오[0042]

프 값과 비교하는 단계를 포함하고, 이 때 (0-8의 스케일에서) 5 또는 (0-100%의 스케일에서) 43.4%의 소정의

컷오프 값 초과의 정규화된 발현 수준은 진행성 GEP-NEN을 표시한다.

또 다른 양태에서, 본 방법은 인간 환자가 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 위험 수준을 확인하는 단계도 포함하고,[0043]

이  때  약  5(또는  43.4%)  미만의  정규화된  발현  수준  점수는  진행성  GEP-NEN을  발생시킬  저위험  수준을

나타내고, 약 5 내지 7(43.4% 내지 63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 중간 위험

수준을 나타내고, 약 7 내지 8(>63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 고위험 수준을

나타낸다.

일부 경우, 개별 유전자의 (수학적으로 유도된 발현 수준 점수가 아닌) 실제 발현 수준에 대한 후속 확인이 수[0044]

행되고, 이 때 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 중간 위험 수준의 확인은 중간 위험의 제1 상태를 확인하는 단계를

추가로 포함하고, 이 때 비진행성 기준 샘플과 검사 샘플 사이의 정규화된 발현 수준 점수는 약 5(43.4%)이고,

SMARCD3의 정규화된 발현 수준은 제1 역치 값 미만이고, TPH1의 발현 수준은 제2 역치 값 미만이다.

다른 경우, 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 중간 위험 수준의 확인은 중간 위험의 제2 상태를 확인하는 단계를 추가[0045]

로 포함하고, 이 때 비진행성 기준 샘플과 검사 샘플 사이의 정규화된 발현 수준 점수는 약 6(52.7%)이고,

VMAT1의 정규화된 발현 수준은 0 이상이고, PHF21A의 발현 수준은 제1 역치 값 이상이다.
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일부 경우, 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 중간 위험 수준의 확인은 중간 위험의 제3 상태를 확인하는 단계를 추가[0046]

로 포함하고, 이 때 비진행성 기준 샘플과 검사 샘플 사이의 정규화된 발현 수준 점수는 약 7(63.4%)이고,

VMAT1의 발현 수준은 0 이상이고, PHF21A의 발현 수준은 제1 역치 값 이하이다.

다른 경우, 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 고위험 수준의 확인은 ZZZ3의 정규화된 발현 수준 점수를 확인하는 단계[0047]

를 추가로 포함하고, 이 때 ZZZ3의 발현 수준 점수는 14 이하이다.

수술  후  인간  환자에서  잔류  또는  재발  진행성  GEP-NEN의  위험을  확인하는  데  사용하기  위한  제공된[0048]

바이오마커, 물질, 시스템 및 검출 방법의 방법 및 용도도 제공된다. 이러한 경우, 수술 후 검사 샘플에서 잔류

또는 재발 진행성 GEP-NEN에 대한 위험 수준이 확인되고, 이 때 약 5(43.4%) 미만의 정규화된 발현 수준 점수는

저위험 수준을 나타내고, 약 5 내지 7(43.4% 내지 63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 중간 위험 수준을 나타

내고, 약 7 내지 8(>63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 고위험 수준을 나타낸다.

일부 경우, 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN에 대한 위험 수준의 확인은 환자로부터의 수술 전 검사 샘플과 수술[0049]

후 검사 샘플 사이에서 확인될 때, 하나 이상의 유전자 클러스터에서 유전자 생성물의 상승된 발현 수준 점수를

확인하는 단계를 추가로 포함한다.

일부 실시양태들에서, 하나 이상의 유전자 클러스터는 프롤리퍼롬(proliferome), 시그널롬(signalome), 세크레[0050]

톰(secretome) I 및 II, 플루롬(plurome), 에피게놈(epigenome), SSTRome 및 이들의 조합물을 포함한다.

다른 실시양태에서, 하나 이상의 유전자 클러스터는 PD 클러스터, ND 클러스터, TD 클러스터 및 ID 클러스터를[0051]

포함한다. PD 클러스터는 프롤리퍼롬, 시그널롬, 세크레톰 II, 플루롬 및 에피게놈을 포함한다. ND 클러스터는

ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1, Ki67, NAP1L1, NOL3, GLT8D1, PLD3, PNMA2, VMAT2, TPH1, FZD7, MORF4L2 및 ZFHX3

을 포함한다. TD 클러스터는 세크레톰(I), 플루롬 및 SSTRome을 포함한다. ID 클러스터는 프롤리퍼롬, 세크레톰

(II), 플루롬 및 에피게놈을 포함한다.

다른 실시양태에서, 하나 이상의 유전자 클러스터에서 유전자 생성물의 상승된 발현의 확인은 PDA, NDA, TDA 및[0052]

IDA 알고리즘을 비롯한 복수의 유전자 클러스터 알고리즘들을 평가하는 단계를 포함한다.

일부 실시양태들에서, 본 방법은 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN에 대한 중간 또는 높은 위험 수준의 표시를 기[0053]

초로 환자를 수술 및 요법 중 하나로 치료하는 단계도 포함한다.

소마토스타틴 유사체 치료 후 환자에서 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN의 위험을 확인하는 데 사용하기 위한 제[0054]

공된 바이오마커, 물질, 시스템 및 검출 방법의 방법 및 용도도 제공된다. 이러한 경우, 소마토스타틴 치료 실

패에 대한 위험 수준이 확인되고, 이 때 약 5(43.4%) 미만의 정규화된 발현 수준 점수는 저위험 수준을 나타내

고, 약 5  내지 7(43.4%  내지 63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 중간 위험 수준을 나타내고, 약 7  내지

8(>63.4%)의 정규화된 발현 수준 점수는 고위험 수준을 나타낸다.

본 방법은 인간 환자로부터의 요법 전 검사 샘플과 요법 후 검사 샘플 사이에서 SSTRome 및 프롤리퍼롬 유전자[0055]

클러스터들 중 하나 이상의 유전자 클러스터에서의 발현 수준 점수의 차이를 확인하는 단계를 추가로 포함할 수

있고, 이 때 증가된 발현 수준 점수는 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN에 대한 증가된 위험을 표시한다.

일부 경우,  소마토스타틴 유사체는 잔류 또는 재발 진행성 GEP-NEN에  대한 중간 또는 높은 위험 수준,  및[0056]

SSTRome 및 프롤리퍼롬 유전자 클러스터들 중 하나 이상의 유전자 클러스터에서의 증가된 발현 수준을 기초로

인간 환자에게 투여된다.

달리 정의되어 있지 않은 한, 본원에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 분야에서 통[0057]

상의 기술을 갖는 자에 의해 통상적으로 이해되는 의미와 동일한 의미를 가진다. 본 명세서에서, 문맥이 달리

명시하지 않은 한, 단수 형태는 복수 형태도 포함한다. 본원에 기재된 방법들 및 재료들과 유사하거나 동등한

방법들 및 재료들이 본 발명의 실시 또는 시험에 사용될 수 있지만, 적합한 방법들 및 재료들이 이하에 기재되

어 있다. 본원에서 언급된 모든 공개문헌들, 특허출원들, 특허들 및 다른 참고문헌들은 참고로 도입된다. 본원

에서 인용된 참고문헌들은 청구된 발명에 대한 종래기술인 것으로 인정되지 않는다. 모순이 있는 경우, 정의를

포함하는 본 명세서가 좌우할 것이다. 또한, 재료들, 방법들 및 예들은 단지 예시를 위한 것이고 한정하기 위한

것이 아니다. 

본 발명의 다른 특징들 및 장점들은 하기 상세한 설명 및 청구범위로부터 자명할 것이다.[0058]

도면의 간단한 설명
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도 1A 내지 1E는 정상 장 점막 대조군에 비해 신경내분비 종양(NET) 조직에서 아피메트릭스(Affymetrix) 인간[0059]

엑손 1.0 ST 어레이로부터 유추된 마커 유전자 패널에서의 차등적인 엑손 발현을 보여주는 그래프들이다. (A)

Tph1, (B) VMAT2, (C) SCG5, (D) CgA 및 (E) PTPRN2의 RMA-정규화된 엑손 발현이 정상(녹색) 및 종양(샘플)에

서 가시화되었다.

도  2A  내지  2E는  역전사효소  중합효소  연쇄  반응(RT-PCR)에  의한  마커  유전자에서의  대안적  스플라이싱

(alternative splicing)의 검증을 보여주는 그래프들이다. 마커 유전자들 (A) Tph1, (B) VMAT2, (C) SCG5, (D)

CgA 및 (E) PTPRN2는 정상 점막 대조군에 비해 NET 샘플에서 차등 발현되었다.

도 3은 10배 교차검증의 결과를 사용함으로써 수득된 GEP-NET 샘플에서 최대 22개의 유의하게 상향조절된 유전

자들(p<0.05)의 순차적 추가를 사용하는 4종의 분류 알고리즘들(SVM, LDA, KNN 및 Bayes)의 예측 정확성을 보여

주는 선 그래프이다.

도 4A 내지 4C는 검사 세트에서 수학적으로 유도된 MAARC-NET 점수를 보여주는 그래프들이다. A) 대조군, SD 및

PD에서 0-4 점수에 대한 빈도 분포; B) 동일한 샘플 세트에서 0-8 점수를 사용하는 빈도 분포; C) A) 및 B)에서

상기 두 점수들 각각에 대한 상관관계 평가.

도 5A 및 5B는 검사 세트 및 수신자 조작 특성(ROC) 분석에서 MAARC-NET 점수를 보여주는 그래프들이다. 도 5A

에서, NET들은 대조군에 비해 유의하게 상승된 점수를 가졌고, 이 때 PD에 대한 값은 SD에 대한 값보다 더 높았

다.  도  5B에서,  대조군  대  GEP-NET의  ROC  곡선이  표시되어  있고,  이  때  AUC는  0.98  초과  수준이었다

(p<0.0001). *대조군에 비해 p<0.05, #SD에 비해 p<0.05(2-측 만-휘트니(Mann-Whitney) U-검정).

도 6A 및 6B는 A) 독립적인 세트에서 MAARC-NET 점수의 그래프(이 때, 진행성 질환(PD) NET들이 안정성 질환

(SD)에 비해 유의하게 더 높은 상승된 점수를 가졌음); 및 B) SD 및 PD에서 0-8 점수에 대한 빈도 분포 그래프

이다. #SD에 비해 p<0.0001(2-측 만-휘트니 U-검정).

도 7A 및 7B는 A) 0.93 초과의 AUC를 갖는, SD 대 PD NET들의 ROC의 그래프(p<0.0001) 및 B) 7 이상의 컷오프

점수를 사용함으로써 정확히 판정된 SD 및 PD NET들의 백분율의 그래프이다.

도 8은 점수가 어떻게 달성되는지를 보여주고 환자를 상이한 질환 클래스들로 범주화하는 NETest 1에 대한 계산

도표(nomogram)이다.

도 9는 도 8의 계산도표의 유용성의 그래프이다. 도 8의 계산도표의 사용에 의해 정확히 예측된 SD 및 PD NET들

의 백분율(질환 활성도를 포함함)이 표시되어 있다.

도 10A 및 10B는 A) 검사 세트 및 B) 독립적인 세트에서 SD 및 PD NET 종양들에서의 0-8 점수에 대한 빈도 분포

를 각각 보여주는 그래프들이다.

도 11A 및 11B는 A) 조합된 세트들에서 SD 및 PD에서의 0-8 점수에 대한 빈도 분포, 및 B) 점수가 SD 또는 PD일

위험 확률 대 NETest 점수의 그래프들이다.

도 12는 점수 및 위험 범주화를 포함하는 NETest 2a의 계산도표이다. 상부 도면은 MAARC-NET를 0-8 점수로서 포

함하고; 하부 도면은 0-100%로 스케일링된 버전이다.

도 13은 위험 범주 도해를 포함하는 NETest 2의 계산도표이다.

도  14A  및  14B는  NET들에  다시  초점이  맞춰진  신생물형성의  특징을  나타내는  설명도이다.  도  14A는  문헌

(Hanahan D, Weinberg RA: Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 2011, 144(5): 646-674)으로부터

입수된, 종양(선암종) 유래의 특징의 도해를 보여준다. 도 14B는 하나한(Hanahan) 및 웨인버그(Weinberg) 분류

에 기초한 NET 특징을 보여준다.

도 15A 및 15B는 A) 정상 점막 및 B) NET들에서 유전자 클러스터의 정규화된 유전자 발현을 보여주는 그래프들

이다.

도 16은 정상 점막(NM) 및 NET에서 PDA 및 NDA 알고리즘에 의해 평가된 정규화된 유전자 발현의 그래프이다.

도 17A 내지 17C는 A) 정상 점막, B) SD 관련 유전자 클러스터, 및 C) PD 관련 유전자 클러스터에서 정규화된

유전자 발현의 그래프들이다.

도 18은 독립적인 검사 세트에서의 정규화된 유전자 발현의 그래프이고, 이 때 PD 및 SD 종양에서의 유전자들이

공개특허 10-2025-0021631

- 11 -



평가되었다.

도 19A 및 19B는 A) 검사 세트 및 B) 독립적인 세트에서 PDA 및 NDA 유전자 클러스터 알고리즘의 정규화된 유전

자 발현을 보여주는 그래프들이다.

도 20A 및 20B는 A) 조합된 세트에서의 PDA 및 NDA 유전자 클러스터 알고리즘의 정규화된 유전자 발현, 및 B)

PD로부터 SD를 구별하기 위한 PDA 및 NDA의 ROC 분석 곡선을 보여주는 그래프들이고, 이 때 *SD에 비해 p<0.05

이다.

도 21A 및 21B는 A) 검사 세트 및 B) 독립적인 세트에서 TDA 및 IDA 유전자 클러스터 알고리즘에 의해 평가된

정규화된 유전자 발현을 보여주는 그래프들이다.

도 22A 및 22B는 A) PD로부터 SD를 구별하기 위한 TDA 및 IDA, 및 B) 개별 유전자 클러스터 각각에 대한 ROC 분

석을 보여주는 그래프들이다. 

도 23A 및 23B는 A) 수술 전 및 후 상태에서 NETest 점수, 및 B) 수술 전 및 후 상태에서 순환 크로모그라닌

A(CgA) 수준의 변경을 보여주는 그래프들이다.

도 24A 및 24B는 A) 수술 요법 전 상태 및 B) 수술 요법 후 상태에서 NETest 계산도표의 차이를 보여주는 설명

도이다.

도 25A 및 25B는 A) 수학적으로 유도된 점수 및 B) R0(완전한 절제) 상태 및 R1/2(불완전한 절제) 상태 둘 다에

서의 크로모그라닌 A의 백분율 변화를 보여주는 그래프들이다.

도 26A 내지 26D는 수술 전 및 후 상태에서 유전자 유래의 알고리즘들 A) PDA, B) NDA, C) TDA 및 D) IDA에 대

한 NETest 점수의 차이를 보여주는 그래프들이다.

도  27A  내지  27I는  수술  전  및  후  상태에서  유전자  유래의  클러스터들  A)  SSTRome,  B)  프롤리퍼롬,  C)

시그널롬, D) 메타볼롬, E) 세크레톰, F) 세크레톰, G) 플루롬, H) 에피게놈 및 I) 아폽톰에 대한 NETest 점수

의 차이를 보여주는 그래프들이다.

도 28은 수술적으로 관련된 알고리즘 및 유전자 클러스터를 포함하는 NETest 3의 계산도표이다.

도 29A  및 29B는 안정성 질환(SD)  상태 및 소마토스타틴 유사체(SSA)  치료 실패(PD  상태와 동등함)에서 A)

NETest 점수 및 B) 순환 CgA 수준 각각의 차이를 보여주는 그래프들이다.

도 30A 내지 30D는 안정하게 치료된 환자(SD) 및 치료 실패(PD)에서 유전자 유래의 알고리즘들 A) PDA, B) NDA,

C) TDA 및 D) IDA의 차이를 보여주는 그래프들이다.

도 31A 내지 31I는 안정하게 치료된 환자(SD) 및 SSA 치료 실패(PD 상태와 동등함)에서 유전자 유래의 클러스터

들, 구체적으로 A) SSTrome, B) 프롤리퍼롬, C) 시그널롬, D) 메타볼롬, E) 세크레톰, F) 세크레톰, G) 플루롬,

H) 에피게놈 및 I) 아폽톰의 차이를 보여주는 그래프들이다.

도 32A 및 32B는 대조군으로부터 치료 실패(PD 상태와 동등함)를 구별하기 위한 A) 유전자 유래의 클러스터 알

고리즘 및 B) 유전자 클러스터에 따른 ROC 분석을 보여주는 그래프들이다.

도 33A 및 33B는 A) SD로서 범주화된 환자들에서 치료 실패를 정의하기 위한 유전자 유래의 클러스터 알고리즘

및 클러스터 각각에 대한 정확한 판정의 백분율, 및 B) 베스트-오프-3(Best-of-3)을 능가하는, SSTRome과 프롤

리퍼롬의 조합에 대한 정확한 판정의 백분율을 보여주는 그래프들이다.

도 34는 수학적으로 유도된 점수뿐만 아니라 SSTRome, 프롤리퍼롬 및 이들의 조합도 포함하는, 소마토스타틴 유

사체로 치료받은 환자에 대한 계산도표이다.

도 35A 및 35B는 SSA들의 치료 효능, 및 질환 재발을 발생시킨 낮은/높은 NETest 점수를 갖는 환자의 비율을 나

타내는 그래프들이다.

도 36A 및 36B는 영상 양성 질환 재발의 발생 전에 NETest가 상승되었거나(>80%) CgA가 비정상적이었던 시점뿐

만 아니라 이들 사건들이 영상 양성 질환 재발 전에 일어난 횟수도 나타내는 그래프들이다.

도 37A 내지 37D는 장기간 추적검사 전 NETest 점수(A), 및 상승된 점수(B, D) 또는 질환 부재 시간(D)을 갖는

환자에서 재발하는 횟수를 나타내는 그래프들이다.
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도 38A 내지 38F는 A-B) SSTRome, C-E) 모든 유전자들, 및 D-F) 높은 관련 유전자들(KRAS, SSTR4 및 VPS13C)에

서 예측된 Ki67 지수 대 Ki67 지수를 포함하는 그래프들이다.

도 39A 내지 39F는 유전자 클러스터들 또는 알고리즘들 각각과 Ki67 지수 사이의 상관관계(선형 회귀)를 보여주

는 그래프들이다: A) SSTRome과 Ki67, B) TDA와 Ki67, C) 프롤리퍼롬과 Ki67, D) PDA와 Ki67, E) IDA와 Ki67,

및 F) PDA와 Ki67.

도 40A 내지 40D는 SSTRome(군 I: (A) 및 (C)) 및 모든 유전자들(군 II: (B) 및 (D))에 대한 예측된 SUV최대(종

양 흡수 - 수용체 밀도/표적 이용가능성의 척도)를 모델링하는 그래프들이다.

도 41A 내지 41F는 개별 유전자(A-B), SSTRome(C-E), 및 모든 유전자들(D-F)에서 MTV(분자적 종양 부피 - 종양

부하(burden)의 척도)를 모델링하는 그래프들이다.

도 42A 내지 42C는 (A) 영상화에 의해 신규 병변을 갖는 것으로 확인된 환자, (B) RECIST에 의해 진행성 질환을

갖는 것으로 확인된 환자 및 (C) 수술 후 환자에서 ZFHX3 발현을 보여주는 그래프들이다.

도 43A 및 43B는 (A) GEP-NEN의 안정성 질환 상태로 유지되는 환자 대 (B) GEP-NEN의 진행성 질환 상태를 발생

시킨 환자에서 ZFHX3 발현을 보여주는 그래프들이다.

도 44A  내지 44C는 A)  펩티드 수용체 방사성뉴클레오티드 요법(peptide receptor  radionucleotide  therapy;

PRRT)의 효능; B) 반응자(R) 및 비반응자(NR)에서 NETest 점수의 변화 대 6M 추적검사(FuP)에서의 임상적 상태;

및 C) CgA 수준의 변화 대 6M FuP에서의 임상적 상태를 나타내는 그래프들이다.

도 45는 요법 전 및 후 반응자 및 비반응자에서 NETest 사이의 일치, 및 또한 CgA와의 비교를 보여주는 그래프

들이다.

도 46A 및 46B는 치료 반응에 대한 NETest 점수 대 CgA의 정확성을 보여준다.

도 47A  내지 47D는 요법 전 혈액 샘플에서 NETest  유전자들의 2개 서브세트들, 즉 시그널롬 및 메타볼롬의

발현, 및 반응자(R)와 비반응자(NR) 사이의 차이, 생물학적 지표와 조합될 때 및 각각의 예측 유용성(47B), 단

독으로(계수(Quotient)) 또는 등급과의 조합(조합)으로서 치료 반응을 예측하기 위한 유용성(47C), 및 PRRT 요

법의 결과를 예측하기 위한 상기 조합의 메트릭스(metrics)를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

모든 인간 유전자들의 4분의 3은 대안적 스플라이싱을 겪는다. 따라서, 암 특이적 스플라이스 변이체의 확인 및[0060]

정의는 바이오마커 분석의 개발에 유리하다. 기재된 실시양태들은 NET 마커 유전자의 특정 암 특이적 스플라이

스 변이체가 바이오마커 진단 방법에서 신생물형성 샘플과 정상 샘플 사이의 차이를 최대화하는 데 사용될 수

있다는 놀라운 발견으로부터 도출된다.

본 발명은 위장관췌장 신경내분비 신생물(GEP-NEN)의 검출을 필요로 하는 대상체에서 GEP-NEN을 검출하는 방법[0061]

으로서, 상기 대상체로부터의 검사 샘플을, APLP2, ARAF, ATP6V1H, BNIP3L, BRAF, CD59, COMMD9, CTGF, FZD7,

GLT8D1, KRAS, MKI67/KI67, MORF4L2, NAP1L1, NOL3, OAZ2, PANK2, PHF21A, PLD3, PNMA2, PQBP1, RAF1, RNF41,

RSF1,  SLC18A1/VMAT1,  SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,

TRMT112, WDFY3, ZFHX3 및 ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데

특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을

측정하는 단계; 기준 샘플을, 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접

촉시킴으로써 상기 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 검사

샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마

커의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발

현 수준을, 0-8의 MAARC-NET 점수화 시스템 스케일에서 2 또는 0-100%의 스케일에서 0%인 소정의 컷오프 값과

비교하는 단계; 및 정규화된 발현 수준이 상기 소정의 컷오프 값 이상일 때, 상기 대상체에서의 GEP-NEN의 존재

를 판정하거나, 정규화된 발현 수준이 상기 소정의 컷오프 값 미만일 때, 상기 대상체에서의 GEP-NEN의 부재를

판정하는 단계를 포함하는 방법을 제공한다.

점수는 "다수결" 원칙에 기초하고 2진 분류 시스템으로부터 발생되었으므로, 샘플은 "정상"으로 판정되고 0의[0062]

점수를  부여받을  것이거나,  "종양"으로  판정되고  "1"의  점수를  부여받을  것이다.  점수는  0(4회  판정  모두

"정상") 내지 4(4회 판정 모두 "종양")일 수 있다. 각각의 "판정"은 4종의 상이한 학습 알고리즘들 중 하나의 2
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진 결과(정상에 대해 "0" 또는 종양에 대해 "1")이다: 서포트 벡터 머신(SVM), 선형 판별 분석(LDA), K-최근접

이웃(KNN) 및 나이브 베이즈(Bayes). 67개의 대조군들 및 63개의 GEP-NEN을 포함하는 내부 트레이닝 세트에 대

해 이들 4종의 학습 알고리즘들 각각을 트레이닝하였다. 이 트레이닝 세트에서, t-검정을 이용하여 차등 발현된

유전자들(대조군 대 GEP-NEN)을 유의한 것으로서 확인하였다. 트레이닝 세트를 기초로, 각각의 학습 알고리즘을

트레이닝하여 적어도 p<0.05의 유의 수준 이내까지 정상 유전자 발현과 종양 유전자 발현을 구별하였다. 다수결

원칙에 따라, 2회 미만의 "정상" 판정을 받은 샘플들은 GEP-NEN으로서 분류된다.

적어도 22개의  바이오마커는 APLP2,  ARAF,  CD59,  CTGF,  FZD7,  KRAS,  MKI67/KI67,  MORF4L2,  NAP1L1,  NOL3,[0063]

PNMA2, RAF1, RSF1, SLC18A2/VMAT2, SMARCD3, SPATA7, SSTR1, SSTR3, SSTR4, SSTR5, TPH1, TRMT112 및 ZFHX3

을 포함할 수 있다.

상기 방법은 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 5이거나 0-100%의 스케일에서 55% 미만인 소정의 컷오프[0064]

값 이상일 때, 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

상기 방법은 대상체가 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 위험 수준을 확인하는 단계도 포함할 수 있고, 상기 방법은[0065]

정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 5이거나 0-100%의 스케일에서 55% 미만인 소정의 컷오프 값 미만일 때,

진행성 GEP-NEN을 발생시킬 저위험 수준을 확인하거나; 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 소정의 컷오프

값 5 이상이고 소정의 컷오프 값 7 미만이거나, 0-100%의 스케일에서 55% 이상이고 75% 미만일 때, 진행성 GEP-

NEN을 발생시킬 중간 위험 수준을 확인하거나; 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 소정의 컷오프 값 7 이

상이거나 0-100%의 스케일에서 75% 이상일 때, 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 고위험 수준을 확인하는 단계를 추가

로 포함한다.

바이오마커는 RNA, cDNA 또는 단백질일 수 있다. 바이오마커가 RNA일 때, RNA를 (예컨대, RT-PCR로) 역전사하여[0066]

cDNA를 생성할 수 있고, 생성된 cDNA 발현 수준을 검출한다. 바이오마커와 표지된 프로브 또는 프라이머 사이의

복합체를 형성함으로써 바이오마커의 발현 수준을 검출할 수 있다. 바이오마커가 RNA 또는 cDNA일 때, RNA 또는

cDNA와 표지된 핵산 프로브 또는 프라이머 사이의 복합체를 형성함으로써 RNA 또는 cDNA를 검출한다. RNA 또는

cDNA와 표지된 핵산 프로브 또는 프라이머 사이의 복합체는 혼성화 복합체일 수 있다. 바이오마커가 단백질일

때, 단백질과 표지된 항체 사이의 복합체를 형성함으로써 단백질을 검출할 수 있다. 표지는 임의의 표지, 예를

들면, 형광 표지, 화학발광 표지, 방사성 표지 등일 수 있다.

검사 샘플은 대상체로부터 수득된 임의의 생물학적 유체일 수 있다. 바람직하게는, 검사 샘플은 혈액, 혈청, 혈[0067]

장 또는 신생물성 조직이다. 기준 샘플은 신생물성 질환을 갖지 않거나, 신생물성 질환의 증상을 보이지 않거나

신생물성 질환으로 진단받지 않은 대상체로부터 수득된 임의의 생물학적 유체일 수 있다. 바람직하게는, 기준

샘플은 혈액, 혈청, 혈장 또는 비신생물성 조직이다.

상기 검출을 필요로 하는 대상체는 GEP-NEN으로 진단받은 대상체, 하나 이상의 GEP-NEN 증상을 갖는 대상체, 또[0068]

는 GEP-NEN을 발생시킬 소인 또는 가족력을 갖는 대상체일 수 있다. 상기 대상체는 임의의 포유동물일 수 있다.

바람직하게는, 상기 대상체는 인간이다. 용어 대상체와 환자는 본원에서 상호교환적으로 사용된다.

상기 방법은 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 중간 위험 수준 또는 고위험 수준을 갖는 것으로서 확인된 대상체를 수[0069]

술 또는 약물 요법으로 치료하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 약물 요법은 소마토스타틴 유사체 치료 또는

펩티드 수용체 방사선요법 치료(PRRT)일 수 있다. 상기 방법은 적어도 6개월 기간, 12개월 기간, 18개월 기간

또는 24개월 기간에 걸쳐 정기적으로 또는 주기적으로 모니터링하면서 진행성 GEP-NEN을 발생시킬 저위험 수준

을 갖는 것으로서 확인된 대상체를 치료하는 단계도 포함할 수 있다.

본 발명은 대상체로부터의 검사 샘플로부터 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프[0070]

값 5 이상이고 소정의 컷오프 값 6 미만인지를 본 발명의 방법에 따라 판정하는 단계; 검사 샘플 및 기준 샘플

을, SMARCD3의 발현 및 TPH1의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 검사 샘플 및 기준

샘플로부터 SMARCD3 및 TPH1의 발현 수준을 검출하는 단계; 검사 샘플에서의 SMARCD3 및 TPH1의 발현 수준을 기

준 샘플에서의 SMARCD3 및 TPH1의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 검사 샘플에서의 SMARCD3 및 TPH1의 정규

화된 발현 수준을 각각 제1 소정의 컷오프 값 및 제2 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 SMARCD3의 정규화

된 발현 수준이 제1 소정의 컷오프 값보다 더 크고 TPH1의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값 이상일 때, 대상

체에서의 안정성 GEP-NEN의 존재를 판정하거나, SMARCD3의 정규화된 발현 수준이 제1 소정의 컷오프 값 이하이

고 TPH1의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값 미만일 때, 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계

를 포함하는, 대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 제1 소정의 컷오프 값이 0-
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8의 스케일에서 1.3이고 제2 소정의 컷오프 값이 0-8의 스케일에서 4인 방법도 제공한다.

제1 소정의 컷오프 값 1.3은 0-100%의 스케일에서 12%에 상응하고, 제2 소정의 컷오프 값 4는 0-100%의 스케일[0071]

에서 41%에 상응한다.

본 발명은 대상체로부터의 검사 샘플로부터 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프[0072]

값 6 이상이고 소정의 컷오프 값 7 미만인지를 본 발명의 방법에 따라 판정하는 단계; 검사 샘플 및 기준 샘플

을, VMAT1의 발현 및 PHF21A의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 검사 샘플 및 기준

샘플로부터 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준을 검출하는 단계; 검사 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준을 기

준 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 검사 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 정규

화된 발현 수준을 각각 제1 소정의 컷오프 값 및 제2 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 VMAT1의 정규화된

발현 수준이 제1 소정의 컷오프 값 이상이고 PHF21A의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값 미만일 때, 대상체에

서의 안정성 GEP-NEN의  존재를 판정하거나,  VMAT1의  정규화된 발현 수준이 제1  소정의 컷오프 값 이상이고

PHF21A의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값 이상일 때, 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계

를 포함하는, 대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 제1 소정의 컷오프 값이 0-

8의 스케일에서 0이고 제2 소정의 컷오프 값이 0-8의 스케일에서 1.2인 방법도 제공한다.

제1 소정의 컷오프 값 0은 0-100%의 스케일에서 0%에 상응하고, 제2 소정의 컷오프 값 1.2는 0-100%의 스케일에[0073]

서 8%에 상응한다. 

본 발명은 대상체로부터의 검사 샘플로부터 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프[0074]

값 7 이상이고 소정의 컷오프 값 8 미만인지를 본 발명의 방법에 따라 판정하는 단계; 검사 샘플 및 기준 샘플

을, VMAT1의 발현 및 PHF21A의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 검사 샘플 및 기준

샘플로부터 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준을 검출하는 단계; 검사 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준을 기

준 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 검사 샘플에서의 VMAT1 및 PHF21A의 정규

화된 발현 수준을 각각 제1 소정의 컷오프 값 및 제2 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 VMAT1의 정규화된

발현 수준이 제1 소정의 컷오프 값 이상이고 PHF21A의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값보다 클 때, 대상체에

서의 안정성 GEP-NEN의  존재를 판정하거나,  VMAT1의  정규화된 발현 수준이 제1  소정의 컷오프 값 이상이고

PHF21A의 발현 수준이 제2 소정의 컷오프 값 이하일 때, 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계

를 포함하는, 대상체에서 안정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 제1 소정의 컷오프 값이 0-

8의 스케일에서 0이고 제2 소정의 컷오프 값이 0-8의 스케일에서 1인 방법도 제공한다. 

제1 소정의 컷오프 값 0은 0-100%의 스케일에서 0%에 상응하고, 제2 소정의 컷오프 값 1은 0-100%의 스케일에서[0075]

7%에 상응한다.

본 발명은 대상체로부터의 검사 샘플로부터 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프[0076]

값 8과 동일한지를 본 발명의 방법에 따라 판정하는 단계; 검사 샘플 및 기준 샘플을, ZZZ3의 발현을 검출하는

데 특이적인 하나 이상의 물질과 접촉시킴으로써 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 ZZZ3의 발현 수준을 검출하는

단계; 검사 샘플에서의 ZZZ3의 발현 수준을 기준 샘플에서의 ZZZ3의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 검사

샘플에서의 ZZZ3의 정규화된 발현 수준을 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 ZZZ3의 정규화된 발현 수준이

소정의 컷오프 값 이하일 때, 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계를 포함하는, 대상체에서 안

정성 GEP-NEN과 진행성 GEP-NEN을 구별하는 방법으로서, 상기 소정의 컷오프 값이 0-8의 스케일에서 1인 방법도

제공한다.

소정의 컷오프 값 1은 0-100%의 스케일에서 18%에 상응한다.[0077]

본 발명의 방법은 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을,  Ki67,  NAP1L1,  NOL3,  TECPR2,  ARAF1,  BRAF,[0078]

KRAS, RAF1, PQBP1, TPH1, COMMD9, MORF4L2, RNF41, RSF1, SMARCD3 및 ZFHX3을 포함하는 16개의 바이오마커 각

각의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 16

개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 검사 샘플의 상기 16개의 바이오마커 각각의 발현 수준

을 합산하여 진행성 진단 I 총 검사 값을 생성하고 기준 샘플의 상기 16개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합

산하여 진행성 진단 I 총 기준 값을 생성하는 단계를 추가로 포함하고, 이 때 진행성 진단 I 총 기준 값에 비해

증가된 값의 진행성 진단 I 총 검사 값은 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 표시한다.

본 발명의 방법은 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1, Ki67, NAP1L1, NOL3,[0079]

GLT8D1, PLD3, PNMA2, VMAT2, TPH1, FZD7, MORF4L2 및 ZFHX3을 포함하는 15개의 바이오마커 각각의 양을 검출
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하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 15개의 바이오마커

각각의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 검사 샘플의 상기 15개의 바이오마커 각각의 발현 수준의 평균을 산출하

여 진행성 진단 II 검사 값을 생성하고 기준 샘플의 상기 15개의 바이오마커 각각의 발현 수준의 평균을 산출하

여 진행성 진단 II 기준 값을 생성하는 단계를 추가로 포함하고, 이 때 진행성 진단 II 기준 값에 비해 증가된

진행성 진단 II 검사 값은 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 표시한다.

본 발명의 방법은 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, PNMA2, VMAT2, COMMD9, SSTR1, SSTR3, SSTR4 및[0080]

SSTR5를 포함하는 7개의 바이오마커 각각의 양을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검

사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 7개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 검사 샘플의 상기 7

개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 III 총 검사 값을 생성하고 기준 샘플의 상기 7개의

바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 III 총 기준 값을 생성하는 단계를 추가로 포함하고, 이

때 진행성 진단 III 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 III 총 검사 값은 대상체에서의 진행성 GEP-

NEN의 존재를 표시한다. 

본  발명의 방법은 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을,  Ki67,  NAP1L1,  NOL3,  TECPR2,  PQBP1,  TPH1,[0081]

MORF4L2, RNF41, RSF1, SMARCD3 및 ZFHX3을 포함하는 11개의 바이오마커 각각의 양을 검출하는 데 특이적인 복

수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을

측정하는 단계; 및 검사 샘플의 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 IV 총 검사

값을 생성하고 기준 샘플의 상기 11개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 IV 총 기준 값을

생성하는 단계를 추가로 포함하고, 이 때 진행성 진단 IV 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 IV 총 검

사 값은 대상체에서의 진행성 GEP-NEN의 존재를 표시한다.

본 발명은 수술 후 대상체에서 진행성 GEP-NEN의 재발 또는 재발생 위험을 확인하는 방법으로서, 대상체로부터[0082]

의  검사  샘플을,  APLP2,  ARAF,  ATP6V1H,  BNIP3L,  BRAF,  CD59,  COMMD9,  CTGF,  FZD7,  GLT8D1,  KRAS,

MKI67/KI67,  MORF4L2,  NAP1L1,  NOL3,  OAZ2,  PANK2,  PHF21A,  PLD3,  PNMA2,  PQBP1,  RAF1,  RNF41,  RSF1,

SLC18A1/VMAT1,  SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,  TRMT112,

WDFY3, ZFHX3 및 ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인

복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는

단계; 기준 샘플을, 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으

로써 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상

기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준

에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준을 소정

의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 소정의 컷오프 값 2 미만이거나 0-

100%의 스케일에서 0% 미만일 때, 수술 후 진행성 GEP-NEN을 재발시키거나 재발생시킬 위험의 부재를 확인하거

나, 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 소정의 컷오프 값 5 미만이거나 0-100%의 스케일에서 55% 미만일

때, 수술 후 진행성 GEP-NEN을 재발시키거나 재발생시킬 저위험 수준을 확인하거나, 정규화된 발현 수준이 0-

8의 스케일에서 소정의 컷오프 값 5 이상이고 소정의 컷오프 값 7 미만이거나 0-100%의 스케일에서 55% 이상이

고 75% 미만일 때, 수술 후 진행성 GEP-NEN을 재발시키거나 재발생시킬 중간 위험 수준을 확인하거나, 정규화된

발현 수준이 0-8의 스케일에서 소정의 컷오프 값 7 이상이거나 0-100%의 스케일에서 75% 이상일 때, 수술 후 진

행성 GEP-NEN을 재발시키거나 재발생시킬 고위험 수준을 확인하는 단계를 포함하는 방법도 제공한다. 

본 발명은 소마토스타틴으로 치료받은 대상체에서 진행성 GEP-NEN의 재발 또는 재발생 위험을 확인하는 방법으[0083]

로서, 상기 대상체로부터의 검사 샘플을, APLP2, ARAF, ATP6V1H, BNIP3L, BRAF, CD59, COMMD9, CTGF, FZD7,

GLT8D1, KRAS, MKI67/KI67, MORF4L2, NAP1L1, NOL3, OAZ2, PANK2, PHF21A, PLD3, PNMA2, PQBP1, RAF1, RNF41,

RSF1,  SLC18A1/VMAT1,  SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,

TRMT112, WDFY3, ZFHX3 및 ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데

특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을

측정하는 단계; 기준 샘플을 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접

촉시킴으로써 상기 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 검사

샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마

커의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발

현 수준을 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프 값 이상일 때, 상기 대상체

에서의 GEP-NEN의 존재를 판정하거나, 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프 값 미만일 때, 상기 대상체에서의
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GEP-NEN의 부재를 판정하는 단계로서, 상기 소정의 컷오프 값이 0-8의 MAARC-NET 점수화 시스템 스케일에서 2이

거나 0-100%의 스케일에서 0%인 단계; GEP-NEN이 존재할 때, 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, Ki67,

NAP1L1, NOL3, TECPR2, SSTR1, SSTR2, SSTR4 및 SSTR5를 포함하는 8개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는

데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 8개의 바이오마커 각각의

발현 수준을 측정하는 단계; 및 상기 검사 샘플의 상기 8개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성

진단 V 총 검사 값을 생성하고 상기 기준 샘플의 상기 8개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성

진단 V 총 기준 값을 생성하는 단계로서, 진행성 진단 V 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 V 총 검사

값이 상기 대상체에서 재발 또는 재발생 진행성 GEP-NEN의 존재를 나타내는 것인 단계를 포함하는 방법도 제공

한다.

본 발명은 GEP-NEN의 펩티드 수용체 방사성뉴클레오티드 요법(PRRT)의 반응의 확인을 필요로 하는 대상체에서[0084]

상기 반응을 확인하는 방법으로서, 상기 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, ARAF1, BRAF, KRAS, RAF1,

ATP6V1H, OAZ2, PANK2 및 PLD3을 포함하는 8개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질

과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 기준 샘플로부터 상기 8개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정을 측정

하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 8개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 8개의 바이

오마커의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 8개의 바이오마커의 정규화된 발현 수

준을 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 상기 8개의 바이오마커의 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서

5.9인 소정의 컷오프 값보다 클 때, 상기 대상체에서의 PRRT 반응성 GEP-NEN의 존재를 판정하는 단계를 포함하

는 방법도 제공한다.

본 발명은 GEP-NEN의 펩티드 수용체 방사성뉴클레오티드종 요법(PRRT)의 반응의 확인을 필요로 하는 대상체에서[0085]

이러한  반응을  확인하는  방법으로서,  (a)  PRRT  요법의  제1  주기  후,  상기  대상체로부터의  제1  주기  검사

샘플을,  APLP2,  ARAF,  ATP6V1H,  BNIP3L,  BRAF,  CD59,  COMMD9,  CTGF,  FZD7,  GLT8D1,  KRAS,  MKI67/KI67,

MORF4L2,  NAP1L1,  NOL3,  OAZ2,  PANK2,  PHF21A,  PLD3,  PNMA2,  PQBP1,  RAF1,  RNF41,  RSF1,  SLC18A1/VMAT1,

SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,  TRMT112,  WDFY3,  ZFHX3  및

ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과

접촉시킴으로써 상기 제1 주기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계;

기준 샘플을, 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상

기 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 제1 주기 검사 샘플에

서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발

현 수준에 대해 정규화하는 단계; (b) PRRT 요법의 제2 주기 후, 상기 대상체로부터의 제2 주기 검사 샘플을,

APLP2,  ARAF,  ATP6V1H,  BNIP3L,  BRAF,  CD59,  COMMD9,  CTGF,  FZD7,  GLT8D1,  KRAS,  MKI67/KI67,  MORF4L2,

NAP1L1,  NOL3,  OAZ2,  PANK2,  PHF21A,  PLD3,  PNMA2,  PQBP1,  RAF1,  RNF41,  RSF1,  SLC18A1/VMAT1,

SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,  TRMT112,  WDFY3,  ZFHX3  및

ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과

접촉시킴으로써 상기 제2 주기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계;

기준 샘플을, 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상

기 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 제2 주기 검사 샘플에

서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발

현 수준에 대해 정규화하는 단계; (c) (a)로부터의 정규화된 발현 수준으로부터 (b)로부터의 정규화된 발현 수

준으로의 변화율을 측정하는 단계; 및 (d) 상기 변화율이 0-8의 스케일에서 1인 PRRT 요법 전 컷오프 값보다 클

때, PRRT 반응성 GEP-NEN의 존재를 확인하는 단계를 포함하는 방법도 제공한다.

본 발명은 GEP-NEN의 진행의 확인을 필요로 하는 대상체에서 이러한 진행을 확인하는 방법으로서, 상기 대상체[0086]

로부터의 검사 샘플을, ZFHX3의 발현을 검출하는 데 특이적인 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플로부터

ZFHX3의 발현 수준을 측정하는 단계; 기준 샘플을, ZFHX3의 발현을 검출하는 데 특이적인 물질과 접촉시킴으로

써 상기 기준 샘플로부터 ZFHX3의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 ZFHX3의 발현 수준을 기준

샘플에서의 ZFHX3의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 ZFHX3의 정규화된 발현 수준을

소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 및 상기 정규화된 발현 수준이 0-8의 스케일에서 0.5인 소정의 컷오프 값

이상일 때, 상기 대상체에서 GEP-NEN의 진행을 확인하는 단계를 포함하는 방법도 제공한다.

본 발명은 GEP-NEN의 종양 증식의 예측을 필요로 하는 대상체에서 이러한 종양 증식을 예측하는 방법으로서,[0087]

(a)  상기 대상체로부터의 검사 샘플을,  APLP2,  ARAF,  ATP6V1H,  BNIP3L,  BRAF,  CD59,  COMMD9,  CTGF,  FZD7,
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GLT8D1, KRAS, MKI67/KI67, MORF4L2, NAP1L1, NOL3, OAZ2, PANK2, PHF21A, PLD3, PNMA2, PQBP1, RAF1, RNF41,

RSF1,  SLC18A1/VMAT1,  SLC18A2/VMAT2,  SMARCD3,  SPATA7,  SSTR1,  SSTR3,  SSTR4,  SSTR5,  TECPR2,  TPH1,

TRMT112, WDFY3, ZFHX3 및 ZZZ3으로 구성된 군으로부터 선택된 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데

특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을

측정하는 단계; 기준 샘플을, 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접

촉시킴으로써 상기 기준 샘플로부터 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 측정하는 단계; 상기 검사

샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 발현 수준을 상기 기준 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마

커의 발현 수준에 대해 정규화하는 단계; 상기 검사 샘플에서의 상기 적어도 22개의 바이오마커의 정규화된 발

현 수준을 소정의 컷오프 값과 비교하는 단계; 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프 값 이상일 때, 상기 대상체

에서의 GEP-NEN의 존재를 판정하거나, 정규화된 발현 수준이 소정의 컷오프 값 미만일 때, 상기 대상체에서의

GEP-NEN의 부재를 판정하는 단계로서, 상기 소정의 컷오프 값이 0-8의 MAARC-NET 점수화 시스템 스케일에서 2이

거나 0-100%의 스케일에서 0%인 단계; (b) GEP-NEN이 존재할 때, 상기 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플

을, KRAS, SSTR4 및 VPS13C를 포함하는 3개의 바이오마커 각각의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과

접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 상기 기준 샘플로부터 상기 3개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는

단계; 및 상기 검사 샘플의 상기 3개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 VI 총 검사 값을

생성하고, 상기 기준 샘플의 상기 3개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 VI 총 기준 값을

생성하는 단계로서, 진행성 진단 VI 총 기준 값에 비해 증가된 값의 진행성 진단 VI 총 검사 값이 상기 대상체

에서의 GEP-NEN의 종양 증식의 존재를 나타내는 것인 단계를 포함하는 방법도 제공한다.

상기 방법의 (b)는 대상체로부터의 검사 샘플 및 기준 샘플을, SSTR1, SSTR2 및 SSTR5를 포함하는 3개의 바이오[0088]

마커 각각의 발현을 검출하는 데 특이적인 복수의 물질과 접촉시킴으로써 상기 검사 샘플 및 상기 기준 샘플로

부터 상기 3개의 바이오마커 각각의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 상기 검사 샘플의 상기 3개의 바이오마커

각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 VII 총 검사 값을 생성하고 상기 기준 샘플의 상기 3개의 바이오마커

각각의 발현 수준을 합산하여 진행성 진단 VII 총 기준 값을 생성하는 단계를 추가로 포함하고, 이 때 상기 진

행성 진단 VII 총 기준 값에 비해 증가된 값의 상기 진행성 진단 VII 총 검사 값은 상기 대상체에서 GEP-NEN의

종양 증식의 존재를 표시한다.

본원에서 사용된 바와 같이,  용어 "GEP-NEN  바이오마커"  및  "NET  바이오마커"는 그의 발현 또는 존재(예를[0089]

들면, 발현 수준 또는 발현 프로파일)가 단독으로 또는 하나 이상의 다른 바이오마커(예를 들면, 상대적 발현)

에 비해 GEP-NEN  질환의 존재, 부재, 유형, 클래스, 중증도, 전이, 위치, 단계, 예후, 관련된 증상, 결과,

위험, 가능성 또는 치료 반응성, 또는 예후에 따라 상이하거나(즉, 증가되거나 감소되거나), 그의 이러한 예측

인자와 긍정적으로 또는 부정적으로 관련되어 있는 생물학적 분자, 예컨대, 유전자 생성물을 동일한 의미로 지

칭한다. 

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "폴리뉴클레오티드" 또는 핵산 분자는 리보뉴클레오티드이든 아니면 데옥시뉴[0090]

클레오티드이든, 아니면 이들 중 어느 한 유형의 뉴클레오티드의 변경된 형태이든 관계없이 길이에서 적어도 10

개의 염기들 또는 염기쌍들의 뉴클레오티드의 중합체성 형태를 의미하고, DNA의 단일 가닥 형태 및 이중 가닥

형태를 포함하기 위한 것이다. 본원에서 사용된 바와 같이, 마이크로어레이 분석에서 프로브로서 작용하는 핵산

분자 또는 핵산 서열은 바람직하게는 뉴클레오티드의 쇄, 보다 바람직하게는 DNA 및/또는 RNA를 포함한다. 다른

실시양태에서, 핵산 분자 또는 핵산 서열은 다른 종류의 핵산 구조물, 예를 들면, DNA/RNA 나선, 펩티드 핵산

(PNA), 잠긴 핵산(LNA) 및/또는 리보자임(ribozyme)을 포함한다. 따라서, 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "핵

산 분자"는 천연 뉴클레오티드와 동일한 기능을 나타내는 비천연 뉴클레오티드, 변경된 뉴클레오티드 및/또는

비뉴클레오티드 구축 블록을 포함하는 쇄도 포괄한다.

본원에서 사용된 바와 같이, 폴리뉴클레오티드와 관련하여 사용된 용어 "혼성화한다", "혼성화", "혼성화하는"[0091]

등은 통상적인 혼성화 조건, 바람직하게는 예컨대, 혼성화를 위한 온도가 37℃보다 더 높고 0.1 XSSC/0.1% SDS

에서의 세척을 위한 온도가 55℃보다 더 높은 50% 포름아미드/6XSSC/0.1% SDS/100 ㎍/㎖ ssDNA에서의 혼성화,

가장 바람직하게는 엄격한 혼성화 조건을 지칭하기 위한 것이다.

용어 "혈액 생검"은 증상을 호소하는 환자가 양성(저활성) 또는 악성(고활성/전이성)으로서 분류될 수 있는 조[0092]

건을 갖는지를 확인하기 위한 혈액의 진단 연구를 지칭한다.

상이한 유형 또는 단계의 GEP-NEN과 관련하여 본원에서 사용된 용어 "분류"는 통계학적 기법을 이용하여 분류를[0093]

제공함으로써  GEP-NEN의  단계  또는  유형의  진단을  돕기  위해  발현  데이터를  편집하고  분석하는  행위를
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지칭한다.

본원에서  사용된  용어  "분류자"는  소정의  통계학적  유의  수준으로  질환  상태들을  구별하는  알고리즘을[0094]

지칭한다. 2-클래스 분류자는 샘플로부터의 측정으로부터 데이터 점을 사용하고 상기 데이터를 2개의 군들 중

한 군으로 분류하는 알고리즘이다. 다중-클래스 분류자는 샘플로부터의 측정으로부터 데이터 점들을 사용하고

상기 데이터를 다수의 군들 중 한 군으로 분류하는 알고리즘이다. "분류자"는 무작위적으로 선택된 양성 샘플로

부터 무작위적으로 선택된 암 샘플을 구별할 확률, 즉 수신자 조작 특성(ROC) 곡선의 곡선하 면적(AUC)을 최대

화한다.

본원에서 사용된 용어 "정규화" 또는 "정규화제"는 샘플 중의 단백질 농도의 생물학적 변동보다는 오히려 샘플[0095]

취급, 샘플 준비 및 질량 분광분석 측정으로 인한 기술적 변동으로부터 비롯되는 효과를 조절하기 위해 표준 값

의 관점에서 차등적 값을 표현하는 것을 지칭한다. 예를 들면, 차등 발현된 단백질의 발현을 측정할 때, 단백질

의 발현에 대한 절대 값은 발현 면에서 실질적으로 일정한 표준 단백질의 발현에 대한 절대 값의 관점에서 표현

될 수 있다.

본원에서 사용된 용어 "질병(condition)"은 일반적으로 질환, 사건, 또는 건강 상태의 변화를 지칭한다.[0096]

용어 "진단" 및 "진단학"은 각각 용어 "예후" 및 "예후학"뿐만 아니라, 시간의 경과에 따라 진단 및/또는 예후[0097]

를 모니터링하기 위해 2개 이상의 시점들에 걸쳐 이러한 절차를 적용하는 것 및 이에 기초한 통계학적 모델링도

포괄한다. 나아가, 용어 "진단"은 a. 예측(환자가 공격성(과다증식성/침윤성) 질환을 발생시킬 가능성이 있는지

를 확인), b. 예후(환자가 장래에 소정의 시간에서 더 좋은 또는 더 나쁜 결과를 가질 가능성이 있는지를 예

측), c. 요법 선택, d. 치료 약물 모니터링, 및 e. 재발 모니터링을 포함한다.

생물학적 샘플과 관련하여 본원에서 사용된 용어 "제공"은 대상체로부터 생물학적 샘플을 직접적으로 또는 간접[0098]

적으로 수득하는 것을 지칭한다. 예를 들면, "제공"은 (예를 들면, 혈액 채취, 조직 생검, 세척 등으로) 대상체

로부터 생물학적 샘플을 직접적으로 수득하는 행위를 지칭할 수 있다. 마찬가지로, "제공"은 생물학적 샘플을

간접적으로 수득하는 행위를 지칭할 수 있다. 예를 들면, 제공은 샘플을 직접적으로 수득한 단체로부터 샘플을

제공받는 실험실의 행위, 또는 보관소로부터 샘플을 얻는 행위를 지칭할 수 있다.

"정확성"은 측정된 또는 계산된 양(검사 보고된 값)과 그의 실제(또는 진짜) 값의 일치 정도를 지칭한다. 임상[0099]

적 정확성은 진짜 결과(진짜 양성(TP) 또는 진짜 음성(TN)) 대 잘못 분류된 결과(거짓 양성(FP) 또는 거짓 음성

(FN))의 비율과 관련되고, 다른 척도들 중에서 민감성, 특이성, 양성 예측 값(PPV) 또는 음성 예측 값(NPV)으로

서, 또는 확률 또는 승산비로서 언급될 수 있다.

본원에서 사용된 용어 "생물학적 샘플"은 하나 이상의 바이오마커 단백질을 잠재적으로 함유하는 생물학적 유래[0100]

의 임의의 샘플을 지칭한다. 생물학적 샘플의 예로는 조직, 장기 또는 체액, 예컨대, 전혈, 혈장, 혈청, 조직,

세척액 또는 질환의 검출에 사용되는 임의의 다른 표본이 있다.

본원에서 사용된 용어 "대상체"는 포유동물, 바람직하게는 인간을 지칭한다.[0101]

질병과 관련하여 본원에서 사용된 "치료하는" 또는 "치료"는 질병의 예방, 질병의 발생 시작 또는 속도의 지연,[0102]

질병을 발생시킬 위험의 감소, 질병과 관련된 증상의 발생의 예방 또는 지연, 질병과 관련된 증상의 감소 또는

종결, 질병의 완전한 또는 부분적인 퇴행의 발생, 또는 이들의 일부 조합을 지칭할 수 있다.

바이오마커 수준은 질환의 치료로 인해 변할 수 있다. 바이오마커 수준의 변화는 본 발명에 의해 측정될 수 있[0103]

다. 바이오마커 수준의 변화는 질환 또는 요법의 진행을 모니터링하는 데 사용될 수 있다.

"변경된", "변화된" 또는 "유의하게 상이한"은 합리적으로 비교가능한 상태, 프로파일, 측정 등으로부터의 검출[0104]

가능한 변화 또는 차이를 지칭한다. 이러한 변화는 전부일 수 있거나 아무것도 아닐 수 있다. 이들은 증분적일

수 있고 선형일 필요는 없다. 이들은 크기의 순서로 있을 수 있다. 변화는 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,

60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% 또는 100% 이상, 또는 0%와 100% 사이의 임의의 값까지의 증가 또는 감소일 수

있다. 대안적으로, 변화는 1배, 1.5배, 2배, 3배, 4배 또는 5배 이상, 또는 1배와 5배 사이의 임의의 값일 수

있다. 변화는 0.1, 0.05, 0.001 또는 0.0001의 p 값으로 통계적으로 유의할 수 있다.

용어 "질환 유병률"은 특정 기간 동안 질환의 모든 새로운 사례들 및 기존 사례들 또는 사건 발생의 수를 지칭[0105]

한다. 유병률은 사건의 수가 분자이고 위험 집단이 분모인 비로서 표현된다.

용어 "질환 발병률"은 특정된 기간 이내에 일부 새로운 질병들을 발생시킬 위험의 척도, 즉 일정한 기간 동안[0106]
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새로운 사례들의 수를 지칭하고 비율, 또는 분모를 갖는 비로서 더 잘 표현된다.

용어 "안정성 질환"은 GEP-NEN의 존재에 대한 진단을 지칭하나, GEP-NEN은 영상화 데이터 및/또는 가장 우수한[0107]

임상적 판단에 의해 확인될 때, 치료받았고 안정한 상태, 즉 진행되지 않는 상태로 유지된다.

용어 "진행성 질환"은 고활성 상태의 GEP-NEN의 존재에 대한 진단을 지칭하고, 즉 GEP-NEN은 영상화 데이터 및/[0108]

또는 가장 우수한 임상적 판단에 의해 확인될 때, 치료받지 않았고 안정하지 않거나, 치료받았고 요법에 반응하

지 않았거나, 치료받았고 활성 질환 상태로 유지된다. 

용어 "발현 수준 점수" 또는 "NETest 점수"는 분류 알고리즘들, 즉 SVM, LDA, KNN 및 Bayes의 조합으로부터 생[0109]

성된, 수학적으로 유도된 분류자 알고리즘의 출력물을 지칭한다. 이 점수는 0% 내지 100%이다. 일단 기준 또는

대조군 샘플에 대한 발현 수준 점수와 비교될 때, 검사 샘플로부터의 발현 수준 점수는 GEP-NEN의 존재 또는

GEP-NEN의 상이한 단계를 진단하거나, GEP-NEN의 한 단계에 걸릴 위험을 예측하거나, 요법 후 인간 환자에서

GEP-NEN의 재발 위험을 확인하는 데 사용될 수 있다. GEP-NEN 질환 상태들 사이의 구별은 본원에 더 정의된 바

와 같은 소정의 발현 수준 점수 역치 및/또는 범위에 기초한다.

GEP-NEN의 진단 및 예후는 부분적으로 종종 수년 동안 침묵 상태로 유지되는 이 질환의 평범한 증상 및 증후군,[0110]

예컨대, 카르시노이드 증후군, 설사, 홍조, 발한, 기관지수축, 위장 출혈, 심장 질환 및 간헐적 복부 통증으로

인해 어렵다. 이용가능한 진단 방법들은 예컨대, 영상화, 예를 들면, X-선, 위장 내시경, 복부 단층 촬영(CT),

조합된 정위 방사선수술(SRS)/CT 및 MRI에 의한 해부학적 국소화(localization), 및 일부 유전자 생성물들, 예

를 들면, 크로모그라닌 A의 검출을 포함한다. 공지된 방법들은 예를 들면, 낮은 특이성 및/또는 민감성에 의해,

및/또는 초기 단계 질환을 검출하는 능력 면에서 한정된다.

단일 바이오마커의 검출은 예를 들면, 인간 혈액 샘플에서 악성을 확인하고 복잡한 결과, 예컨대, 섬유증 및 전[0111]

이를 예측하는 데 있어서 완전히 만족스럽지 않았다. 문헌(Michiels S, Koscielny S, Hill C, "Interpretation

of microarray data in cancer," Br J Cancer 2007;96(8): 1155-8)을 참조한다. 이용가능한 방법들에서의 한계

는 병리학적 분류, 병기구분 및 예측, 치료 개발 및 치료 효과의 모니터링에서의 어려움에 기여하였다. 본원에

서 제공된 실시양태들 중에는 이들 한계를 다루는 방법 및 조성물이 있다.

한 양태에서, 본원은 예를 들면, 생물학적 샘플에서 GEP-NEN 바이오마커 및 이러한 바이오마커의 패널의 검출[0112]

및 확인에 관한 것이다. 생물학적 샘플, 전형적으로 혈액 샘플에서 바이오마커를 검출하고 바이오마커의 발현

수준을 확인하고 바이오마커를 인식하거나 바이오마커에 결합하는 방법 및 조성물(예를 들면, 물질, 예컨대, 폴

리뉴클레오티드)이 제공된다.

GEP-NEN 및 관련 결과를 예측하고 분류하고 평가하기 위한, 예를 들면, 위험 정도, 치료에 대한 반응성, 전이[0113]

또는 공격성을 예측하고 GEP-NEN 하위유형을 확인하기 위한 모델 및 생물수학적 알고리즘, 예를 들면, 지도 학

습 알고리즘, 및 이를 사용하는 방법도 제공된다.

제공된 실시양태들을 사용한 바이오마커의 검출은 GEP-NEN 진단 및 예후를 개선하고 치료 프로토콜을 알려주는[0114]

데 유용한다. 일부 양태들에서, 제공된 실시양태들에 의한 바이오마커 및/또는 발현 수준의 검출은 GEP-NEN 또

는 GEP-NEN  세포,  예컨대, 순환 GEP-NEN  세포(CNC)의 존재, 부재, 단계, 클래스, 위치, 하위유형, 공격성,

악성, 전이, 예후 또는 다른 결과를 확인시켜주거나 표시한다. 제공된 방법들 및 조성물들은 종양 국소화, 및

전이, 미세전이 및 작은 병변의 예측 또는 검출, 및/또는 위험 정도, 재발 가능성, 치료 반응성 또는 관해의 확

인, 및 적절한 치료 과정에 대한 정보제공에 사용될 수 있다. 예를 들면, 바이오마커의 검출, 예를 들면, 순환

계에서의 바이오마커의 검출은 초기 단계 및 원발성 GEP-NEN을 검출하는 데(예를 들면, 또 다른 방법, 예컨대,

해부학적 국소화에 의해 이미 "음성"으로서 간주된 환자에서 GEP-NEN 질환 또는 전이를 확인하는 데) 사용될 수

있다.

제공된 방법들 및 조성물들은 환자 특이적 치료 전략을 비롯한 치료 전략을 디자인하고 실시하고 모니터링하는[0115]

데 사용될 수 있다. 일례에서, GEP-NEN 바이오마커의 검출된 발현 수준은 예를 들면, 작은 미세전이 형태에서조

차도 종양의 관해 또는 재발을 검출함으로써 수술적 요법, 예컨대, 종양의 제거, 표적화된 의학적 요법, 예를

들면, 종양 분비/증식의 억제 및 다른 치료 방법의 효과를 모니터링하는 데 있어서 치료 효능에 대한 대용 마커

로서 작용한다. 상기 방법들은 임상적 증상 및 결과의 평가, 및 GEP-NEN들의 조직학적 등급화 및 분자적 특징규

명에 이용될 수도 있다.

GEP-NEN 바이오마커를 비롯한 바이오마커, 및 이의 서브세트 및 패널이 제공된다. 제공된 GEP-NEN 바이오마커[0116]

중에는 GEP-NEN 질환, 및/또는 GEP-NEN의 상이한 단계 또는 하위유형, 또는 상이한 GEP-NEN 종양에서 차등 발현

공개특허 10-2025-0021631

- 20 -



되는 유전자 생성물, 예컨대, DNA,  RNA,  예를 들면, 전사체, 및 단백질, 예컨대, 전이성 종양 대 비전이성

종양, 상이한 정도의 공격성을 갖는 종양, 고위험 종양 대 저위험 종양, 반응성 종양 대 비반응성 종양, 특정

치료 과정에 대한 반응의 상이한 병리학적 분류 및/또는 가능성을 나타내는 종양, 및 GEP-NEN 질환, 단계 또는

유형의 특징, 또는 신경내분비 세포 또는 관련 세포 유형과 관련된 종양에서 차등 발현되는 유전자 생성물이 있

다.

예를 들면, 바이오마커는 종양형성, 전이 또는 호르몬 생성, 또는 원발성 또는 전이성 GEP-NEN의 표현형, 예컨[0117]

대, 부착, 이동, 증식, 아폽토시스, 전이 및 호르몬 분비와 관련되어 있거나 연관되어 있는 발현, 및 일반적으

로 신생물형성 또는 악성과 관련되어 있는 발현을 갖는 유전자 생성물을 포함한다. 

바이오마커  중에는  순환계에서  검출될  수  있는,  호르몬  및  아민,  예를  들면,  가스트린(gastrin),  그렐린[0118]

(ghrelin), 췌장 폴리펩티드, 물질 P, 히스타민 및 세로토닌, 및 성장 인자, 예컨대, 종양 성장 인자-베타(TGF-

β) 및 결합 조직 성장 인자(CTGF)를 비롯한 GEP-NEN 세포 분비 생성물이 있다. 분비 생성물은 종양 하위유형

및 기원에 따라 달라질 수 있다.

일례에서, 바이오마커는 다양한 GEP-NEN 하위유형들, 단계들, 공격성 정도 또는 치료 반응성의 기저를 이루는[0119]

조절 유전형(즉, 부착, 이동, 증식, 아폽토시스, 전이 및/또는 호르몬 분비)과 관련된 유전자 생성물이다.

총 51개의 차등 발현되는 바이오마커 유전자들이 GEP-NEN들의 진단, 예후 및/또는 모니터링을 위해 발견되었다.[0120]

상기 51개의 차등 발현되는 GEP-NEN 바이오마커 및 하우스킵핑 유전자 ALG9에 대한 더 상세한 내용은 표 1에서

확인된다.

공개특허 10-2025-0021631

- 21 -



표 1
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[0219]

[0220]

51개의 GEP-NEN 바이오마커는 하기 바이오마커를 포함한다: 전사체, mRNA, cDNA, 코딩 서열, 단백질 및 폴리펩[0221]

티드를 포함하는 유전자 생성물, 전형적으로 인간 유전자 생성물뿐만 아니라, 천연 생성 변이체, 예를 들면, 대

립형질 변이체, 스플라이스 변이체, 전사체 변이체 및 단일 뉴클레오티드 다형성(SNP) 변이체를 포함하는, 상기

단백질 및 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드(핵산)도 포함하는, AKAP8L(키나제(PRKA) 앵커 단백질 8-유

사),  APLP2(아밀로이드 베타(A4)  전구체-유사 단백질 2),  ARAF1(v-raf  뮤린 육종 3611  바이러스 종양유전자

(oncogene) 상동체), ATP6V1H(ATPase, H+ 수송, 라이소좀 50/57 kDa, VI 서브유닛 H), BNIP3L(BCL2/아데노바이
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러스 E1B 19 kDa 상호작용 단백질 3-유사), BRAF(v-raf 뮤린 육종 바이러스 종양유전자 상동체 B1), C21ORF7

(염색체 21 오픈 리딩 프레임 7), CD59(CD59 분자, 상보체 조절 단백질), COMMD9(COMM 도메인 함유 9), CTGF

(결합  조직  성장  인자),  ENPP4(엑토뉴클레오티드  피로포스파타제/포스포디에스터라제(ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase) 4), FAM131A(서열 유사성을 갖는 패밀리 131, 구성원 A, 전사체 변이체

2), FLJ 10357(Rho 구아닌 뉴클레오티드 교환 인자(GEF) 40(ARHGEF40), FZD7(프리즐드(frizzled) 상동체 7(초

파리)), GLT8D1(글리코실트랜스퍼라제 8 도메인 함유 1, 전사체 변이체 3), HDAC9(히스톤 데아세틸라제 9, 전사

체 변이체 6), HSF2(열 충격 전사 인자 2, 전사체 변이체 1), Ki-67(단일클론 항체 Ki-67에 의해 확인된 항원),

KRAS(v-Ki-ras2 키르스텐(Kirsten) 래트 육종 바이러스 종양유전자 상동체), LEO1(Paf1/RNA 중합효소 II 복합

체 성분 상동체(에스. 세레비지애(S. cerevisiae))), MORF4L2(사망 인자 4-유사 2, 전사체 변이체 1), NAP1L1

(뉴클레오좀  조립  단백질  1-유사  1),  NOL3(핵인  단백질  3(CARD  도메인을  갖는  아폽토시스  리프레서

(repressor)), 전사체 변이체 3), NUDT3(누딕스(nudix)(뉴클레오시드 디포스페이트-연결된 모이어티 X)-유형 모

티프 3),  OAZ2(오르니틴 데카복실라제 안티자임(ornithine  decarboxylase  antizyme)  2),  PANK2(판토테네이트

키나제(pantothenate kinase) 2), PHF21A(PHD 핑거(finger) 단백질 21A, 전사체 변이체 1), PKD1(다낭성 신장

질환 1(상염색체 우성), 전사체 변이체 2), PLD3(포스포리파제(phospholipase) D 패밀리, 구성원 3, 전사체 변

이체 1), PNMA2(부신생물성 항원 MA2), PQBP1(폴리글루타민 결합 단백질 1, 전사체 변이체 2), RAF1(v-raf-1

뮤린 백혈병 바이러스 종양유전자 상동체 1), RNF41(고리 핑거 단백질 41, 전사체 변이체 4), RSF1(리모델링 및

스페이싱 인자 1), RTN2(레티큘론(reticulon) 2,  전사체 변이체 1), SMARCD3(SWI/SNF와 관련되고 매트릭스에

결합되고 액틴 의존적인 염색질 조절제, 서브패밀리 d, 구성원 3, 전사체 변이체 3), SPATA7(정자형성 관련 7,

전사체 변이체 2), SST1(소마토스타틴 수용체 1), SST3(소마토스타틴 수용체 3), SST4(소마토스타틴 수용체 4),

SST5(소마토스타틴 수용체 5, 전사체 변이체 1), TECPR2(텍토닌(tectonin) 베타-프로펠러 반복부 함유 2, 전사

체  변이체  2),  TPH1(트립토판  하이드록실라제(tryptophan  hydroxylase)  1),  TRMT112(tRNA  메틸트랜스퍼라제

(methyltransferase) 11-2 상동체(에스. 세레비지애)), VMAT1(용질 담체 패밀리 18(소포성 모노아민), 구성원

1), VMAT 2(용질 담체 패밀리 18(소포성 모노아민), 구성원 2), VPS13C(액포 단백질 분류 13 상동체 C(에스. 세

레비지애), 전사체 변이체 2B), WDFY3(WD 반복부 및 FYVE 도메인 함유 3), ZFHX3(징크 핑거 호메오박스(zinc

finger homeobox) 3, 전사체 변이체 B), ZXDC(징크 핑거 C, 전사체 변이체 2), 및 ZZZ3(징크 핑거, ZZ-유형 함

유 3). 예를 들면, 바이오마커는 본원에 개시된 서열을 갖는 폴리뉴클레오티드, 단백질 및 폴리펩티드, 및 이들

의 천연 생성 변이체들을 포함한다.

상기 51개의 마커 유전자들의 발현을 정규화하는 데 사용되는 하우스킵핑 유전자는 인간 ALG9(아스파라긴-연결[0222]

된 글리코실화 9, 알파-1,2-만노실트랜스퍼라제 상동체)이다.

이들 51개의 차등 발현되는 바이오마커 유전자들 중 38개의 바이오마커 유전자들은 GEP-NEN의 존재 및/또는[0223]

GEP-NEN들의 상이한 상태를 진단하고/하거나, 모니터링하고/하거나 예후하기 위해 수학적으로 유도된 발현 수준

점수를 생성하는 데 유용하다. 이들 38개의 GEP-NEN 바이오마커는 하기 바이오마커를 포함한다: PNMA2, NAP1L1,

FZD7,  SLC18A2/VMAT2,  NOL3,  SSTR5,  TPH1,  RAF1,  RSF1, SSTR3, SSTR1, CD59, ARAF, APLP2, KRAS, MORF4L2,

TRMT112, MKI67/KI67, SSTR4, CTGF, SPATA7, ZFHX3, PHF21A, SLC18A1/VMAT1, ZZZ3, TECPR2, ATP6V1H, OAZ2,

PANK2, PLD3, PQBP1, RNF41, SMARCD3, BNIP3L, WDFY3, COMMD9, BRAF 및 GLT8D1.

GEP-NEN의 존재를 진단하고/하거나, 모니터링하고/하거나 에후하기 위해 수학적으로 유도된 발현 수준 점수를[0224]

생성하는 데 유용한 상기 38개의 바이오마커 유전자들 중 적어도 22개의 바이오마커 유전자들은 적절한 분류자

를 생성하는 데 요구될 수 있다. 이들 적어도 22개의 바이오마커 유전자들은 PNMA2, NAP1L1, FZD7, SLC18A2,

NOL3, SSTR5, TPH1, RAF1, RSF1, SSTR3, SSTR1, CD59, ARAF, APLP2, KRAS, MORF4L2, TRMT112, MKI67, SSTR4,

CTGF, SPATA7 및 ZFHX3을 포함한다.

ALG9 바이오마커/하우스킵핑 유전자는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를[0225]

포함하는 인간 ALG9 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, ALG9 바이오마커/하우스킵핑 유전자는 서열번호 1에

기재된 뉴클레오티드 서열(NM_024740.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드,

이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되는 단백질이다.

AKAP8L 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 인간[0226]

AKAP8L  유전자 생성물을 포함한다.  일례에서,  AKAP8L  바이오마커는 서열번호 2에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_014371.3 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

공개특허 10-2025-0021631

- 121 -



APLP2  바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 인간[0227]

APLP2  유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  APLP2  바이오마커는  서열번호  3에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001142276.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ARAF1  바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 인간[0228]

ARAF1  유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  ARAF1  바이오마커는  서열번호  4에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001654.4 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ATP6V1H 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 인간[0229]

ATP6V1H 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, ATP6V1H 바이오마커는 서열번호 5에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_015941.3 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

BNIP3L 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 인간[0230]

BNIP3L  유전자 생성물을 포함한다.  일례에서,  BNIP3L  바이오마커는 서열번호 6에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_004331.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

BRAF 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 BRAF 유전[0231]

자  생성물을  포함한다.  일례에서,  BRAF  바이오마커는  서열번호  7에  기재된  뉴클레오티드  서열(NM_004333.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

C21ORF7  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0232]

C21ORF7 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, C21ORF7 바이오마커는 서열번호 8에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_020152.3 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

CD59 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 CD59 유전[0233]

자  생성물을  포함한다.  일례에서,  CD59  바이오마커는  서열번호  9에  기재된  뉴클레오티드  서열(NM_203331.2

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

COMMD9 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 COMMD9[0234]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  COMMD9  바이오마커는  서열번호  10에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001101653.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

CTGF 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 CTGF 유전[0235]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, CTGF 바이오마커는 서열번호 11에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001901.2 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ENPP4 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 ENPP4 유[0236]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, ENPP4 바이오마커는 서열번호 12에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_014936.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

FAM131A  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0237]

FAM131A 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, FAM131A 바이오마커는 서열번호 13에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_001171093.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

FLJ1035  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0238]

FLJ1035 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, FLJ1035 바이오마커는 서열번호 14에 기재된 뉴클레오티드 서열
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(NM_018071.4 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

FZD7 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 FZD7 유전[0239]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, FZD7 바이오마커는 서열번호 15에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_003507.1 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

GLT8D1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 GLT8D1[0240]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  GLT8D1  바이오마커는  서열번호  16에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001010983.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

HDAC9 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 HDAC9 유[0241]

전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  HDAC9  바이오마커는  서열번호  17에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001204144.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

HSF2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 HSF2 유전[0242]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, HSF2 바이오마커는 서열번호 18에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_004506.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

Ki-67 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 Ki-67 유[0243]

전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  Ki-67  바이오마커는  서열번호  19에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001145966.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

KRAS 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 KRAS 유전[0244]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, KRAS 바이오마커는 서열번호 20에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_004985.4 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

LEO1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 LEO1 유전[0245]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, LEO1 바이오마커는 서열번호 21에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_138792.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

MORF4L2  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0246]

MORF4L2 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, MORF4L2 바이오마커는 서열번호 22에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_001142418.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

NAP1L1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 NAP1L1[0247]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  NAP1L1  바이오마커는  서열번호  23에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_139207.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

NOL3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 NOL3 유전[0248]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, NOL3 바이오마커는 서열번호 24에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001185057.2

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

NUDT3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 NUDT3 유[0249]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, NUDT3 바이오마커는 서열번호 25에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_006703.3

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.
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OAZ2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 OAZ2 유전[0250]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, OAZ2 바이오마커는 서열번호 26에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_002537.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PANK2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PANK2 유[0251]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, PANK2 바이오마커는 서열번호 27에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_024960.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PHF21A 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PHF21A[0252]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  PHF21A  바이오마커는  서열번호  28에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001101802.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PKD1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PKD1 유전[0253]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, PKD1 바이오마커는 서열번호 29에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_000296.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PLD3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PLD3 유전[0254]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, PLD3 바이오마커는 서열번호 30에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001031696.3

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PNMA2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PNMA2 유[0255]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, PNMA2 바이오마커는 서열번호 31에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_007257.5

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

PQBP1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 PQBP1 유[0256]

전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  PQBP1  바이오마커는  서열번호  32에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001032381.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

RAF1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 RAF1 유전[0257]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, RAF1 바이오마커는 서열번호 33에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_002880.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

RNF41 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 RNF41 유[0258]

전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  RNF41  바이오마커는  서열번호  34에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001242826.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

RSF1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 RSF1 유전[0259]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, RSF1 바이오마커는 서열번호 35에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_016578.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

RTN2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 RTN2 유전[0260]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, RTN2 바이오마커는 서열번호 36에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_005619.4 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SMARCD3  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0261]

SMARCD3 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, SMARCD3 바이오마커는 서열번호 37에 기재된 뉴클레오티드 서열
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(NM_001003801.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SPATA7 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 SPATA7[0262]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  SPATA7  바이오마커는  서열번호  38에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001040428.3 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SSTR1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 SSTR1 유[0263]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, SSTR1 바이오마커는 서열번호 39에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001049.2

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SSTR3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 SSTR3 유[0264]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, SSTR3 바이오마커는 서열번호 40에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001051.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SST4 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 SST4 유전[0265]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, SST4 바이오마커는 서열번호 41에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001052.2 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

SST5 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 SST5 유전[0266]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, SST5 바이오마커는 서열번호 42에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001053.3 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

TECPR2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 TECPR2[0267]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  TECPR2  바이오마커는  서열번호  43에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001172631.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

TPH1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 TPH1 유전[0268]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, TPH1 바이오마커는 서열번호 44에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_004179.2 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

TRMT112  바이오마커는  그의  천연  변이체,  예를  들면,  대립형질  변이체,  및  상동체  및  유사체를  포함하는[0269]

TRMT112 유전자 생성물을 포함한다. 일례에서, TRMT112 바이오마커는 서열번호 45에 기재된 뉴클레오티드 서열

(NM_016404.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이

러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

VMAT1 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 VMAT1 유[0270]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, VMAT1 바이오마커는 서열번호 46에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_003053.3

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

VMAT2 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 VMAT2 유[0271]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, VMAT2 바이오마커는 서열번호 47에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_003054.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

VPS13C 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 VPS13C[0272]

유전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  VPS13C  바이오마커는  서열번호  48에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001018088.2 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.
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WDFY3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 WDFY3 유[0273]

전자 생성물을 포함한다. 일례에서, WDFY3 바이오마커는 서열번호 49에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_014991.4

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ZFHX3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 ZFHX3 유[0274]

전자  생성물을  포함한다.  일례에서,  ZFHX3  바이오마커는  서열번호  50에  기재된  뉴클레오티드  서열

(NM_001164766.1 참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는

이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ZXDC 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 ZXDC 유전[0275]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, ZXDC 바이오마커는 서열번호 51에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_001040653.3

참조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클

레오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

ZZZ3 바이오마커는 그의 천연 변이체, 예를 들면, 대립형질 변이체, 및 상동체 및 유사체를 포함하는 ZZZ3 유전[0276]

자 생성물을 포함한다. 일례에서, ZZZ3 바이오마커는 서열번호 52에 기재된 뉴클레오티드 서열(NM_015534.4 참

조)을 갖거나 이의 단백질 코딩 부분을 함유하는 폴리뉴클레오티드, 이의 천연 변이체, 또는 이러한 폴리뉴클레

오티드에 의해 코딩된 단백질이다.

일부 실시양태들에서, 폴리뉴클레오티드의 패널은 "하우스킵핑" 또는 기준 유전자, 예를 들면, 발현의 차이가[0277]

공지되어 있거나 분석된 변수의 차이, 예를 들면, GEP-NEN 또는 다른 신생물성 질환의 존재 또는 부재, 다양한

GEP-NEN 하위유형들의 분화, 전이, 점막 또는 다른 조직 유형, 예후 표시, 및/또는 다른 표현형, 예측 또는 결

과와 상호관련되어 있는 것으로 예상되지 않는 유전자에 특이적으로 혼성화할 수 있는 하나 이상의 폴리뉴클레

오티드를 추가로 포함한다. 일부 양태들에서, 이러한 하우스킵핑 유전자의 발현 수준은 검출되고, 예컨대, 다양

한 샘플들에 걸쳐 GEP-NEN 바이오마커에 대해 수득된 발현 데이터를 정규화하기 위한 전체 발현 수준 표준물로

서 사용된다.

하우스킵핑 유전자는 당분야에서 잘 공지되어 있다. 전형적으로, 하우스킵핑 유전자는 GEP-NEN 샘플을 분석하는[0278]

데 특히 적절한 것으로서 특징규명된 하나 이상의 유전자, 예컨대, ALG9를 포함한다. 문헌(Kidd M,  et  al.,

"GeneChip,  geNorm  and  Gastrointestinal  tumors:  novel  reference  genes  for  real-time  PCR."  Physiol

Genomics 2007;30:363-70)을 참조한다. 본원에서, ALG9는 선택되는 하우스킵핑 유전자이다.

본 발명은 GEP-NEN 바이오마커를 검출하고 GEP-NEN 바이오마커를 발현하는 종양 및 세포를 확인하고 단리하고[0279]

농후화하는 방법, 조성물 및 시스템을 제공한다. 예를 들면, GEP-NEN 바이오마커를 검출하는 물질, 물질의 세트

및 시스템, 및 진단 및 예후 용도를 포함하는, 이들을 사용하는 방법이 제공된다.

한 실시양태에서, 상기 물질은 GEP-NEN 바이오마커에 특이적으로 결합하거나 특이적으로 혼성화하는 단백질, 폴[0280]

리뉴클레오티드 또는 다른 분자이다. 상기 물질은 폴리뉴클레오티드 바이오마커, 예컨대, mRNA에 대한 동일성

또는 상보성을 갖는 폴리뉴클레오티드, 예컨대, 프로브 및 프라이머, 예를 들면, 센스 및 안티센스 PCR 프라이

머, 또는 이러한 바이오마커에 특이적으로 결합하는 단백질, 예컨대, 항체를 포함한다. 상기 물질, 예컨대, 바

이오마커의 패널에 특이적으로 혼성화하거나 결합하는 물질을 함유하는 세트 및 키트도 제공된다.

따라서, 본원에서 제공된 시스템, 예를 들면, 마이크로어레이, 폴리뉴클레오티드들의 세트 및 키트는 전형적으[0281]

로 15개 염기 내지 수 킬로염기, 예컨대, 20개 염기 내지 1 킬로염기, 40개 내지 100개 염기, 50개 내지 80개

뉴클레오티드  또는  20개  내지  80개  뉴클레오티드의  길이를  갖는  핵산  분자,  전형적으로  DNA

올리고뉴클레오티드, 예컨대, 프라이머 및 프로브를 갖는 시스템, 예를 들면, 마이크로어레이, 폴리뉴클레오티

드들의 세트 및 키트를 포함한다. 한 양태에서, 뉴클레오티드 마이크로어레이, 키트 또는 다른 시스템의 대다수

(즉, 적어도 60%의) 핵산 분자들은 GEP-NEN 바이오마커에 혼성화할 수 있다.

일례에서, 제공된 방법에 따라 발현 수준의 변화를 검출하고 측정하고 바이오마커의 발현 프로파일을 확인하기[0282]

위해 바이오마커에 특이적으로 혼성화하는 폴리뉴클레오티드를 함유하는 시스템, 예를 들면, 핵산 마이크로어레

이가 제공된다. 이러한 시스템들, 예를 들면, 마이크로어레이들 중에는 바이오마커의 하기 세트들 중 적어도 22

개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39

개, 40개, 41개, 42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개, 51개, 52개, 53개, 54개, 55개, 56

개, 57개, 58개, 59개, 60개, 61개, 62개, 63개, 64개, 65개, 66개, 67개, 68개, 69개, 70개, 71개, 72개, 73
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개, 74개, 75개, 80개, 85개, 90개, 95개 또는 100개 이상의 바이오마커들, 예컨대, 적어도 22개, 23개, 24개,

25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개,

42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개 또는 51개의 바이오마커들, 및/또는 전부에 혼성화할

수 있는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 시스템이 있다:  PNMA2,  NAP1L1,  FZD7,  SLC18A2/VMAT2,  NOL3,  SSTR5,

TPH1,  RAF1,  RSF1,  SSTR3,  SSTR1,  CD59,  ARAF, APLP2, KRAS, MORF4L2, TRMT112, MKI67/KI67, SSTR4, CTGF,

SPATA7, ZFHX3, PHF21A, SLC18A1/VMAT1, ZZZ3, TECPR2, ATP6V1H, OAZ2, PANK2, PLD3, PQBP1, RNF41, SMARCD3,

BNIP3L, WDFY3, COMMD9, BRAF 및 GLT8D1 유전자 생성물들. 

일부 양태들에서, 시스템, 예를 들면, 마이크로어레이의 핵산 분자들의 적어도 60%, 적어도 70% 또는 적어도[0283]

80% 이상은 바이오마커의 패널 내의 바이오마커에 혼성화할 수 있다. 일례에서, 이러한 뉴클레오티드 마이크로

어레이 상에 고정된 프로브는 적어도 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개, 9개, 10개, 11개, 12개, 13개,

14개, 15개, 16개, 17개, 18개, 19개, 20개, 21개, 22개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개,

31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개, 42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개,

48개, 49개, 50개, 51개, 52개, 53개, 54개, 55개, 56개, 57개, 58개, 59개, 60개, 61개, 62개, 63개, 64개,

65개, 66개, 67개, 68개, 69개, 70개, 71개, 72개, 73개, 74개, 75개, 80개, 85개, 90개, 95개 또는 100개 이

상의 바이오마커들, 예컨대, 적어도 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개, 9개, 10개, 11개, 12개, 13개,

14개, 15개, 16개, 17개, 18개, 19개, 20개, 21개, 22개, 23개, 24개, 25개, 26개, 27개, 28개, 29개, 30개,

31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개, 42개, 43개, 44개, 45개, 46개, 47개,

48개, 49개, 50개 또는 51개 이상의 바이오마커들에 혼성화할 수 있는 적어도 22개, 23개, 24개, 25개, 26개,

27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개, 42개, 43개,

44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개, 51개, 52개, 53개, 54개, 55개, 56개, 57개, 58개, 59개, 60개,

61개, 62개, 63개, 64개, 65개, 66개, 67개, 68개, 69개, 70개, 71개, 72개, 73개, 74개, 75개, 80개, 85개,

90개, 95개 또는 100개 이상의 바이오마커들, 예컨대, 적어도 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개, 9개,

10개, 11개, 12개, 13개, 14개, 15개, 16개, 17개, 18개, 19개, 20개, 21개, 22개, 23개, 24개, 25개, 26개,

27개, 28개, 29개, 30개, 31개, 32개, 33개, 34개, 35개, 36개, 37개, 38개, 39개, 40개, 41개, 42개, 43개,

44개, 45개, 46개, 47개, 48개, 49개, 50개 또는 51개 이상의 핵산 분자들을 포함하고, 이 때 각각의 핵산 분자

는 많은 상이한 바이오마커가 결합될 수 있도록 바이오마커 중 상이한 하나에 특이적으로 혼성화할 수 있다.

일례에서, 마이크로어레이 상의 또는 폴리뉴클레오티드들의 세트 내의 남은 핵산 분자들, 예컨대, 40% 또는 최[0284]

대 40%의 핵산 분자들은 예를 들면, 시스템적 편향을 감소시키기 위해 정규화를 위한 기준 유전자들의 세트 또

는 정규화 유전자들(예컨대, 하우스킵핑 유전자들)의 세트에 혼성화할 수 있다. 시스템적 편향은 예를 들면, 어

레이 제작, 염색 및 스캐닝에서의 비일관성에 기인할 수 있는, 전체 성능의 어레이간 차이에 의한 편차, 및 예

를 들면, 순도의 편차에 기인할 수 있는, 표지된 RNA 샘플들 사이의 편차를 초래한다. 시스템적 편향은 마이크

로어레이 실험에서 샘플의 취급 동안 도입될 수 있다. 시스템적 편향을 감소시키기 위해, 측정된 RNA 수준은 바

람직하게는 배경 비특이적 혼성화에 대해 보정되고 정규화된다.

이러한 기준 프로브의 사용은 유리하지만 필수적이지는 않다. 한 실시양태에서, 폴리뉴클레오티드들의 세트 또[0285]

는 시스템, 예를 들면, 마이크로어레이가 제공되고, 이 때 적어도 90%의 핵산 서열은 GEP-NEN 바이오마커에 혼

성화할 수 있고; 추가 실시양태는 적어도 95% 또는 심지어 100%의 폴리뉴클레오티드가 바이오마커가 혼성화하는

이러한 시스템 및 세트를 포함한다.

예시적인 적합한 폴리뉴클레오티드, 예컨대, PCR 프라이머가 본원에 개시되어 있다. 바이오마커의 상이한 영역[0286]

들에 혼성화할 수 있는 다른 핵산 프로브 및 프라이머도 물론 제공된 시스템, 키트 및 방법과 관련하여 사용되

기에 적합하다.

본 발명은 바이오마커의 존재, 부재, 양 또는 상대적인 양, 예컨대, 발현 수준 또는 발현 프로파일을 검출하는[0287]

것을 포함하는, 바이오마커를 검출하고 정량하는 방법을 제공한다. 전형적으로, 상기 방법은 예를 들면, 바이오

마커 mRNA 발현의 존재, 양 또는 발현 수준을 측정하는 핵산 기초 방법이다. 이러한 방법은 전형적으로 폴리뉴

클레오티드 물질을 생물학적 샘플, 예컨대, 검사 샘플, 및 정상 및 기준 샘플과 접촉시켜, 예를 들면, 상기 샘

플들에서 핵산 바이오마커(예를 들면, mRNA)의 발현 수준을 정량함으로써 수행된다.

제공된 실시양태에 따른 바이오마커의 검출 및 분석은 당분야에서 공지되어 있는 임의의 적합한 방법에 의해 수[0288]

행될 수 있다. 예를 들면, 바이오마커가 RNA 바이오마커인 경우, RNA 검출 및 정량 방법이 이용된다.

핵산 발현 수준, 예를 들면, mRNA 발현을 정량하거나 검출하는 예시적인 방법은 잘 공지되어 있고, 노던 블롯팅[0289]
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및 제자리(in situ) 혼성화(Parker and Barnes, Methods in Molecular Biology 106:247-283, 1999); RNAse 보

호 분석(Hod,  Biotechniques  13:852-854,  1992);  및 정량적 또는 반정량적 역전사 중합효소 연쇄 반응(RT-

PCR)(Weis et al., Trends in Genetics 8:263-264, 1992)을 포함하고, 서열결정 기초 유전자 발현 분석의 대표

적인 방법은 유전자 발현의 연속 분석(SAGE), 및 대량 병렬 시그너처 서열결정(MPSS)에 의한 유전자 발현 분석

을 포함한다.

따라서, 한 실시양태에서, 바이오마커 또는 바이오마커 패널의 발현은 RNA 발현을 포함하고; 상기 방법들은 바[0290]

이오마커의 RNA, 예컨대, 환자의 샘플로부터 수득되고/되거나 환자의 샘플에 존재하는 RNA의 수준을 측정하는

단계, 및 바이오마커 또는 바이오마커의 패널에 대해 측정된 RNA 발현 수준을 기초로 분석, 진단 또는 예측적

결정을 수행하는 단계를 포함한다.

당업자에게  공지되어  있는  바와  같이,  RNA  샘플을  다수의  방식들로  프로세싱할  수  있다.  전매특허  제제인[0291]

TRIZOL
®
 시약을 사용함으로써 수행될 수 있는 구아니디늄 티오시아네이트-페놀-클로로포름 추출을 포함하는, 샘

플로부터  RNA를  단리하는  여러  방법들이  잘  공지되어  있다(문헌(Chomczynski  P,  Sacchi  N  (2006).  "The

single-step  method  of  RNA  isolation  by  acid  guanidinium  thiocyanate-phenol-chloroform  extraction:

twenty-something years on". Nat Protoc 1 (2): 581-5) 참조). 이 방법에서, TRIZOL
®
을 사용하여 RNA 및 DNA

를 추출하고; 클로로포름 및 원심분리를 사용하여 다른 핵산들로부터 RNA를 분리한 후, RNA 샘플을 세척하기 위

해 에탄올을 사용한 일련의 세척을 수행한다.

채취 시 샘플, 예를 들면, 세포 또는 조직으로부터 RNA 샘플을 새롭게 준비할 수 있고; 대안적으로, 샘플 준비[0292]

를 위해 프로세싱될 때까지 -70℃에서 저장된 샘플로부터 RNA 샘플을 준비할 수 있다. 대안적으로, 조직 또는

세포  샘플은  예를  들면,  포르말린  또는  유사한  물질을  사용한  고정;  및  RNase  억제제,  예컨대,  RNAsin
®

(Pharmingen)  또는 RNasecure
®
(Ambion),  수성 용액, 예컨대, RNAlater

®
(Assuragen), 헤페스(Hepes)-글루탐산

완충제 매개된 유기 용매 보호 효과(HOPE) 및 RCL2(Alphelys), 및 비수성 용액, 예컨대, 유니버살 몰레큘라 픽

세이티브(Universal Molecular Fixative)(Sakura Finetek USA Inc.))를 사용한 항온처리를 포함하는, RNA의 질

을 보존하는 것으로 당분야에서 공지되어 있는 다른 조건 하에서 저장될 수 있고/있거나 이러한 조건에 노출될

수 있다. 카오트로픽(chaotropic) 핵산 단리 용해 완충제(Boom method, Boom et al. J Clin Microbiol. 1990;

28:495-503)도 RNA 단리를 위해 사용될 수 있다.

한 실시양태에서, 샘플을 TRIZOL
®
과 함께 항온처리한 후 RNA를 세척함으로써 버피 코트로부터 RNA를 단리한다.[0293]

RNA를 디에틸 피로카보네이트 물에 용해시키고 분광광도법으로 측정하고, RNA의 질을 평가하기 위해 분취액을

생물분석기(Agilent  Technologies,  Palo  Alto,  CA)  상에서 분석한다(Kidd M,  et  al.  "The  role  of  genetic

markers-NAP 1L1, MAGE-D2, and MTA1-in defining small-intestinal carcinoid neoplasia," Ann Surg Oncol

2006;13(2):253-62). 또 다른 실시양태에서, QIAamp RNA 혈액 미니 키트를 사용하여 혈장으로부터 RNA를 단리하

고; 일부 경우, 이 방법은 TRIZOL
®
 방법에 비해 혈장으로부터 상당히 더 많은 하우스킵핑 유전자들의 실시간

PCR에 의한 더 우수한 검출을 허용한다. 또 다른 실시양태에서, 예를 들면, 유사한 방식으로 QIAamp RNA 혈액

미니 키트를 사용하여 전혈로부터 RNA를 직접적으로 단리한다.

RNA 공급원으로서 고정되고 파라핀-매립된(embedded) 조직으로부터 RNA를 단리하는 방법은 잘 공지되어 있고 일[0294]

반적으로 mRNA 단리, 정제, 프라이머 연장 및 증폭을 포함한다(예를 들면, 문헌(T. E. Godfrey et al, Molec.

Diagnostics 2: 84-91 [2000]; K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 [2001])). 일례에서, QIAamp

RNA 혈액 미니 키트 RNA를 사용하여 샘플, 예컨대, 혈액 샘플로부터 RNA를 추출한다. 전형적으로, 조직으로부터

RNA를 추출한 후, 단백질 및 DNA를 제거하고 RNA 농도를 분석한다. RNA 복구 및/또는 증폭 단계는 예컨대, RT-

PCR용 RNA의 역전사를 위한 단계로서 포함될 수 있다.

당분야에서 공지되어 있는 임의의 방법으로, 예를 들면, 하우스킵핑 유전자를 기준으로 또는 동시에 측정된 다[0295]

른 유전자의 RNA 수준을 기준으로 RNA 발현을 정량함으로써 RNA 바이오마커의 발현 수준 또는 양을 측정할 수

있거나  정량할  수  있다.  유전자의  RNA  수준을  측정하는  방법은  당업자에게  공지되어  있고  노던  블롯팅,

(정량적) PCR 및 마이크로어레이 분석을 포함하나, 이들로 한정되지 않는다.

RNA 바이오마커를 역전사하여 cDNA를 생성할 수 있고, 본 발명의 방법은 그 생성된 cDNA를 검출하고 정량하는[0296]

단계를 포함할 수 있다. 일부 실시양태들에서, cDNA는 표지된 프로브와 복합체를 형성함으로써 검출된다. 일부

실시양태들에서,  RNA  바이오마커는  표지된  프로브  또는  프라이머와  복합체를  형성함으로써  직접적으로
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검출된다.

겔 전기영동으로 RNA를 분리한 후, RNA와 특이적으로 상호작용하는 표지된 프로브를 혼성화시킴으로써, 특정 바[0297]

이오마커 유전자 또는 유전자 생성물의 RNA를 정량하기 위한 노던 블롯팅을 수행할 수 있다. 프로브는 예를 들

면, 방사성 동위원소 또는 화학발광 기질로 표지된다. 상기 핵산 발현 생성물과 상호작용한 표지된 프로브의 정

량은 발현 수준을 측정하기 위한 측정수단으로서 이용된다. 측정된 발현 수준은 샘플들 사이에 발현 수준에서

상이하지 않은 것으로 공지되어 있는 유전자의 발현 수준을 비교함으로써, 또는 발현 수준을 측정하기 전에 공

지된 양의 RNA를 첨가함으로써, 예를 들면, 내부 또는 외부 보정제(calibrator)를 사용하여 2개 별개의 샘플들

사이의 핵산 발현 생성물의 총량에서의 차이에 대해 정규화될 수 있다.

RT-PCR의 경우, 바이오마커 RNA를 cDNA로 역전사시킨다. 예를 들면, 관심 있는 RNA 서열에 혼성화하는 특이적[0298]

프라이머 및 역전사효소를 사용하여 역전사효소 중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)을 수행한다. 나아가, 랜덤 프라이

머, 예컨대, RNA를 따라 무작위적으로 혼성화하는 랜덤 육량체 또는 십량체, 또는 mRNA의 폴리(A) 꼬리에 혼성

화하는 올리고 d(T), 및 역전사효소로 RT-PCR을 수행할 수 있다.

일부 실시양태들에서, 샘플, 예컨대, GEP-NEN 또는 관련된 증상 또는 증후군을 앓고 있거나 앓고 있는 것으로[0299]

의심되는 환자의 샘플 중의 바이오마커의 RNA 발현 수준은 정량적 방법, 예컨대, 실시간 rt-PCR(qPCR) 또는 마

이크로어레이 분석을 이용함으로써 측정된다. 일부 실시양태들에서, 정량적 중합효소 연쇄 반응(QPCR)을 이용하

여 핵산의 발현 수준을 정량한다. 한 양태에서, RT-PCR, 진칩(GeneChip) 분석, 정량적 실시간 PCR(Q RT-PCR),

또는 카르시노이드 조직 마이크로어레이(TMA) 면역염색/정량을 이용하여 바이오마커의 발현 수준의 검출 및 측

정을 수행함으로써, 예를 들면, 상이한 샘플 집단들에서 바이오마커 RNA, 예를 들면, mRNA, 또는 다른 발현 생

성물 수준을 비교하고 유전자 발현의 패턴을 특징규명하고 밀접하게 관련된 mRNA들을 구별하고 RNA 구조를 분석

한다. 

일례에서, 실시간 PCR(RTPCR)을 이용하여 QPCR을 수행하고, 이 때 생성물의 양은 증폭 반응 동안, 또는 최종 생[0300]

성물의 양이 측정되는 종점 측정에 의해 모니터링된다. 당업자에게 공지되어 있는 바와 같이, 예를 들면, 모든

생성된 이중 가닥 생성물들과 상호작용하여 증폭 동안 형광도를 증가시키는 핵산 인터칼레이터(intercalator),

예를 들면, 에티듐 브로마이드 또는 SYBR
®
 Green I 염료를 사용거나, 예를 들면, 관심 있는 유전자의 생성된 이

중 가닥 생성물과 특이적으로 반응하는 표지된 프로브를 사용하여 rtPCR을 수행한다. 이용될 수 있는 대안적 검

출 방법은 특히 덴드리머(dendrimer) 신호 증폭, 혼성화 신호 증폭 및 분자 비콘(beacons)에 의해 제공된다.

한 실시양태에서, 고성능 cDNA 어치브(Archive) 키트(Applied Biosystems (ABI), Foster City, CA)를 제조자의[0301]

권고된 프로토콜에 따라 사용하여 총 RNA에 대한 역전사를 수행한다(요약하건대, 50 ㎕ 물 중의 2 ㎍ 총 RNA를

사용하고,  역전사  완충제,  데옥시뉴클레오티드  트리포스페이트  용액,  랜덤  프라이머  및  멀티스크라이브

(Multiscribe) 역전사효소를 함유하는 50 ㎕의 2XRT 혼합물과 혼합한다). RT 반응 조건은 잘 공지되어 있다. 일

례에서, 하기 열순환기(thermal cycler) 조건을 이용하여 RT 반응을 수행한다: 10분, 25℃; 120분, 37℃(문헌

(Kidd M, et al., "The role of genetic markers-NAP 1 LI, MAGE-D2, and MTA1-in defining small-intestinal

carcinoid neoplasia," Ann Surg Oncol 2006;13(2):253-62) 참조).

개별 전사체 수준의 측정을 위해, 한 실시양태에서, 어세이스-온-디맨드(Assays-on-Demand)™ 제품을 제조자의[0302]

권고에  따라  ABI  7900  서열  검출  시스템과  함께  사용한다(문헌(Kidd  M,  Eick  G,  Shapiro  MD,  et  al.

Microsatellite instability and gene mutations in transforming growth factor-beta type II receptor are

absent  in  small  bowel  carcinoid tumors. Cancer 2005;103(2):229-36) 참조). 일례에서, 하기 조건 하에서

384-웰 광학 반응 플레이트에서 7.2 ㎕ 물 중의 cDNA, 0.8 ㎕ 20 어세이스-온-디맨드 프라이머 및 프로브 혼합

물, 및 8 ㎕의 2X TaqMan 유니버살 마스터 믹스를 혼합함으로써, TaqMan
®
 유니버살 PCR 마스터 믹스 프로토콜을

이용하여 표준 조건 하에서 순환을 수행한다: 50℃, 2분; 95℃, 10분; 15분 동안 95℃ 및 1분 동안 60℃에서 50

주기(문헌(Kidd M, et al, "The role of genetic markers-NAP 1 LI, MAGE-D2, and MTA1-in defining small-

intestinal carcinoid neoplasia," Ann Surg Oncol 2006;13(2):253-62) 참조).

전형적으로, 내부 표준물을 사용하고/하거나 하우스킵핑 유전자에 대한 발현 수준과 비교함으로써 실시간 PCR로[0303]

부터의 결과를 정규화한다. 예를 들면, 한 실시양태에서, 잘 공지된 방법, 예컨대, geNorm을 이용하여 전술된

QPCR로부터의  ACT(델타  CT  =  증폭의  함수로서  주기  시간의  변화)  원데이터를  정규화한다(예를  들면,  문헌

(Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, et al. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR

data by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol 2002;3(7):RESEARCH0034) 참
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조).  하우스킵핑 유전자 발현 수준에 의한 정규화도 잘  공지되어 있다.  문헌(Kidd  M,  et  al.,  "GeneChip,

geNorm,  and  gastrointestinal  tumors:  novel  reference  genes  for  real-time  PCR,"  Physiol  Genomics

2007;30(3):363-70)을 참조한다.

마이크로어레이 분석은 표면 상에 고정되어 있는 선택된 핵산 분자들의 사용을 포함한다. 프로브로서 지칭되는[0304]

이들 핵산 분자들은 핵산 발현 생성물에 혼성화할 수 있다. 바람직한 실시양태에서, 프로브를 표지된 샘플 핵산

에 노출시키고, 혼성화시키고 세척하고, 샘플에서 프로브에 상보적인 핵산 발현 생성물의 (상대적인) 양을 측정

한다. 마이크로어레이 분석은 다수의 유전자들의 핵산 발현 수준의 동시 측정을 가능하게 한다. 본 발명에 따른

방법에서, 본 발명에 따른 적어도 5개의 유전자들을 동시에 측정하는 것이 바람직하다.

예를 들면, 배경 차감 후 음의 강도 값을 피하는 "오프셋" 방법에 따라 배경 보정을 수행할 수 있다. 더욱이,[0305]

예를 들면, 전반적 뢰스(global loess) 정규화, 및 어레이들에 걸쳐 동일한 중간-절대-표준편차(MAD)를 갖도록

로그-비가 스케일링되는 것을 보장하는 스케일 정규화를 이용하여 각각의 단일 어레이 상에서 2개의 채널들이

필적할만하게 만들기 위해 정규화를 수행할 수 있다.

예를 들면, 항체 기초 결합 분석을 이용하여 단백질 수준을 측정할 수 있다. 표지된 효소, 방사성 표지된 항체[0306]

또는  형광  표지된  항체를  단백질의  검출에  사용할  수  있다.  예시적인  분석은  효소-연결된  면역흡착  분석

(ELISA), 방사면역 분석(RIA), 웨스턴 블롯 분석 및 면역조직화학적 염색 분석을 포함한다. 대안적으로, 다수의

단백질들의 발현 수준을 동시에 측정하기 위해, 단백질 어레이, 예컨대, 항체 어레이를 사용한다.

전형적으로, 바이오마커 및 하우스킵핑 마커는 혈액, 타액 또는 조직, 예컨대, 장 점막, 종양 조직, 및 GEP-NEN[0307]

전이 또는 떨어져 나온 종양 세포를 함유하고/하거나 함유하는 것으로 의심되는 조직, 예컨대, 간, 골 및 혈액

으로부터의 세포를 포함하는,  생물학적 샘플,  예컨대,  조직 또는 체액 샘플,  예컨대,  혈액,  예컨대,  전혈,

혈장, 혈청, 대변, 소변, 타액, 눈물, 혈청 또는 정자 샘플, 또는 이러한 조직 또는 체액으로부터 준비된 샘플,

예컨대, 세포 제제에서 검출된다. 한 실시양태에서, 특정 세포 제제는 조직 또는 체액, 예컨대, 점막, 예를 들

면, 장 점막, 혈액 또는 버피 코트 샘플로부터의 세포 현탁액 또는 세포액의 형광-활성화된 세포 분류(FACS)에

의해 수득된다.

일부 실시양태들에서, 샘플은 관해를 보이고/보이거나 관해를 보이는 것으로 생각되는 질환을 갖는 환자를 포함[0308]

하는, GEP-NEN 환자, GEP-NEN을 갖는 것으로 의심되는 환자, 일반적으로 암을 갖고/갖거나 갖는 것으로 의심되

는 환자, 하나 이상의 GEP-NEN  증상 또는 증후군을 나타내거나 GEP-NEN에 대한 위험에 있는 것으로 확인된

환자, 또는 치료를 받고 있거나 치료를 완료한 GEP-NEN 환자로부터 채취된다.

다른 실시양태에서, 샘플은 GEP-NEN 질환을 갖지 않는 인간, 예컨대, 건강한 개체, 또는 상이한 유형의 암, 예[0309]

컨대, 선암종, 예를 들면, 위장 선암종, 또는 유방암, 전립선암, 췌장암, 위암 및 간암 중 하나, 예컨대, 식도

암, 췌장암, 담낭암, 결장암 또는 직장암을 갖는 개체로부터 채취된다.

일부 실시양태들에서, 샘플은 GEP-NEN 종양 또는 전이로부터 채취된다. 다른 실시양태에서, 샘플은 GEP-NEN 환[0310]

자로부터 채취되되, GEP-NEN 또는 GEP-NEN 세포를 함유할 것으로 예상되지 않는 조직 또는 체액으로부터 채취되

고; 이러한 샘플은 기준 또는 정상 샘플로서 사용될 수 있다. 대안적으로, 정상 또는 기준 샘플은 GEP-NEN 질환

을 갖지 않는 환자로부터의 조직, 체액 또는 다른 생물학적 샘플, 예컨대, 상응하는 조직, 체액 또는 다른

샘플, 예컨대, 정상 혈액 샘플, 정상 소장(SI) 점막 샘플, 정상 장크롬친화(EC) 세포 제제일 수 있다. 

일부 실시양태들에서, 샘플은 전혈 샘플이다. 신경내분비 종양들은 전이하기 때문에 전형적으로 세포를 혈액 내[0311]

로 방출한다. 따라서, 혈장 및 혈액 샘플에서의 본원에서 제공된 GEP-NEN 바이오마커의 패널의 검출은 예를 들

면, 해부학적 국소화 연구가 음성인 경우조차도 초기 시점에서 GEP-NEN들을 확인하고 종양 전이의 존재를 예측

하는 데 이용될 수 있다. 따라서, 제공된 물질 및 방법은 초기 진단에 유용하다.

따라서, 일부 실시양태들에서, 상기 방법은 1 ㎖ 또는 약 1 ㎖의 전혈에서 GEP-NEN 분자적 시그너처 또는 발현[0312]

프로파일을 확인할 수 있다. 일부 양태들에서, 분자적 시그너처 또는 발현 프로파일은 동결 전에 (예를 들면,

샘플이 정맥절개술 후 4℃ 내지 8℃에서 냉장될 때) 최대 4시간 동안 안정하다. 한 양태에서, 종양 조직으로부

터 수득된 샘플을 사용하여 소정의 GEP-NEN 관련 결과를 진단할 수 있거나, 예후할 수 있거나 예측할 수 있는

방법은 혈액 샘플을 사용하여 동일한 진단, 예후 또는 예측을 수행할 수도 있다.

다수의 기존 검출 및 진단 방법들은 가능한 양성 결과를 생성하기 위해 7일 내지 10일을 요구하고, 값비싸질 수[0313]

있다. 따라서, 한 양태에서, 제공된 방법 및 조성물은 단순성을 개선하고 GEP-NEN 진단과 관련된 비용을 감소시
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키는 데 유용하고, 초기 단계 진단을 실현가능하게 만든다.

따라서, 일례에서, 바이오마커는 예를 들면, 혈액 샘플, 예컨대, 혈청, 혈장, 버피 코트로부터 수득된 세포, 예[0314]

를 들면, 말초 혈액 단핵 세포(PBMC) 또는 전혈 샘플에서의 검출에 의해 순환계에서 검출된다.

종양  특이적  전사체는  일부  암들의  전혈에서  검출되었다.  문헌(Sieuwerts  AM,  et  al.,  "Molecular[0315]

characterization  of  circulating  tumor  cells  in  large  quantities  of  contaminating  leukocytes  by  a

multiplex  real-time  PCR,"  Breast  Cancer  Res  Treat  2009;118(3):455-68)  및  문헌(Mimori  K,  et  al,  "A

large-scale study of MT1-MMP as a marker for isolated tumor cells in peripheral blood and bone marrow

in gastric cancer cases," Ann Surg Oncol 2008;15(10):2934-42)을 참조한다.

CellSearch™  CTC  검사(Veridex  LLC)(문헌(Kahan  L.,  "Medical  devices;  immunology  and  microbiology[0316]

devices;  classification  of  the  immunomagnetic  circulating  cancer  cell  selection  and  enumeration

system. Final rule," Fed Regist 2004;69:26036-8)에 기재됨)는 문헌(Sieuwerts AM, Kraan J, Bolt-de Vries

J, et al., "Molecular characterization of circulating tumor cells in large quantities of contaminating

leukocytes by a multiplex real-time PCR," Breast Cancer Res Treat 2009;118(3):455-68)에 기재된 바와 같

이 상피 세포(CK- 8/18/19) 및 백혈구(CD45)를 검출하는 EpCAM 특이적 항체로 코팅된 자기 비드를 사용한다. 이

방법은  순환  종양  세포(CTC)를  검출하고,  전이성  전립선암(Danila  DC,  Heller  G,  Gignac  GA,  et  al.

Circulating tumor cell number and prognosis in progressive castration-resistant prostate cancer. Clin

Cancer  Res  2007;13(23):7053-8),  대장암(Cohen  SJ,  Alpaugh  RK,  Gross  S,  et  al.  Isolation  and

characterization  of  circulating  tumor  cells  in  patients  with  metastatic  colorectal  cancer.  Clin

Colorectal Cancer 2006;6(2): 125-32) 및 유방암(Cristofanilli M, Budd GT, Ellis MJ, et al., Circulating

tumor  cells,  disease  progression,  and  survival  in  metastatic  breast  cancer.  N  Engl  J  Med

2004;351(8):781-91)에서 질환 진행 및 치료 효능을 모니터링하는 데 이용되고 있다.

이 방법 및 다른 기존 방법들은 가변적 발현을 나타낼 수 있고/있거나 사이토케라틴을 발현할 수 없는 GEP-NEN[0317]

세포의  검출에  있어서  완전히  만족스럽지  않았다(문헌(Van  Eeden  S,  et  al,  Classification  of  low-grade

neuroendocrine tumors of midgut and unknown origin," Hum Pathol 2002;33(11): 1126-32); 문헌(Cai YC, et

al.,  "Cytokeratin  7  and  20  and  thyroid  transcription  factor  1  can  help  distinguish  pulmonary  from

gastrointestinal carcinoid and pancreatic endocrine tumors," Hum Pathol 2001;32(10): 1087-93), 및 29개

의 GEP-NEN  샘플들 중 2개의 GEP-NEN  샘플들에서 EpCAM  전사체 발현을 검출하는, 상기 문헌에 기재된 연구

참조).

순환 종양 세포에 대한 이용가능한 검출 방법에서 고려될 인자는 말초 혈액에서의 상대적으로 낮은 수의 상기[0318]

종양 세포, 전형적으로 10
6
개의 말초 혈액 단핵 세포들(PBMC들)당 약 1개의 상기 종양 세포(문헌(Ross AA, et

al.  "Detection  and  viability  of  tumor  cells  in  peripheral  blood  stem  cell  collections  from  breast

cancer  patients  using  immunocytochemical  and  clonogenic  assay  techniques,"  Blood 1993;82(9):2605-10)

참조), 백혈구 오염 잠재력(문헌(Sieuwerts AM,  et  al.  "Molecular  characterization  of  circulating  tumor

cells in large quantities of contaminating leukocytes by a multiplex real-time PCR," Breast Cancer Res

Treat 2009;118(3):455-68; Mimori K, et al) 참조) 및 이용가능한 방법들의 기술적 복잡성이다. 이들 인자들

은 이용가능한 방법들이 임상 실험실에서 사용되는 데 있어서 완전히 만족스럽지 않게 만들 수 있다.

일부 실시양태들에서, 문헌(Kidd M, et al., "Isolation, Purification and Functional Characterization of[0319]

the  Mastomys  EC  cell,"  Am  J  Physiol  2006;291:G778-91);  및 문헌(Modlin  EVI,  et  al.,  "The  functional

characterization  of  normal  and  neoplastic  human  enterochromaffin  cells,"  Clin  Endocrinol  Metab

2006;91(6):2340-8)에 기재된 바와 같이 아크리딘 오랜지(AO) 염색 및 흡수 후 공지된 방법을 이용하여 신경내

분비 세포를 불균질성에 대해 FACS-분류한다.

일부 실시양태들에서, 제공된 검출 방법은 2 내지 3 ㎖ 이하의 혈액에서 GEP-NEN 세포 및/또는 바이오마커를 검[0320]

출하거나, 단리하거나 농후화하는 데 이용된다. 표준 실험실 장치를 이용하여 상기 방법을 수행함으로써, 임상

적 실험실 환경에서 용이하게 수행한다. 일례에서, 샘플당 대략 20 내지 30의 평균 비용으로 12시간 이내에 판

독정보를 수득한다.

본 발명은 예컨대, GEP-NEN, 관련 결과 및 치료 반응성의 진단, 예후 및 예측을 위한 본원에서 제공된 물질 및[0321]

검출 방법의 진단적, 예후적 및 예측적 용도를 제공한다. 예를 들면, 이용가능한 GEP-NEN 분류 방법은 부분적으
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로 부정확한 분류, 및 개별 병변 또는 종양이 상이한 GEP-NEN 하위유형 또는 패턴으로 진화할 수 있고/있거나

하나 초과의 GEP-NEN 하위유형을 함유할 수 있다는 점으로 인해 제한된다. 공지된 분류 골격(frameworks)은 예

를 들면, 치료에 대한 반응을 예측하거나 임상적 과정 및 치료 반응에서 실질적으로 달라질 수 있는 유사한 조

직병리학적 특징들을 갖는 종양들을 정확히 구별하고 치료 반응성을 예측하는 능력 면에서 제한된다.

따라서, 분자적 또는 유전자 기초 분류 체계에 대한 필요성이 존재한다. GEP-NEN 특이적 예측 유전자 기초 모델[0322]

을 포함하는 제공된 방법 및 시스템은 이 문제를 다루고, 생물학적 거동을 예측하는 분자적 파라미터의 확인 및

분석, 및 이러한 파라미터에 기초한 예측에 이용될 수 있다.

제공된 진단, 예후 및 예측 방법들 중에는 통계학적 분석 및 생물수학적 알고리즘 및 예측 모델을 사용하여,[0323]

GEP-NEN 바이오마커 및 다른 마커, 예컨대, 하우스킵핑 유전자의 발현에 대한 검출된 정보를 분석하는 방법이

있다. 일부 실시양태들에서, 발현 수준, 검출된 결합 또는 다른 정보를 기준 값(들), 예컨대, 정상 샘플에서의

발현 수준 또는 표준물에 대해 정규화하고 평가한다. 제공된 실시양태들은 예를 들면, 분류, 병기구분, 예후,

치료 디자인, 치료법의 평가, 및 GEP-NEN 질환 결과의 예측, 예를 들면, 전이의 발생의 예측에서 GEP-NEN 바이

오마커의 발현에 대한 검출된 및 측정된 정보를 사용하여 GEP-NEN들을 분류하고 예측하는 방법 및 시스템을 포

함한다. 

일부 실시양태들에서, 상기 방법은 GEP-NEN 진단, 예컨대, 초기 단계 질환 또는 전이의 진단 또는 검출을 확립[0324]

하고, 질환의 정도를 정의하거나 예측하고, 초기 퍼짐 또는 전이를 확인하고, 결과 또는 예후를 예측하고, 진행

을 예측하고, 질환 활성을 분류하고, 치료 반응성을 모니터링하고, 재발에 대해 검출하거나 모니터링하고 초기

치료적 개입을 용이하게 하는 데 이용된다. 예를 들면, 제공된 방법들 및 알고리즘들 중에는 분류, 병기구분,

예후, 치료 디자인, 치료법의 평가, 및 GEP-NEN 질환 결과의 예측, 예를 들면, 전이 발생의 예측에 사용되기 위

한 방법 및 알고리즘이 있다.

한 실시양태에서, 본 방법, 알고리즘 및 모델은 진단적 감시, 예컨대, 상용적인 감시 및 환자 추적검사에 유용[0325]

하다. 일부 실시양태들에서, 본 방법, 알고리즘 및 모델은 초기 진단을 제공하고; 한 양태에서, 상기 방법은 작

은 부피 종양을 검출할 수 있고, 순환 종양 세포를 검출할 수 있고(질환의 초기 단계에서의 검출을 포함함), 예

컨대, 혈액 ㎖당 약 3개만큼 적은 수의 순환 GEP-NEN 세포들을 검출할 수 있다. 일부 실시양태들에서, 질환의

초기 증거는 치료가 더 효과적일 때, 초기 치료적 개입을 가능하게 하여, 생존율 및 질환 결과를 개선할 수 있

다. 

예를 들면, 한 실시양태에서, 본 방법은 치료 후, 예를 들면, 수술적 또는 화학적 개입 후 GEP-NEN의 재발 및/[0326]

또는 전이의 초기 검출에 유용하다. 일부 양태들에서, 본 방법은 예를 들면, 인간 혈액 샘플에 대해 치료적 개

입 후 매주 또는 매월 수행된다. 일부 양태들에서, 본 방법은 통상적인 수단, 예컨대, 영상화 방법에 의해 검출

되기에는 너무 작은 미세전이를 검출할 수 있다. 예를 들면, 한 양태에서, 본 방법은 예컨대, 간에서 1 센티미

터(cm) 미만의 전이, 예컨대, 약 1 cm, 0.9 cm, 0.8 cm, 0.7 cm, 0.6 cm, 0.5 cm, 0.4 cm, 0.3 cm, 0.2 cm 또

는 0.1 cm 전이를 검출할 수 있다.

예를 들면, 제공된 방법들 및 시스템들 중에는 56% 내지 92%의 정확한 판정률, 예컨대, 적어도 또는 적어도 약[0327]

65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,

97%, 98%, 99% 또는 100% 정확한 판정률로 대상체 또는 샘플에서 GEP-NEN의 존재 또는 부재(또는 둘 다)를 확인

하는 방법 및 시스템이 있다. 일부 경우, 상기 방법은 적어도 또는 적어도 약 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%,

84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 특이성 또는

민감성으로 진단에 유용하다.

다른 양태에서, 본 방법은 다른 진단 방법, 예컨대, 이용가능한 생체마커의 영상화 및 검출에 비해 더 이른 단[0328]

계에서  치료  후  또는  초기  질환  진행  동안  GEP-NEN의  재발,  전이  또는  퍼짐을  검출할  수  있다.  일부

양태들에서, 바이오마커의 검출된 발현 수준 및/또는 발현 시그너처는 질환의 진행, 질환 중증도 또는 공격성,

치료 반응성의 결여, 치료 효능의 감소, GEP-NEN 관련 사건, 위험, 예후, GEP-NEN의 유형 또는 클래스, 또는 질

환 단계와 유의한 상관관계를 가진다.

제공된 실시양태들 중에는 종양의 아마도 천연 이력 및 환자의 일반적인 건강을 고려하는 치료 및 환자 특이적[0329]

또는 맞춤화된 치료 전략에 대한 반응의 평가를 포함하는, 치료 개발, 전략 및 모니터링에 있어서 제공된 바이

오마커 및 이의 검출을 이용하는 방법이 있다.

GEP-NEN 관리 전략은 수술---치유(드물게 달성됨) 또는 세포수감소를 위함---방사선학적 개입---예를 들면, 화[0330]
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학색전술 또는 무선주파수 절제에 의함---화학요법, 냉동절제, 및 방출된 펩티드 및 뉴로아민에 의해 야기된 증

상을 조절하기 위한 소마토스타틴 및 소마토스타틴 유사체(예컨대, Sandostatin LAR
®
(옥트레오티드 아세테이트

주사))를 사용한 치료를 포함한다. 인터페론을 포함하는 생물학적 물질, 호르몬 요법, 및 소마토스타틴-태깅된

방사성뉴클레오티드가 연구되고 있다.

일례에서, 냉동절제는 문헌(Mazzaglia PJ, et ah, "Laparoscopic radiofrequency ablation of neuroendocrine[0331]

liver  metastases:  a  10-year  experience  evaluating  predictors  of  survival,"  Surgery  2007;142(1):  10-

9)에 기재된 바와 같이 혈액 내로 들어가 증상을 유도하도록 GEP-NEN 조직을 유리시킨다. 화학요법제, 예를 들

면, 전신 세포독성 화학요법제는 예를 들면, 산재된 및/또는 불충분하게 분화된/공격성 질환을 치료하기 위한

에토포사이드, 시스플라틴, 5-플루오로우라실, 스트렙토조토신, 독소루비신; 혈관 내피 성장 인자 억제제, 수용

체 티로신 키나제 억제제(예를 들면, 수니티닙, 소라페닙 및 바탈라닙), 및 라파마이신의 포유동물 표적(mTOR)

억제제(예를 들면, 템시롤리무스 및 에버롤리무스), 및 이들의 조합물을 포함한다. 다른 치료 방법들은 잘 공지

되어 있다.

일부 실시양태들에서, 검출 및 진단 방법들은 예를 들면, 상기 방법들을 치료 전 및/또는 후에 매주 또는 매월[0332]

수행함으로써 치료와 함께 이용된다. 일부 양태들에서, 발현 수준 및 프로파일은 질환의 진행, 치료의 무효과

또는 효과, 및/또는 질환의 재발 또는 이의 결여와 상관관계를 가진다. 일부 양태들에서, 발현 정보는 상이한

치료 전략이 바람직할 수 있다는 것을 시사한다. 따라서, 본원은 GEP-NEN 바이오마커 검출 방법이 치료 전에 수

행된 후 치료 효과를 모니터링하는 데 이용되는 치료 방법을 제공한다.

치료를 시작하거나 재개한 후 다양한 시점들에서, (예를 들면, 치료 전 또는 치료 후 일부 다른 시점들에서의[0333]

발현 또는 발현 프로파일, 및/또는 정상 또는 기준 샘플에서의 발현 또는 발현 프로파일에 비해) 바이오마커의

발현 수준 또는 발현 프로파일의 유의한 변화는 치료 전략이 성공적이거나 성공적이지 않거나, 질환이 재발하고

있거나, 상이한 치료 방법이 사용되어야 한다는 것을 시사한다. 일부 실시양태들에서, 치료 전략은 예컨대, 현

재의 방법 이외에 또는 대신에 상이한 치료적 개입을 추가함으로써, 현재의 방법의 공격성 또는 빈도를 증가시

키거나 감소시킴으로써, 또는 치료 요법을 중단하거나 재개함으로써 검출 방법의 수행 후 변화된다.

또 다른 양태에서, 바이오마커의 검출된 발현 수준 또는 발현 프로파일은 처음으로 GEP-NEN 질환을 확인시켜주[0334]

거나, GEP-NEN 질환의 최초 확정적인 진단 또는 분류를 제공한다. 본 실시양태의 일부 양태들에서, 치료 방법은

발현  수준  또는  발현  프로파일,  및/또는  결정된  분류를  기초로  디자인된다.  방법은  반복적인  방법을

포함하므로, 바이오마커 검출 방법에 이어 치료적 개입의 시작 또는 변경이 수행되고, 연속된 주기적 모니터링,

재평가, 및 임의적으로 연속된 모니터링과 함께 변화, 중단 또는 새로운 치료 방법의 추가가 뒤따른다.

일부 양태들에서, 본 방법 및 시스템은 분석된 대상체가 치료에 반응하는지 여부, 예컨대, 완전한 관해를 보이[0335]

거나 안정성 질환을 나타내는 대상체로서 임상적으로 분류되는 대상체를 확인한다. 일부 양태들에서, 본 방법

및 시스템은 대상체가 치료되지 않는지(또는 치료-I, 즉 치료를 제공받지 않은지) 또는 반응하지 않는지(즉, "

진행성"으로서 임상적으로 범주화되는지) 여부를 확인한다. 예를 들면, 치료 반응성 환자와 비반응성 환자를 구

별하고 안정성 질환을 갖는 환자 또는 완전한 관해를 보이는 환자와 진행성 질환을 갖는 환자를 구별하는 방법

이 제공된다. 다양한 양태들에서, 본 방법 및 시스템은 적어도 또는 적어도 약 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%,

83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 정확한

판정률(즉, 정확성), 특이성 또는 민감성으로 이러한 판정을 수행한다.

일부 양태들에서, 진단적, 예측적 또는 예후적 결과에 대한 민감성 또는 정확한 판정률은 공지된 진단 또는 예[0336]

후 방법, 예컨대, 순환 CgA 또는 다른 신호 단백질의 검출 및 측정을 이용함으로써 수득된 민감성 또는 정확한

판정률보다 더 크다(예를 들면, 유의하게 더 크다). 

전형적으로, 종종 초기 단계에서 진단, 예후 및 예측 방법들은 GEP-NEN 및/또는 GEP-NEN의 상이한 단계들을 정[0337]

확히 예측할 수 있고 분류할 수 있는 분류자를 구축하는 그들의 능력을 기초로 바이오마커의 서브세트를 선택한

다.

유전자 발현의 차이를 평가하는 다수의 잘 공지된 방법들 중 임의의 방법이 바이오마커의 서브세트를 선택하는[0338]

데 이용될 수 있다. 예를 들면, 정확한 분류자는 토포그래픽 패턴-인식 기초 프로토콜, 예를 들면, 서포트 벡터

머신(SVM)에 기초할 수 있다(Noble WS.  What  is  a  support  vector  machine?  Nat  Biotechnol.  2006;24(12):

1565-7). 기계-학습 기초 기법은 전형적으로 고차원적 및 다중모드 생체의학적 데이터를 분석하기 위한 정교한

자동 및/또는 객관적 알고리즘을 개발하는 데 바람직하다. 일부 예들에서, SVM(감시된 학습 알고리즘의 변이
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체)은 제공된 방법 및 시스템과 함께 이용된다. SVM은 90% 초과의 정확성으로 성상세포종의 등급화를 예측하는

데 사용되고 있고 74% 내지 80%의 정확성으로 전립선 암종을 예측하는 데 사용되고 있다(Glotsos D, Tohka J,

Ravazoula  P,  Cavouras  D,  Nikiforidis  G.  Automated  diagnosis  of  brain  tumours  astrocytomas  using

probabilistic neural network clustering and support vector machines. Int J Neural Syst 2005;15(1-2):

1-11; Glotsos D, Tohka J, Ravazoula P, Cavouras D, Nikiforidis G. Automated diagnosis of brain tumours

astrocytomas using probabilistic neural network clustering and support vector machines. Int J Neural

Syst 2005; 15(1-2): 1-11).

정확한 분류자를 구축하기 위한 다른 알고리즘은 선형 판별 분석(LDA), 나이브 베이즈(NB) 및 K-최근접 이웃[0339]

(KNN) 프로토콜들을 포함한다. 이러한 방법들은 신생물성 질병에서의 개별 또는 다중-변수 변경을 확인하는 데

유용하다(Drozdov I,  Tsoka  S,  Ouzounis  CA,  Shah  AM.  Genome-wide  expression  patterns  in  physiological

cardiac  hypertrophy.  BMC  Genomics.  2010;11:  55;  Freeman  TC,  Goldovsky  L,  Brosch  M,  et  al.

Construction, visualization, and clustering of transcription networks from microarray expression data.

PLoS  Comput  Biol  2007;3(10):  2032-42;  Zampetaki  A,  Kiechl  S,  Drozdov  I,  et  al.  Plasma  microRNA

profiling  reveals  loss  of  endothelial  miR-126  and  other  microRNAs  in  type  2  diabetes.  Circ  Res.

2010;107(6):  810-7.  Epub  2010  Jul  22;  Dhawan  M,  Selvaraja  S,  Duan  ZH.  Application  of  committee  kNN

classifiers for gene expression profile classification. Int J Bioinform Res Appl. 2010;6(4): 344-52;

Kawarazaki S, Taniguchi K, Shirahata M, et al. Conversion of a molecular classifier obtained by gene

expression profiling into a classifier based on real-time PCR: a prognosis predictor for gliomas. BMC

Med Genomics. 2010;3: 52; Vandebriel RJ, Van Loveren H, Meredith C. Altered cytokine (receptor) mRNA

expression as a tool in immunotoxicology. Toxicology. 1998; 130(1): 43-67; Urgard E, Vooder T, Vosa U,

et al. Metagenes associated with survival in non-small cell lung cancer. Cancer Inform. 2011;10: 175-

83.  Epub  2011  Jun  2;  Pimentel  M,  Amichai  M,  Chua  K,  Braham  L.  Validating  a  New  Genomic  Test  for

Irritable Bowel Syndrome Gastroenterology 2011; 140 (Suppl 1): S-798; Lawlor G, Rosenberg L, Ahmed A,

et  al.  Increased  Peripheral  Blood  GATA-3  Expression  in  Asymptomatic  Patients  With  Active  Ulcerative

Colitis at Colonoscopy. Gastroenterology 2011;140 (Suppl 1)).

일부 실시양태들에서, GEP-NEN 및/또는 GEP-NEN의 상이한 단계들에 대한 정확한 분류자는 SVM, LDA, NB 및 KNN[0340]

프로토콜들의 조합에 기초한다. 이것은 NET에 대한 다분석물-알고리즘 위험 분류자(MAARC-NET)로서 지칭된다.

예측 알고리즘 및 모델을 사용하는 방법은 통계학적 분석 및 데이터 압축 방법, 예컨대, 당분야에서 잘 공지되[0341]

어 있는 방법을 사용한다. 예를 들면, 발현 데이터를 변환, 예를 들면, 인(In)-변환시킬 수 있고, 통계학적 분

석 프로그램, 예컨대, Partek
®
 Genomic  Suite("Partek,"  Partek

®
 Genomics  Suite™, ed.  Revision  6.3  St.

Louis: Partek Inc, 2008) 또는 유사한 프로그램 내로 불러올 수 있다. 비교를 위해 데이터를 압축하고 분석한

다.

발현 수준 점수 또는 값의 차이가 유의한 것으로서 간주되는지는 잘 공지되어 있는 통계학적 방법에 의해 확인[0342]

될 수 있고, 전형적으로 특정 통계학적 파라미터에 대한 역치, 예컨대, 역치 p-값(예를 들면, p<0.05), 역치 S-

값(예를 들면, +0.4, 이 때 S<-0.4 또는 S>0.4), 또는 차이가 유의한 것으로서 간주되는 다른 값을 지정함으로

써 수행되고, 예를 들면, 이 때 바이오마커의 발현은 예를 들면, 2종의 상이한 GEP-NEN 하위유형들, 종양들, 단

계들, 국소화, 공격성, 또는 GEP-NEN 또는 정상 또는 기준 샘플의 다른 양태를 표시하는 2종의 상이한 샘플들

사이에서 유의하게 하향조절되거나 상향조절되는 것으로서 간주된다. 

한 양태에서, 본 알고리즘, 예측 모델 및 방법은 다양한 GEP-NEN 하위유형들의 기저를 이루는 조절 유전자 클러[0343]

스터들(즉, SSTRome, 프롤리퍼롬. 시그널롬. 메타볼롬, 세크레톰, 플루롬, 에피게놈 및 아폽톰)과 관련된 유전

자들로부터 발현된 바이오마커들에 기초한다.

한 양태에서, 본 방법은 수학적 공식, 알고리즘 또는 모델을 적용하여, 정상 샘플과 GEP-NEN 샘플을 구별하고,[0344]

GEP-NEN과 다른 암을 구별하고, 질환 또는 질환 결과의 다양한 하위유형들, 단계들 및 다른 양태들을 구별하는

특정 컷오프 점, 예를 들면, 소정의 발현 수준 점수를 확인한다. 또 다른 양태에서, 본 방법은 예측, 분류, 예

후, 및 치료 모니터링 및 디자인을 위해 이용된다. 한 양태에서, 예측 실시양태는 생물학적 거동을 예측하는 분

자적 파라미터를 확인하고 상기 파라미터를 사용하여 다양한 GEP-NEN 관련 결과들을 예측하는 데 유용하다. 이

들 실시양태들의 한 양태에서, 기계 학습 방법은 예를 들면, 고차원적 및 다중모드 생체의학적 데이터를 분석하

기 위한 정교한 자동 객관적 알고리즘을 개발하는 데 이용된다.
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본원에서 사용된 "ROC 곡선"은 2진 분류자 시스템의 구별 역치가 달라지기 때문에 상기 2진 분류자 시스템에 대[0345]

한 진짜 양성률(민감성)을 거짓 양성률(특이성)과 대비하여 작도한 것을 지칭한다. ROC 곡선은 양성들 중 진짜

양성의 비율(TPR = 진짜 양성률)을 음성들 중 거짓 양성의 비율(FPR = 거짓 양성률)과 대비하여 작도함으로써

동등하게  표현될  수  있다.  ROC  곡선  상의  각각의  점은  특정  결정  역치에  상응하는  민감성/특이성  쌍을

나타낸다.

AUC는 ROC 곡선하 면적을 나타낸다. AUC는 1) GEP-NEN 바이오마커의 서브세트 또는 패널 및 2) ROC 곡선의 진단[0346]

정확성의 전체 표시이다. AUC는 "사다리꼴 규칙"에 의해 결정된다. 소정의 곡선에 대해, 데이터 점들은 직선 분

절들에 의해 연결되고, 수직선은 가로좌표부터 각각의 데이터 점까지 그려져 있고, 이로써 구축된 삼각형 및 사

다리꼴의 면적들의 합계가 계산된다. 본원에서 제공된 방법의 일부 실시양태들에서, GEP-NEN의 서브세트 또는

패널은 약 0.75 내지 1.0의 AUC를 가진다. 이들 실시양태들의 일부에서, AUC는 약 0.50 내지 0.85, 0.85 내지

0.9, 0.9 내지 0.95, 또는 0.95 내지 1.0이다.

발현 수준 점수 또는 다른 값을 비교하고, GEP-NEN 바이오마커 발현을 기초로 발현 프로파일(발현 시그너처) 또[0347]

는 조절 시그너처를 확인하기 위해, 데이터를 압축한다. 압축은 전형적으로 고차원적 데이터의 구조를 기술하고

가시화하기 위한 주성분 분석(PCA) 또는 유사한 기법에 의해 수행된다. PCA는 GEP-NEN 바이오마커 발현을 가시

화하고 비교할 수 있게 하고, 상이한 샘플들 사이에서, 예컨대, 정상 또는 기준 샘플과 검사 샘플 사이에서 및

상이한 종양 유형들 사이에서 발현 프로파일(발현 시그너처, 발현 패턴)을 확인하고 비교할 수 있게 한다. 

일부 실시양태들에서, 발현 수준 데이터를 예를 들면, 실시간 PCR로 획득하고, 예를 들면, 주성분까지 감소시키[0348]

거나 압축한다. 

PCA는 데이터(예를 들면, 측정된 발현 값)의 차원수를, 데이터에서 편차의 대부분, 예컨대, 편차의 약 50%,[0349]

60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 99%를 설명하거나 나타내는 상호관련되지 않은 주성분들(PC들)로 감

소시키는 데 사용된다.

일례에서, PCA는 데이터에서 편차의 대부분, 예를 들면, 편차의 약 75%, 80%, 85% 또는 90% 이상을 총괄적으로[0350]

나타내는 3개의 PC들이 사용되는 3-성분 PCA이다(Jolliffe  IT,  "Principle  Component  Analysis,"  Springer,

1986).

PCA 맵핑, 예를 들면, 3-성분 PCA 맵핑은 예컨대, 첫 번째(제1), 두 번째(제2) 및 세 번째(제3) PC들을 각각 X-[0351]

축, Y-축 및 Z-축에 배정함으로써 가시화를 위해 데이터를 3차원적 공간에 맵핑하는 데 사용된다.

PCA는 다양한 샘플들에서 바이오마커에 대한 발현 프로파일을 확인하는 데 사용될 수 있다. 예를 들면, 개별 샘[0352]

플 유형(예를 들면, 각각의 종양 유형, 하위유형 또는 등급, 또는 정상 샘플 유형)에 대한 감소된 발현 데이터

가 PCA 좌표계에서 국소화되고, 국소화된 데이터가 개별 전사체 발현 프로파일 또는 시그너처를 확인하는 데 사

용된다.

한 양태에서, 바이오마커의 패널에 대한 PCA에 의해 확인될 때, 주성분 벡터에 의해 제공된, 샘플의 개별 전사[0353]

체 발현 프로파일(조절 시그너처)에 상응하거나 이를 나타내는 중심(질량의 중심; 평균 발현)을 작도하거나 분

명히 나타냄으로써 각각의 샘플에 대한 발현 프로파일을 확인한다. 

일반적으로, 이 좌표계에서 상대적으로 큰 거리에 의해 분리된 국소화의 2개 중심들 또는 점들은 2개의 상대적[0354]

으로 상이한 전사체 발현 프로파일들을 나타낸다. 마찬가지로, 상대적으로 가까운 중심들은 상대적으로 유사한

프로파일들을 나타낸다. 이 표시에서, 중심들 사이의 거리는 중심들 사이의 큰 거리 또는 분리가 상이한 전사체

발현 시그너처들을 갖는 샘플들을 표시하도록 상이한 샘플들에 대한 유사성 측정치에 역비례한다(보다 더 큰 거

리 = 보다 더 낮은 유사성). 중심들의 인접성은 샘플들 사이의 유사성을 표시한다. 예를 들면, 상이한 GEP-NEN

종양 샘플들에 대한 중심들 사이의 상대적인 거리는 그들의 조절 시그너처들 또는 전사체 발현 프로파일들의 상

대적인 유사성을 나타낸다.

한 양태에서, 통계학적 및 비교 분석은 2개의 바이오마커들에 대한 발현 수준들 또는 값들 사이의 역 상관관계[0355]

를 확인하는 단계를 포함한다. 일례에서, 이 상관관계 및 개별 발현 벡터들 사이의 각도의 코사인(보다 더 큰

각도 =  보다 더 낮은 유사성)은 관련된 유전자 발현 클러스터들을 확인하는 데 사용된다(Gabriel  KR,  "The

biplot  graphic  display  of  matrices  with  application  to  principal  component  analysis,"  Biometrika

1971;58(3):453).

일부 실시양태들에서, 2개 이상의 바이오마커의 발현 수준들, 및/또는 GEP-NEN, 하위유형, 단계 또는 다른 결과[0356]
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의 존재 또는 부재 사이에 선형 상관관계가 있다. 한 양태에서, 제공된 GEP-NEN 바이오마커와 생물학적 샘플의

특징 사이, 예컨대, 바이오마커(및 이의 발현 수준)와 다양한 GEP-NEN 하위유형들(예를 들면, 양성 대 활성 질

환) 사이에 발현 의존적 상관관계가 있다.

피어슨  상관관계(PC)  계수(R
2
)는  값의  쌍들  사이,  예컨대,  상이한  생물학적  샘플들(예를  들면,  종양[0357]

하위유형들)에 대한 바이오마커의 발현 수준들 사이 및 바이오마커의 쌍들 사이의 선형 관계(상관관계)를 평가

하는 데 사용될 수 있다. 이 분석은 (개별 유사성 매트릭스의 x-축 및 y-축 상에 작도된) 바이오마커의 개별 쌍

들에 대한 PC 계수를 계산함으로써 발현 패턴에서 분포를 선형적으로 분리하는 데 이용될 수 있다. 다양한 정도

의 선형 상관관계에 대한 역치, 예컨대, (R>0.50 또는 0.40의) 고도 선형 상관관계에 대한 역치가 설정될 수 있

다. 선형 분류자가 데이터세트에 적용될 수 있다. 일례에서, 상관관계 계수는 1.0이다.

한 실시양태에서, 통계학적 분석을 이용하여 상관관계들의 네트워크를 구축하여, 예를 들면, 바이오마커의 패널[0358]

의 서브세트들로 구성된 조절 클러스터를 확인함으로써 조절 클러스터를 결정한다. 일례에서, PC 상관관계 계수

를 결정하고 상관관계들의 이러한 네트워크를 구축하는 데 사용한다. 일례에서, 상기 네트워크는 소정의 역치보

다 높은 R을 갖는 전사체 쌍들 사이에 가장자리를 그림으로써 확인된다. 상관관계의 정도는 재현성 및 강건성

(robustness)에 대한 정보를 제공할 수 있다.

본원은 객관적인 알고리즘, 예측 모델 및 토포그래픽 분석 방법, 및 이들을 이용하여 고차적원 및 다중모드 생[0359]

체의학적 데이터, 예컨대, GEP-NEN 바이오마커 패널의 발현을 검출하는 제공된 방법을 이용함으로써 수득된 데

이터를 분석하는 방법도 제공한다. 상기 논의된 바와 같이, 객관적인 알고리즘, 모델 및 분석 방법은 토포그래

픽  패턴-인식  기초  프로토콜,  예를  들면,  서포트  벡터  머신(SVM)(Noble  WS.  What  is  a  support  vector

machine? Nat Biotechnol. 2006;24(12): 1565-7), 선형 판별 분석(LDA), 나이브 베이즈(NB) 및 K-최근접 이웃

(KNN) 프로토콜에 기초한 수학적 분석뿐만 아니라, 다른 감시된 학습 알고리즘 및 모델, 예컨대, 결정 트리, 퍼

셉트론(Perceptron) 및 정규화된 판별 분석(RDA), 및 당분야에서 잘 공지되어 있는 유사한 모델 및 알고리즘도

포함한다(Gallant  SI,  "Perceptron-based  learning  algorithms,"  Perceptron-based  learning  algorithms

1990; 1(2): 179-91).

일부 실시양태들에서, 특징 선택(FS)을 적용하여 데이터세트, 예컨대, GEP-NEN 바이오마커 발현 데이터세트로부[0360]

터 대부분의 중복적인 특징들을 제거하고 GEP-NEN 바이오마커의 관련 서브세트를 생성한다. FS는 일반화 성능을

향상시키고 학습 과정을 가속화하고 모델 해석능력을 개선한다. 한 양태에서, 강력한 학습 모델에 대한 특징들

의 가장 적절한 서브세트를 선택하는, "그리디 포워드(greedy forward)" 선택 방법을 이용하는 FS가 이용된다

(Peng H, Long F, Ding C, "Feature selection based on mutual information: criteria of max-dependency,

max- relevance, and min-redundancy," IEEE Transactions on Pattern Analysis and Machine Intelligence,

2005;27(8): 1226-38).

일부 실시양태들에서, 서포트 벡터 머신(SVM) 알고리즘은 n개의 데이터 세트들 사이에 한계를 증가시킴으로써[0361]

데이터를 분류하는 데 사용된다(Cristianini N, Shawe-Taylor J. An Introduction to Support Vector Machines

and other kernel-based learning methods. Cambridge: Cambridge University Press, 2000).

일부 실시양태들에서, 예측 모델은 한 항목에 대한 관찰결과를 그의 목표 값에 대한 결론에 맵핑하는 결정 트리[0362]

를  포함한다(Zhang  H,  Singer  B.  "Recursive  Partitioning  in  the  Health  Sciences,"  (Statistics  for

Biology and Health): Springer, 1999). 상기 트리의 잎은 분류를 나타내고, 가지는 개별 분류로 넘겨지는 특

징들의 연결을 나타낸다. 이것은 전이성 유방암(Yu L  et  al  "TGF-beta  receptor-activated  p38  MAP  kinase

mediates  Smad-independent  TGF-beta  responses,"  Embo  J  2002;21(14):3749-59)  및  결장암(Zhang  H  et  al

"Recursive  partitioning  for  tumor  classification  with  gene  expression  microarray  data.,"  Proc  Natl

Acad  Sci  USA  2001;98(12):6730-5)의 예후를 예측하고, 90%  초과의 정확성으로 성상세포종(Glotsos D  et  al

"Automated diagnosis of brain tumours astrocytomas using probabilistic neural network clustering and

support vector machines," Int J Neural Syst 2005; 15(1-2): 1-11)의 등급화를 예측하고, 74% 내지 80%의 정

확성으로 전립선 암종(Mattfeldt T et al. "Classification of prostatic carcinoma with artificial neural

networks  using  comparative  genomic  hybridization  and  quantitative  stereological  data,"  Pathol  Res

Pract 2003;199(12):773-84)의 등급화를 예측하는 데 효과적으로(70% 내지 90%) 사용되고 있다. 이 기법의 효

율은  10배  교차검증에  의해  측정되었다(Pirooznia  M  et  al  "A  comparative  study  of  different  machine

learning methods on microarray gene expression data," BMC Genomics 2008;9 Suppl 1:S13).

예측 모델 및 알고리즘은 피드 포워드 신경 네트워크를 향한 피드(feed)를 형성하고 입력 변수를 2진 분류자에[0363]
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맵핑하는  선형  분류자인  퍼셉트론도  포함한다(Gallant  SI.  "Perceptron-based  learning  algorithms,"

Perceptron-based learning algorithms 1990; 1(2): 179-91). 이것은 유방암의 악성을 예측하는 데 사용되고

있다(Markey MK et al. "Perceptron error surface analysis: a case study in breast cancer diagnosis,"

Comput Biol Med 2002;32(2):99-109). 이 모델에서, 학습률은 학습 속도를 조절하는 상수이다. 보다 더 낮은

학습률은 변수를 프로세싱할 시간을 증가시키면서 분류 모델을 개선한다(Markey MK et al. "Perceptron error

surface analysis: a case study in breast cancer diagnosis," Comput Biol Med 2002;32(2):99-109). 일례에

서, 0.05의 학습률이 사용된다. 한 양태에서, 퍼셉트론 알고리즘은 국한된 또는 일차 종양과 상응하는 전이성

종양을 구별하는 데 사용된다. 한 양태에서, 3개의 데이터 스캔들이 데이터를 클래스로 명확히 분리하는 결정

경계를 생성하는 데 사용된다. 

예측 모델 및 알고리즘은 선형 판별 및 이차 판별 분석(LDA, QDA)을 포함하는, 다른 데이터 마이닝(mining) 기[0364]

법에 대한 유연한 대안으로서 이용될 수 있는 정규화된 판별 분석(RDA)도 포함한다(Lilien RH, Farid H, Donald

BR.  "Probabilistic  disease  classification  of  expression-dependent  proteomic  data  from  mass

spectrometry  of  human  serum.,"  J  Comput  Biol  2003;10(6):925-46;  Cappellen  D,  Luong-Nguyen  NH,

Bongiovanni  S,  et  al.  "Transcriptional  program  of  mouse  osteoclast  differentiation  governed  by  the

macrophage colony-stimulating factor and the ligand for the receptor activator of NFkappa B. " J Biol

Chem 2002;277(24):21971-82). RDA의 정규화 파라미터인 γ 및 λ는 LDA와 QDA 사이의 중간 분류자를 디자인하

는 데 사용된다. QDA는 γ=0  및 λ^Ο일 때, 수행되는 반면, LDA는 γ=0  및 λ=1일 때, 수행된다(Picon A,

Gold LI, Wang J, Cohen A, Friedman E. A subset of metastatic human colon cancers expresses elevated

levels of transforming growth factor beta 1. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 1998;7(6):497-504).

오버-피팅(over-fitting)을 감소시키기 위해, RDA 파라미터는 0.0001과 동등하지 않으면서 교차검증 오차를 최[0365]

소화하도록  선택됨으로써,  RDA가  LDA,  QDA  및  L2  사이의  분류자를  생성하게  한다(Pima  I,  Aladjem  M.,

"Regularized discriminant analysis for face recognition," Pattern Recognition 2003;37(9): 1945-48). 마

지막으로, 정규화 그 자체는 기계 학습에서 오버-피팅을 극복하는 데 널리 사용되고 있다(Evgeniou T, Pontil

M,  Poggio  T.  "Regularization  Networks  and  Support  Vector  Machines.,"  Advances  in  Computational  Math

2000;13(1):  1-50;  Ji  S,  Ye  J.  Kernel  "Uncorrelated  and  Regularized  Discriminant  Analysis:  A

Theoretical  and  Computational  Study.,"  IEEE  Transactions  on  Knowledge  and  Data  Engineering

2000;20(10): 1311-21).

일례에서, 정규화 파라미터는 γ=0.002 및 λ=0으로서 정의된다. 일례에서, 각각의 클래스 쌍에 대해, S-값은[0366]

감소하는 S-값에 의해 나중에 정렬되는 모든 전사체들에 배정된다. RDA는 N번째 반복이 상위 N개의 점수화 전사

체들로 구성되도록, 예를 들면, 21회 수행된다. 오차 추정은 RDA 분류자의 10배 교차검증에 의해 수행될 수 있

다. 이것은 조직 데이터 세트를 상보적인 서브세트로 분할하고 (트레이닝 세트로서 지칭되는) 한 서브세트에 대

한 분석을 수행하고 (검증 세트 또는 검사 세트로서 지칭되는) 다른 서브세트에 대한 분석을 검증함으로써 수행

될 수 있다.

일례에서, 오류분류 오차의 평균을 산출하여 전체 예측 평가에서의 가변성을 감소시키고, 이것은 부트스트랩핑[0367]

(bootstrapping) 및 리브-원-아웃(leave-one-out) 교차검증을 포함하는 다른 방법들에 비해 더 정확한 오차 추

정 방법을 제공할 수 있다(Kohavi R. "A study of cross-validation and bootstrap for accuracy estimation

and  model  selection.,"  Proceedings  of  the  Fourteenth  International  Joint  Conference  on  Artificial

Intelligence, 1995;2(12): 1137-43).

일례에서, 조직 분류를 위한 선택은 예를 들면, 각각의 유전자 및 각각의 클래스 쌍에 대한 순위 점수(S)를 다[0368]

음과 같이 계산함으로써 수행된다:

[0369]

상기 식에서, [0370]

μC1 및 μC2는 각각 제1 클래스 및 제2 클래스의 의미를 나타내고, σC1 및 σC2는 클래스간 표준 편차이다. 큰 S[0371]

값은 각각의 클래스 내에서 실질적인 차등적 발현("배수 변화") 및 낮은 표준 편차("전사체 안정성")를 표시한

다. 유전자는 감소하는 S-값에 의해 분류될 수 있고 정규화된 판별 분석 알고리즘(RDA)에 대한 입력물로서 사용
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될 수 있다.

예를 들면, 모델의 예측 및 분류 능력을 검증하고 특이성 및 민감성을 평가하기 위해 알고리즘 및 모델을 평가[0372]

할 수 있고 검증할 수 있고 교차검증할 수 있다. 일례에서, 방사형 기초 함수(radial basis function)는 커넬

(kernel)로서 사용되고, 10배 교차검증은 분류의 민감성을 측정하는 데 사용된다(Cristianini N, Shawe-Taylor

J. "An Introduction to Support Vector Machines and other kernel-based learning methods.," Cambridge:

Cambridge University Press, 2000). 다양한 분류 모델들 및 알고리즘들은 예를 들면, 본원에서 제공된 바와

같이 트레이닝 및 교차검증을 이용하여 특정 결과의 예측에 대한 예측 모델들의 성능을 비교하는 제공된 방법에

의해 비교될 수 있다.

제공된 방법, 시스템 및 예측 모델의 실시양태들은 높은 동적 범위를 가지면서 재현될 수 있고, 데이터의 작은[0373]

변화를 검출할 수 있고, 예를 들면, 임상 실험실에서의 실시를 위한 단순한 방법을 저비용으로 이용함으로써 수

행된다.

본원에 기재된 진단적, 예후적, 예측적 및 치료적 적용에서 사용될 키트 및 다른 제품이 제공된다. 일부 실시양[0374]

태들에서, 키트는 하나 이상의 용기, 예컨대, 바이알, 튜브, 플레이트 및 웰을 수용하도록 구획화된 담체, 포장

물 또는 포장재를 포함하고, 일부 양태들에서, 용도, 예컨대, 본원에 기재된 용도에 대한 지시를 갖는 표지

(label) 또는 삽지(insert)도 포함하고, 이 때 상기 용기들 각각은 본원에서 제공된 방법들에서 사용될 별도의

요소들 중 하나를 포함한다. 일례에서, 개별 용기는 본원에서 제공된 GEP-NEN 바이오마커의 검출을 위한 개별

물질을 포함하고; 일부 예들에서, 개별 용기는 하우스킵핑 유전자의 검출 및/또는 정규화를 위한 물질을 포함한

다.

예를 들면, 용기(들)는 검출가능하게 표지되거나 표지될 수 있는 물질, 예컨대, 프로브 또는 프라이머를 포함할[0375]

수 있다. 방법이 검출을 위해 핵산 혼성화를 이용하는 경우, 키트는 표적 핵산 서열의 증폭을 위한 뉴클레오티

드(들)를 함유하는 용기도 가질 수 있다. 키트는 레포터, 예컨대, 레포터 분자, 예컨대, 효소적, 형광성 또는

방사성동위원소 표지에 결합된 바이오틴 결합 단백질, 예컨대, 아비딘 또는 스트렙타비딘을 포함하는 용기를 포

함할 수 있고; 이러한 레포터는 예를 들면, 핵산 또는 항체와 함께 사용될 수 있다.

키트는 전형적으로 전술된 용기(들), 및 완충제, 희석제, 필터, 바늘, 주사기를 포함하는, 상업적 및 사용자 관[0376]

점에서 볼 때 바람직한 물질을 포함하는, 상기 용기와 연결된 하나 이상의 다른 용기; 내용물 및/또는 용도에

대한 지시를 나열하는 담체, 포장물, 용기, 바이알 및/또는 튜브 표지; 및 용도에 대한 지시를 갖는 포장 삽지

를 포함할 것이다.

표지는 조성물이 특정 치료적 또는 비치료적 적용, 예컨대, 예후적, 예방적, 진단적 또는 실험실 적용을 위해[0377]

사용된다는 것을 표시하기 위해 용기 상에 또는 용기와 함께 존재할 수 있고, 생체내 또는 시험관내 사용, 예컨

대, 본원에 기재된 사용에 대한 지시도 표시할 수 있다. 지시 및/또는 다른 정보도 키트와 함께 또는 키트 상에

포함되는 삽지(들) 또는 표지(들) 상에 포함될 수 있다. 표지는 용기 상에 존재할 수 있거나 용기와 회합될 수

있다. 표지는 표지를 형성하는 문자, 숫자 또는 다른 부호가 용기 그 자체에 성형되어 있거나 식각되어 있을 때

용기 상에 존재할 수 있고; 표지는 마찬가지로 용기를 보유하는 그릇 또는 담체 내에, 예를 들면, 포장 삽지로

서 존재할 때 용기와 회합될 수 있다. 표지는 질병, 예컨대, GEP-NEN을 진단하거나, 치료하거나, 예방하거나 예

후하는 데 사용된다는 것을 표시할 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 조성물, 예컨대, 아미노산 서열(들), 소분자(들), 핵산 서열(들) 및/또는 항체(들), 예[0378]

를 들면, GEP-NEN의 진단, 예후 또는 치료에 유용한 물질을 함유하는 제품이 제공된다. 제품은 전형적으로 하나

이상의 용기 및 하나 이상의 표지를 포함한다. 적합한 용기는 예를 들면, 병, 바이알, 주사기 및 시험 튜브를

포함한다. 용기는 다양한 재료들, 예컨대, 유리, 금속 또는 플라스틱으로부터 형성될 수 있다. 용기는 아미노산

서열(들), 소분자(들), 핵산 서열(들), 세포 집단(들) 및/또는 항체(들)를 보유할 수 있다. 한 실시양태에서,

용기는 이 목적을 위해 사용되는 시약과 함께 세포의 mRNA 발현 프로파일을 조사하는 데 사용될 폴리뉴클레오티

드를 보유한다. 또 다른 실시양태에서, 용기는 생물학적 샘플, 예를 들면, 혈액 또는 세포 및 조직에서 GEP-NEN

바이오마커의 단백질 발현을 평가하는 데 사용되거나 관련 실험실, 예후적, 진단적, 예방적 및 치료적 목적을

위해 사용될 항체, 이의 결합 단편 또는 특이적 결합 단백질을 포함하고; 시약 및 다른 조성물 또는 수단이 이

들 목적들을 위해 사용될 수 있기 때문에, 이러한 용도에 대한 표시 및/또는 지시는 이러한 용기 상에 또는 이

러한 용기와 함께 포함될 수 있다.

제품은 약학적으로 허용가능한 완충제, 예컨대, 포스페이트 완충 식염수, 링거 용액 및/또는 덱스트로스 용액을[0379]
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포함하는 제2 용기도 포함할 수 있다. 상기 제품은 다른 완충제, 희석제, 필터, 교반기, 바늘, 주사기, 및/또는

용도에 대한 표시 및/또는 지시를 갖는 포장 삽지를 포함하는, 상업적 및 사용자 관점에서 볼 때 바람직한 다른

물질을 추가로 포함할 수 있다. 

NET 마커 GENESIN 일차 NET들의 차등 발현 - 아피메트릭스 인간 엑손 1.0 ST 어레이를 사용한 국소화된 소장[0380]

NET들의 엑손-수준 스크린을 수행하여, 대조군(정상 장 점막)에 비해 신경내분비 종양 조직에서의 대안적 스플

라이싱 사건을 규명하였다. 엑손 발현 분석은 정상 장 점막과 NET 종양 조직 사이에 1287개의 차등 발현되는 유

전자들을 확인시켜주었다. 529개의 유전자들이 상향조절되었고 758개의 유전자들이 하향조절되었다. 일례로서,

NET  마커  유전자들의  서브세트는  특히  CgA,  Tph1,  VMAT2,  SCG5  및  PTPRN2에  초점이  맞추어졌다.  정상

샘플(녹색) 및 종양 샘플(적색)에서 이 서브세트 내의 NET 마커 유전자들의 RMA-정규화된 엑손 발현이 도 1에

표시되어  있다.  이들  유전자들  중  Tph1은  모든  엑손들이  종양에서  차등  발현된  유일한  유전자이었던  반면

(FC>1.5, p<0.05), CgA는 모든 엑손 발현이 종양 샘플과 정상 샘플 사이에 일정하게 유지된 유일한 유전자이었

다. 

17개의 차등 발현되는 엑손들 중 2개의 엑손들은 VMAT2에서 확인되었고 9개의 차등 발현되는 엑손들 중 8개의[0381]

엑손들은 SCG5에서 확인되었다. PTPRN2에서 30개의 엑손들 중 6개의 엑손들이 차등 발현되었다. 이들 결과들은

특이적 프라이머/프로브 세트가 신생물형성과 정상 유전자 발현 사이의 차이를 최대화하는 데 요구된다는 것을

입증한다.

RT-PCR에 의한 NET 마커 유전자에서의 대안적 스플라이싱의 검증 - 도 2를 참조하건대, 역전사효소 중합효소 연[0382]

쇄 반응(RT-PCR)을 이용하여 차등적 엑손 전사체 수준의 발견을 검증하였다. CgA4-5를 제외하고 Tph11-2, VMAT29-

10, SCG52-3 및 PTPRN212-13을 포함하는 모든 마커 유전자 엑손들이 정상 점막에 비해 종양 샘플에서 차등 발현되는

것으로 확인되었다. 

각각 도 1 및 2로부터의 게놈 데이터 및 RT-PCR 데이터는 차등적 스플라이싱이 NET들에서 일어나고 후보 바이오[0383]

마커들, 예를 들면, VMAT2가 표적 전사체의 발현에서의 차이를 효과적으로 포착하기 위해 특이적 프라이머/프로

브 세트의 사용을 요구한다는 것을 확인시켜준다.

혈액에서 관련성을 평가하기 위해, 말초 NET 혈액 샘플의 마이크로어레이 분석을 수행하였다. 상향조절된 유전[0384]

자(n=1,397)는 GO-Fat 용어들, 예컨대, "RNA 스플라이싱", "소포-매개된 수송", 및 NET 병리생물학에서의 이들

과정들에 대한 공지된 역할과 일치하는 "염색질 변경"을 포함하였다. 혈액 트랜스크립톰(transcriptome)과 GEP-

NET 트랜스크립톰의 비교는 236개의 상향조절된 유전자들을 확인시켜주었고, 이들 중 72개의 유전자들을 바이오

마커로서의 유용성에 대해 조사하였다. 예비 스크린은 대조군에 비해 종양 혈액 샘플에서 상향조절된 51개의 유

전자들을 확인시켜주었다. 42개의 유전자들(83%)이 다수의 엑손들로부터 전사되었다. 표적 증폭을 위한 가장 적

절한 조합을 규명하기 위해 혈액에서 이들 유전자들에 대해 최소 2개의 프라이머/프로브 세트들을 시험하였다.

프라이머/프로브 세트를 위한 하우스킵핑 유전자 및 51개의 관심 있는 검증된 표적들 및 엑손들이 표 2에 기재

되어 있다. 표 2에서 각각의 GEN-NEN 바이오마커에 대해 확인된 앰플리콘 위치들은 표 1에서 밑줄친 서열로서

확인된다. 
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표 2

[0385]
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[0386]
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[0387]
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[0388]
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[0389]

수학적으로 유도된 (MAARC-NET) 점수화 시스템을 위한 최소 유전자 세트의 설명 - 4종의 분류 알고리즘들(SVM,[0390]

LDA, KNN 및 Bayes) 및 10배 교차검증 디자인을 이용하여, 혈액에서 GEP-NET들을 확인하기 위한 분류자를 구축

하였다. 문헌(Modlin I,  Drozdov  I,  Kidd  M: The Identification of gut neuroendocrine tumor disease by

multiple synchronous transcript analysis in blood. Plos One 2013, e63364)을 참조한다. 이들 분류자들을

트레이닝 세트에 대해 구축하였고, 대조군과 종양 사례 사이의 유의하게 상향조절된 특징들을 t-검정으로 계산

하였다. 도 3을 참조하건대, 표 2에 상세히 기재된 51개의 유전자들의 조사는 적어도 22개의 유전자들의 포함이

정확한(>0.85) 분류자를 구축하는 데 충분하였다는 것을 확인시켜주었다. 도 3은 10배 교차검증의 결과를 사용

함으로써 수득된 최대 27개의 유의하게 상향조절된 유전자들(p<0.05)을 GEP-NET 샘플에 순차적으로 첨가하는 것

을 이용하는 각각의 분류자 알고리즘의 예측 정확성을 보여준다. 순차적으로 첨가된 27개의 유전자들을 사용하

여 대조군 혈액 샘플로부터 GEP-NET를 구별하는 SVM, LDA, KNN 및 Bayes 알고리즘들의 평균 정확성은 필적할만

하였다 - 각각 0.89(0.85-1.0), 0.89(0.86-0.93), 0.88(0.85-0.93) 및 0.86(0.85-0.93). 상기 4종의 분류자들

의 "다수결" 조합은 0.88의 정확성을 달성하였다. 정확한 분류자를 구축하는 데 충분한 적어도 22개의 유전자들

이 MAARC-NET 점수화 시스템을 개발하는 데 사용되었고, 표 3에 상세히 기재되어 있다. 
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표 3

[0391]

수학적으로 유도된 MAARC-NET  점수화 시스템의 개량 -  개별 PCR  기초 유전자 발현이 점수에 포함된다. 문헌[0392]

(Modlin I, Drozdov I, Kidd M, Plos One 2013)을 참조한다. 점수는 "다수결" 원칙에 기초하고 2진 분류 시스

템으로부터 개발되었고, 그에 따라 샘플은 "정상"으로 판정되고 0의 점수를 부여받을 것이거나, "종양"으로 판

정되고 "1"의 점수를 부여받을 것이다. 점수는 0(4회 판정 모두 "정상") 내지 4(4회 판정 모두 "종양")일 수 있

다. 각각의 "판정"은 4종의 상이한 학습 알고리즘들 중 하나의 2진 결과(정상의 경우 "0" 또는 종양의 경우

"1")이다: 서포트 벡터 머신(SVM), 선형 판별 분석(LDA), K-최근접 이웃(KNN) 및 나이브 베이즈(Bayes). 67개

의 대조군들 및 63개의 GEP-NEN을 포함하는 내부 트레이닝 세트에 대해 이들 4종의 학습 알고리즘들 각각을 트

레이닝하였다. 이 트레이닝 세트에서, t-검정을 이용하여 차등 발현되는 유전자(대조군 대 GEP-NEN)를 유의한

유전자로서 확인하였다. 상기 트레이닝 세트를 기초로, 적어도 p<0.05의 유의 수준 내에서 정상 유전자 발현과

종양 유전자 발현을 구별하도록 상기 학습 알고리즘들 각각을 트레이닝하였다. 다수결 원칙에 따라, 2회 미만의

"정상" 판정을 받은 샘플들은 GEP-NEN으로서 분류된다. 도 4A를 참조하건대, 샘플들의 검사는 85%의 대조군이

"0"의 점수를 나타내었다는 것을 확인시켜주었다. 종양 부재는 "0"의 점수를 부여받았다. ROC 분석은 2의 점수

가 종양(점수≥2)에 비해 정상 샘플(대조군)에 대한 컷오프이었다는 것을 확인시켜주었다. 이 방법은 2개의 독

립적인 세트들에서 GEP-NET들의 확인에 대해 85% 내지 98% 및 93% 내지 97%의 민감성 및 특이성으로 91-97%의

정확한 판정률을 나타내었다. 문헌(Modlin I, Drozdov I, Kidd M, Plos One 2013)을 참조한다.

이들 데이터는 130개의 샘플들(n=67 대조군들, n=63 NET들)의 검사 데이터 세트로부터 최초로 유도되었다. NET[0393]

들의 두 클래스들(치료된 안정성 질환(SD: n=35)  및 비치료된 진행성 질환(PD: n=28)으로서 임상적으로 정의
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됨)이 상기 검사 세트에 내재한다. 또한, 상기 분류 알고리즘은 종양 판정을 2개의 유닛들, 즉 "치료"와 "비치

료"로  분리하였다.  따라서,  0-4  2진  분류는  각각의  특정  샘플에  대한  3회  가능한  판정을  나타내도록

보정되었다: "정상", "종양(치료)" 및 "종양(비치료)".

다수의 규칙들을 실행하여 보정된 다수결 원칙을 생성하였다. "정상"의 판정은 0의 값을 배정받았고; "치료된"[0394]

종양의  판정은  1의  값을  배정받았고;  "비치료된"  종양의  판정은  2의  값을  배정받았다.  예를  들면,  샘플이

"정상"의 4회 판정을 야기하는 경우, 각각의 판정에 대해 0의 값이 배정됨으로써, 총 0의 점수가 배정되었다.

샘플이 "치료된" 종양의 4회 판정을 야기하는 경우, 판정에 대해 1의 값이 배정됨으로써, 총 4의 점수가 배정되

었다. 샘플이 "비치료된" 종양의 4회 판정을 야기하는 경우, 각각의 판정에 대해 "2"가 배정됨으로써, 총 8의

점수가 배정되었다. 따라서, 보정된 다수결 원칙에서의 점수는 0 내지 8일 수 있다. 

검사 데이터세트(n=130)의 조사를 이용하여, 보정된 다수결-유도된 점수가 "치료" 반응의 척도로서 사용될 수[0395]

있는지를 확립하였다. 도 4A에 표시된 공개된 0-4 점수와 유사하게, NET 환자들의 대다수는 도 4B에 표시된 바

와 같이 2 초과의 보정된 다수결 점수를 나타내었다. 도 4C를 참조하건대, 다수결 점수와 보정된 다수결 점수는

유의하게 관련되어 있었다(R
2
=0.89, p<0.0001).

도 5A를 참조하건대, 검사 세트 내의 데이터의 분석은 보정된 수학적으로 유도된 점수(0-8)가 대조군에 비해 종[0396]

양에서 유의하게 상승되었고 SD에 비해 PD에서 가장 높았다는 것을 확인시켜주었다.

도 5B를 참조하건대, 대조군 대 GEP-NET들(조합된 SD와 PD)의 수신자 조작 특성(ROC) 곡선을 생성하였다. ROC[0397]

곡선은 예측자에 대해 가능한 민감성과 특이성의 잠재적 조합의 세트의 일반화이다. ROC 곡선은 진단 검사의 상

이한 가능한 컷-점들에 대한 거짓 양성률(1-특이성)과 대비하여 진짜 양성률(민감성)을 작도한 것이다. 도 5B는

검사 세트 및 대조군 샘플의 코호트에서 민감성 값의 분포와 특이성 값의 분포 사이의 함수적 관계를 그래프로

나타낸 것이다. 곡선하 면적(AUC)은 (1) 보정된 수학적으로 유도된 점수 및 (2) 수신자 조작 특성(ROC) 곡선의

진단 정확성의 전체 표시이다. AUC는 "사다리꼴 규칙"에 의해 결정될 수 있다. 소정의 ROC 곡선의 경우, 데이터

점들은 직선 분절들에 의해 연결되고, 수직선은 가로좌표부터 각각의 데이터 점까지 그려져 있고, 이로써 구축

된 삼각형 및 사다리꼴의 면적들의 합계가 계산된다. 

도 5B에서 ROC 곡선은 보정된 수학적으로 유도된 점수가 AUC>0.98 및 p<0.0001을 나타내면서 대조군들과 GEP-[0398]

NET들을 구별하는 데 이용될 수 있다는 것을 확인시켜준다; *대조군에 비해 p<0.05, #SD에 비해 p<0.05(2-측 만

-휘트니 U-검정).

보정된 수학적으로 유도된 점수를 나중에 독립적인 세트에서 조사하였다(SD: n=111, PD: n=48). 도 6A를 참조하[0399]

건대, 상기 점수는 p<0.0001을 나타내면서 독립적인 세트에서 유의하게 상승되었다. 도 6B를 참조하건대, SD 환

자 및 PD 환자에서 보정된 수학적으로 유도된 점수의 빈도 분포 도표는 PD 샘플이 SD에 비해 #p<0.0001로 더 높

은 점수를 나타내었다는 것을 확인시켜주었다(2-측 만-휘트니 U-검정).

도 7A를 참조하건대, 보정된 수학적으로 유도된 점수가 PD로부터 SD를 구별하는 데 이용될 수 있는지를 확인하[0400]

기 위해 제2 ROC 곡선을 생성하였다. 검사 세트(SD: n=35, PD: n=28)에서, ROC 분석은 상기 점수가 0.93의 AUC

로  SD  종양으로부터  PD  종양을  구별하는  데  이용될  수  있다는  것을  확인시켜주었다.  6.5  초과의  점수

컷오프(즉,  7  이상의  점수)는 PD를  검출하는  데  있어서 85%의  민감성 및  83%의  특이성을 가졌다(확률 비:

4.97).

도 7B를 참조하건대, 독립적인 세트(n=111 SD, n=48 PD)에서 SD와 PD를 구별하는 데 있어서 보정된 수학적으로[0401]

유도된 점수화 시스템의 유용성을 평가하였다. 정확히 판정된 백분율은 7 이상의 컷오프를 이용하였을 때 70%

내지 90%이었다. SD의 경우, 7 이상의 컷오프를 이용하였을 때 89%의 NET들이 정확히 예측된 반면, 67%의 PD가

정확히 예측되었다. 성능 메트릭스는 다음과 같았다: 민감성 = 67%, 특이성 = 89%, PPV = 73% 및 NPV = 86%.

따라서, 데이터는 0 내지 8의 수학적으로 유도된 MAARC-NET 점수가 대조군들과 GEP-NET들을 구별하는 데 유용하

다는 것을 시사한다.

점수화 시스템의 적용 및 "NETEST 1"에 대한 계산도표의 개발 - 대조군과 NET들을 구별하기 위해, 3 이상의 컷[0402]

오프는 95%의 민감성 및 94%의 특이성을 가진다. 민감성은 2 이상의 컷오프의 사용에 의해 98%까지 개선될 수

있다. SD와 PD를 구별하기 위해, 7 이상의 컷오프가 이용될 수 있다(85%의 민감성 및 83%의 특이성). 민감성은

5 이상의 컷오프의 이용에 의해 96%까지 개선될 수 있다.

따라서, 수학적으로 유도된 MAARC-NET 점수는 0 내지 2(대조군); 2 내지 5(SD); 및 5 내지 8(PD)이다. 이들 점[0403]
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수들은 표 4에 표시된 바와 같이 백분율로 전환될 수 있다.

표 4

[0404]

도 8을 참조하건대, 표 4로부터의 점수 백분율은 "NETest 1"을 나타내는 계산도표 내에 표시될 수 있다. NETest[0405]

1 계산도표는 보정된 수학적으로 유도된 점수가 어떻게 달성되고 어떻게 환자를 GEP-NEN의 상이한 클래스들(질

환 부재, 안정성 질환 또는 진행성 질환)로 범주화하는지를 입증한다.

도 9를 참조하건대, NETest 1 계산도표의 유용성을 평가하였다. 도 8의 NETest 1 계산도표를 사용한 SD 및 PD의[0406]

정확한 예측에 대한 값이 표시되어 있다. 종합하건대, NETest 1 계산도표는 낮은 또는 중간 질환 활성을 나타내

는 80%의 SD 환자 및 높은 질환 활성을 나타내는 84%의 PD 환자를 확인시켜주었다.

안정성 또는 진행성 질환으로서 임상적으로 정의된(가장 우수한 임상적 판단 및/또는 영상화 데이터) 환자들에[0407]

서 점수화 시스템의 적용 및 "NETEST 2"- MAARC-NET-유도된 NETest 점수(0-8)에 대한 계산도표의 개발을 조사하

였다. 검사 세트(도 10A) 및 독립적인 세트(도 10B) 둘 다에서 각각의 하위유형에 대한 점수의 빈도 분포는 SD

환자가 4의 중간 NETest 값을 갖고 PD 환자가 7 내지 8의 중간 NETest 값을 가진다는 것을 입증한다. 그러나,

SD 환자는 4 초과의 MAARC-NET-유도된 점수를 나타낼 수 있는 반면, PD는 7 미만의 점수를 나타낼 수 있다.

완전한 환자 군(검사 세트 + 독립적인 세트)의 평가는 가장 높은 빈도 SD 점수가 4(30% - 도 11A)인 반면, 46%[0408]

의 PD가 8의 점수를 가졌다는 것(도 11A)을 입증하였다. 위험 확률 평가는 0 내지 5의 NETest 점수가 90% 이상

의 확실성으로 SD와 관련되어 있다는 것을 확인시켜주었다(도 11B).  8의 점수는 PD일 가능성이 가장 높았다

(>90%). 그러나, 6 및 7의 점수는 PD로부터 SD를 정확히 구별할 수 없었다.

도 11A 및 11B의 이들 결과를 기초로, 도 8의 NETest 1 계산도표는 위험 값을 포함하도록 업데이트될 수 있다.[0409]

도 12의 NETest 2a 계산도표는 점수 및 위험 범주화를 포함하면서 NETest를 포함한다.

위험 평가 NETest 2a 계산도표를 업그레이드하기 위해, SD 및 PD 샘플들에서 개별 유전자 발현을 평가할 수 있[0410]

다. SD 및 PD 샘플들에서 가장 차등 발현된 유전자들을 확인하였고 NETest 점수가 SD인지 아니면 PD인지를 규명

하기 위한 규칙을 생성하기 위해 결정 트리에서 사용하였다. 이 방법은 NETest 2에 대한 기초를 제공한다.

5의 NETest 점수는 (도 11 및 12에 표시된 바와 같이) SD 샘플을 확인할 90% 초과의 가능성을 가진다. 5의 점수[0411]

(SD 대 PD)를 부여받은 환자들 사이의 개별 51개 유전자 발현 프로파일들의 비교는 SMARCD3 및 TPH1의 발현을

후보 구별 마커로서 확인시켜주었다. 하기 규칙이 이용된다:

SMARCD3≤0.13 및 TPH1<4의 경우, PD로 판정된다.[0412]

이것은 진행성 질환을 정의하는 데 있어서 100%의 정확성을 허용하였다.[0413]

6의 NETest 점수는 PD 샘플로부터 SD 샘플을 구별할 약 50%의 가능성을 가진다. 유전자 발현 프로파일 분석은[0414]

VMAT1 및 PHF21A를 후보로서 확인시켜주었다. ROC 분석은 SD로부터 PD를 구별하기 위해 각각에 대한 AUC들을 다

음과 같이 정의하였다:

VMAT1: ROC = 0.835[0415]

PHF21A: ROC = 0.733[0416]

하기 규칙이 이용된다: [0417]

VMAT1≥0 및 PHF21A<1.2인 경우, SD[0418]

VMAT1≥0 및 PHF21A≥1.2인 경우, PD[0419]

이것은 진행성 질환을 정의하는 데 있어서 100%의 정확성을 허용하였고 SD를 정의하는 데 있어서 90%의 정확성[0420]
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을 허용하였다. 전체 정확성은 93%이었다.

7의 NETest 점수는 PD 샘플로부터 SD 샘플을 구별할 약 50%의 가능성을 가진다. 6의 NETest 점수의 경우, 유전[0421]

자 발현 프로파일 분석은 VMAT1 및 PHF21A 둘 다를 후보로서 확인시켜주었다. ROC 분석은 SD로부터 PD를 구별하

기 위해 각각에 대한 AUC들을 다음과 같이 정의하였다:

VMAT1: ROC = 0.835[0422]

PHF21A: ROC = 0.733[0423]

하기 규칙이 이용된다:[0424]

VMAT1≥0 및 PHF21A>1인 경우, SD[0425]

VMAT1≥0 및 PHF21A≤1인 경우, PD[0426]

이것은 진행성 질환을 정의하는 데 있어서 100%의 정확성을 허용하였고 SD에 대한 95%의 정확성을 허용하였다.[0427]

전체 정확성은 97.5%이었다.

8의 NETest 점수는 샘플을 PD로서 확인할 90% 이상의 가능성을 가진다. ZZZ3의 발현은 후보로서 확인되었다.[0428]

ROC 분석은 이 유전자에 대한 AUC를 1.0으로서 정의하였다.

하기 규칙이 이용된다:[0429]

ZZZ3≤14인 경우, PD[0430]

이것은 진행성 질환을 정의하고 SD로부터 구별하는 데 있어서 100%의 정확성을 허용하였다.[0431]

도 13을 참조하건대, 이 개별 유전자 발현 정보를 이용하여, 환자에 대한 정확한 질환 범주화 프로파일을 제공[0432]

하는 "NETest 2" 계산도표를 완성하였다. 도 13의 NETest 2 계산도표에서 사용된 NETest 점수와 개별 유전자 발

현 정보의 조합은 표 5에 더 상세히 기재되어 있다.

표 5

[0433]

임상적으로 관련된 유전자의 규명 - 점수화 시스템을 더 개량하기 위해, 유전자 클러스터 발현을 조사하였고 정[0434]

보를 포착하도록 알고리즘을 개발하였다. 개별 유전자 클러스터는 수학적으로 유도된 MAARC-NET 점수화 시스템

을 증강시킬 수 있는 생물학적 정보를 포함한다. 표 6에 포함되어 있는, 문헌-큐레이션된(literature-curated)

유전자 클러스터들에 초점을 맞출 수 있다.
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표 6

[0435]

도 14A를 참조하건대, 종양(선암종)으로부터 유래된 특징의 묘사를 포함하는, 신생물형성의 특징이 예시되어 있[0436]

다. 도 14B를 참조하건대, 한나한(Hanahan) 및 웨인버그(Weinberg) 분류에 기초한 NET 특징이 예시되어 있다.

도 14에 나타낸 9개의 클러스터들에 대한 값은 유전자 추가로부터 유도되었다. 유전자 클러스터들 이외에, 2종[0437]

의 알고리즘들도 평가하였다:

1) 프롤리퍼롬, 시그널롬, 세크레톰 II, 플루롬 및 에피게놈의 합산을 포함하는 "PDA" 알고리즘(PDA 알고리즘은[0438]

진행성 진단 I로서도 지칭됨);

2)  질환과  관련된  15종의  유전자들의  발현을  포함하는  "NDA"  알고리즘:  이들은 ARAF1,  BRAF,  KRAS,  RAF1,[0439]

Ki67, NAP1L1, NOL3, GLT8D1, PLD3, PNMA2, VMAT2, TPH1, FZD7, MORF4L2 및 ZFHX3을 포함하였다(NDA 알고리즘

은 진행성 진단 II로서도 지칭됨). 유전자들을 합산하였고 평균 값을 유도하였다.

혈액 샘플에서 9종의 유전자 클러스터들 및 2종의 알고리즘들의 가치를 평가하기 전, NET 종양 조직에서의 그들[0440]

의 발현을 평가하여, 이들이 NET와 관련되어 있는지를 확인하였다. 각각 도 15B 및 15A를 참조하건대, 22개의

NET들에서의 발현을 정상 점막(n=10)에서의 발현과 비교할 수 있다. 평가는 9종의 클러스터들 중 7종의 클러스

터들이 (정상 점막에 비해) NET들에 특이적이라는 것을 확인시켜주었다. 특히, 시그널롬, 메타볼롬, 세크레톰

(I)  및 (II),  에피게놈, 아폽톰 및 SSTRome의 발현은 NET들에서 상승되었다(p<0.05). 아폽톰에서의 유전자는

NET들에서  감소된  반면,  프롤리퍼롬은  NET들과  정상  점막  사이에  상이하지  않았다.  상기  알고리즘들과

관련하여, 도 16은 PDA 및 NDA 각각이 정상 점막에 비해 NET 종양 조직에서 유의하게 증가되었다(p<0.05)는 것

을 보여준다.

그 후, 상기 클러스터들 각각의 발현을 혈액 샘플에서 평가하였다. 본 발명자들은 검사 세트(n=130)를 조사하였[0441]

고, 이들의 발현이 SD 또는 PD와 관련되어 있는지를 평가하였다. 도 17 및 표 7에 표시된 바와 같이, 대조군과

SD/PD 사이에 유전자 발현의 유의한 차이가 인지되었다.
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표 7

[0442]

이들 데이터는 상기 유전자 클러스터들이 대조군으로부터 SD 및 PD를 구별하고 SD와 PD 사이의 차이를 확인하는[0443]

데 사용될 수 있다는 것을 입증한다.

도 18을 참조하건대, 유전자 클러스터 결과를 독립적인 세트(n=159)에서 조사하여, SD 대 PD에서 상기 클러스터[0444]

들 각각을 평가하였다. 독립적인 세트에서, 프롤리퍼롬, 세크레톰 (II), 플루롬 및 에피게놈은 유의하게 증가되

었다.

다음으로, PDA 및 NDA를 2개의 데이터세트들(독립적인 세트 및 검사 세트) 각각에서 평가하였다. 도 19A를 참조[0445]

하건대, 검사 세트에서 상기 2종의 알고리즘들 중 어느 하나에 대해 SD와 PD 사이에 유의한 차이가 확인되지 않

았다. 도 19B를 참조하건대, PDA 및 NDA 각각은 독립적인 세트에서 상승되었다.

그 다음, 상기 알고리즘들 각각을 조합된 세트(검사 + 독립적; n=222)에 포함시켰고, SD 대 PD를 예측하는 데[0446]

있어서 그들의 유용성을 평가하였다. 도 20A를 참조하건대, PDA 및 NDA 둘 다가 조합된 세트에서 SD에 비해 PD

에서 상승되었다. 도 20B를 참조하건대, ROC 분석은 표 8에 나열된 PDA 및 NDA에 대한 하기 파라미터들을 확인

시켜주었다.

표 8

[0447]

검사(TDA) 세트 및 독립적인(IDA) 세트에서의 유전자 클러스터 발현 차이를 기초로 2종의 추가 알고리즘들을 평[0448]

가하였다. TDA는 검사 세트에서 SD와 PD 사이에 유의하게 상이한 유전자 클러스터들을 총체적으로 포함하였다. 

이들은 [0449]

TDA: 세크레톰 (I), 플루롬 및 SSTRome(TDA 알고리즘은 진행성 진단 III으로서도 지칭됨); 및 [0450]

IDA: 프롤리퍼롬, 세크레톰 (II), 플루롬 및 에피게놈(IDA 알고리즘은 진행성 진단 IV로서도 지칭됨)[0451]

를 포함하였다.[0452]

검사 세트 및 독립적인 세트에서 알고리즘들 각각을 평가하였다. 도 21A를 참조하건대, TDA는 검사 세트에서 SD[0453]

에 비해 PD에서 유의하게 상승되었다. 도 21B를 참조하건대, TDA 및 IDA 알고리즘들 둘 다가 독립적인 세트에서

유의하게 상승되었다.
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다음으로, 조합된 데이터세트에서 상기 알고리즘들 둘 다를 사용한 ROC 분석을 수행하였다. ROC 분석은 표 9에[0454]

나열된 TDA 및 IDA에 대한 하기 파라미터들을 확인시켜주었다.

표 9

[0455]

SD와 PD를 구별하기 위한 TDA 및 IDA의 알고리즘-생성된 ROC 곡선은 도 22A에 표시되어 있다. SD와 PD를 구별하[0456]

기 위한 클러스터들 각각에 대한 알고리즘-생성된 ROC 곡선은 도 22B에 표시되어 있다. 도 22A 및 22B의 ROC 곡

선들은 SD와 PD를 구별하기 위한 AUC가 0.51(GF 시그널롬) 내지 0.72(플루롬)이라는 것을 입증한다.

따라서, 개별 유전자 클러스터 발현 및 이 정보를 포착하는 알고리즘은 임상적 관찰결과와 상호관련되어 있는[0457]

생물학적으로 관련된 정보를 함유한다. 이들은 임상적으로 관련된 MAARC-NET 점수화 시스템을 정의하기 위한 기

초를 제공한다.

NETEST 유전자의 임상적 유용성의 입증 - NETest 점수의 임상적 유용성뿐만 아니라 적절한 유전자 클러스터 및[0458]

알고리즘으로부터의 점수의 유용성도 규명될 것이다. NET의 수술적 제거가 순환 유전자 시그너처를 얼마나 변경

시켰는지에 대한 조사를 수행하여, 검사가 수술적 요법의 완전성의 측정수단으로서 얼마나 유용할 것인지를 입

증하였다.

수술 전 및 수술한 지 1개월 초과의 기간 후, 29명의 수술적으로 치료된 환자들에서 파라미터를 조사하였다. 도[0459]

23A에 표시된 바와 같이, 한 군으로서, MAARC-NET 점수는 6.58±1.48의 평균부터 3.65±1.6의 평균까지 유의하

게 감소되었다(p<0.0001). 도 23B에 표시된 바와 같이, NET들에 대한 종래 공지된 단일 바이오마커 분석에서 사

용된 유전자인 크로모그라닌 A(CgA)는 유의하게 감소되지 않았다(58.5±137.9 ng/㎖ 대 55.25±154.8). 

NETest 1이 어떻게 수행되었는지, 즉 수술적 요법 전 및 후 NETest 점수의 변화의 조사는 도 24에 포함되어 있[0460]

다. 수술 전, 62%의 환자들이 고질환 범주에 포함되었고; 수술 후 이것은 0%이었다(χ
2
=24, p=5x10

-8
).

수술이 질환 상태에 얼마나 영향을 미쳤는지의 대안적 평가는 수술적 방법에서의 백분율 변화에 의해 제공된다[0461]

- 잔류 질환의 증거 부재(RO) 대 전이를 포함하는 잔류 질환의 증거. 도 25A를 참조하건대, MAARC-NET 점수에

대한 수준은 R1/R2 군(불완전한 절제)에 비해 RO 군(완전한 절제)에서 유의하게 감소되었다(p<0.003).

수술의 역할을 더 잘 규명하기 위해,  상기 4종의 알고리즘들 각각을 조사하였다. 유의한 감소가 (수술 후)[0462]

PDA(99.3±21 대 41.1±7.5, p<0.0001; 도 26A), NDA(45.8±10.3 대 29.6±7.8, p<0.01; 도 26B), TDA(133.3

±32.3  대  43.8±9.3,  p<0.0001;  도  26C)  및  IDA(86.1±19.3  대  34.1±7.2,  p<0.0001;  도  26D)에서

확인되었다.

도 27을 참조하건대, 개별 클러스터들의 조사는 수술 전 및 수술 후 SSTRome, 프롤리퍼롬, GF 시그널롬, 메타볼[0463]

롬, 세크레톰 I/II 및 에피게놈에서 유의한 감소를 확인시켜주었다.

표 10을 참조하건대, 종양 조직의 수술적 제거는 4종의 알고리즘들 각각 및 9종의 유전자 클러스터들 중 6종의[0464]

유전자 클러스터들에 대해 SD에 대한 ROC 컷오프 값과 상이하지 않거나 이러한 ROC 컷오프 값보다 더 낮은 수준

까지의 순환 유전자 발현 감소와 관련되어 있었다.
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표 10

[0465]

수술을 받은 모든 환자들은 진행성/활성 질환을 나타내는 것으로서 간주될 수 있다. 수술 후, 점수 또는 알고리[0466]

즘은 사용된 알고리즘에 따라 29명의 환자들 중 3명 내지 7명의 환자들(10-24%)에서 진행성 질환을 표시하였다. 

수술은 순환 종양 시그너처를 유의하게 감소시켰고 종양 제거의 정도에 대한 증거뿐만 아니라 잔류 활성 질환의[0467]

증가도 제공할 수 있다.

따라서, 검사의 임상적 유용성은 점수, 알고리즘 및 클러스터의 조사, 및 수술 전 혈액과 비교하는 평가에 의해[0468]

규명된다. 수술 후 샘플에서 예를 들면, PDA 또는 프롤리퍼롬의 상승된 발현의 증거는 잔류 진행성(고활성) 질

환을 시사한다.

도 28을 참조하건대, 수술적으로 관련된 알고리즘들 및 유전자 클러스터들이 포함되어 있는 NETest 3 계산도표[0469]

가 예시되어 있다. 조합 점수뿐만 아니라, 유전자 클러스터의 변경, 예를 들면, 프롤리퍼롬의 유의한 증가도 수

술 후 질환 재성장을 시사할 것이다. 수술 후 영상화는 R0 환자들 중 n=1(10%)의 환자에서 질환을 확인시켜준

반면, 상승된 유전자 점수는 1개월 시점에서 6명(60%)의 환자들에서 분명하였다는 것을 주목한다. 그 후, 2명의

R0 개체들이 6개월 시점에서 양성 영상화를 발생시켰다.

순환 NET 시그너처에 대한 표준 약물 요법의 효과 - NET들에 대한 표준 약리학적 요법, 즉 (80% 초과의 환자들[0470]

을 치료하는 데 사용되는) 소마토스타틴의 효능을 순환 NET 시그너처에 대해 평가하였다. 영상화 및 가장 우수

한 임상적 판단에 의해 SD(n=63) 또는 PD(n=26)로서 간주된, 소마토스타틴 유사체로 치료받은 환자들에서 시그

너처를 평가하였다. 소마토스타틴 유사체의 사용 시 SD를 보인 환자들은 안정한 치료된 환자인 것으로서 간주된

반면, 소마토스타틴 유사체의 사용 시 PD를 보인 환자들은 치료에 실패한 것으로서 간주되었다.

도 29A를 참조하건대, MAARC-NET 점수는 치료에 실패한 환자들보다 SD 군에서 유의하게 더 낮았다: 3.33±0.21[0471]

대 5.77±0.3(p<0.001). 도 29B를 참조하건대, 크로모그라닌 A는 상기 두 군들에서 유의하게 상이하지 않았다

(44.7±17.2 ng/㎖ 대 102.4±58.7).

알고리즘들의 평가는 PD에 비해 SD에서 이들 각각에서의 유의한 차이를 입증하였다. 구체적으로, PDA(62.8±[0472]

11.4 대 153.9±36.2, p<0.002; 도 30A), NDA(6±0.6 대 13.5±3, p<0.03; 도 30B), TDA(56.8±7.4 대 154±

37.2, p<0.02; 도 30C) 및 IDA(51.7±11.1 대 140.5±36, p<0.0005; 도 30D).

도 31을 참조하건대, 개별 클러스터들의 조사는 SSTRome, 프롤리퍼롬, 세크레톰 II, 플루롬 및 에피게놈이 PD[0473]

군에 비해 SD 군에서 유의하게 더 낮았다는 것을 확인시켜주었다.

이들 데이터는 소마토스타틴 유사체(SSA) 요법에도 불구하고 진행성 질환을 나타내는 환자들이 증식 및 에피게[0474]

놈의 증가를 포함하는, MAARC-NET 점수의 증가뿐만 아니라 상기 4종의 알고리즘들 및 특정 유전자 클러스터들

각각의 증가도 나타낸다는 것을 입증한다. 따라서, SSA 치료가 효과적인지를 평가하는 한 기작은 이들 파라미터

들에 대한 점수가 변경되는지를 평가하는 것이다. 그러나, SD 군과 PD 군 사이에 이들 파라미터들 각각의 중첩

을 고려할 때, PD 군을 더 잘 규명하는 것이 도움이 될 것이다. 이를 위해, 치료에 실패한 환자들에서의 순환

시그너처의 발현을 대조군에서의 순환 시그너처의 발현과 비교할 수 있다. 이 방법을 뒷받침하는 가설은 효과적
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인 요법(즉, SD)이 시그너처를 정규화할 것이라는 것이었다. 필연적인 결과는 PD가 정상과 유의하게 상이할 것

이라는 것이다. 이를 확립하기 위해, ROC 분석을 이용하여 정상 순환 전사체를 조사하였고 PD와 비교하였다. 모

든 4종의 알고리즘들뿐만 아니라 유전자 클러스터들도 조사하였다.

도 32를 참조하건대, 데이터의 분석은 알고리즘들(도 32A) 및 선택된 클러스터들(도 32B)이 SSA로 치료받은 PD[0475]

로부터 대조군을 구별하였다는 것을 확인시켜주었다. 개별 클러스터들에 대한 데이터는 표 11에 포함되어 있다.

표 11

[0476]

표 11의 데이터를 기초로, NDA 및 TDA뿐만 아니라 SSTRome, 프롤리퍼롬, 및 세크레톰 (I)도 조사하여, 이들 파[0477]

라미터들이 치료 효능의 임상적 평가와 상호관련되어 있는지를 평가하였다.

개별 알고리즘 또는 유전자 클러스터의 평가는 샘플이 사례의 33% 내지 75%에서 질환을 나타내는 것으로서 범주[0478]

화될 것임을 확인시켜주었다(도 33A). 베스트-오프 3점(56%)에 비해, SSTRome 및 프롤리퍼롬에서의 상승들의 조

합은 가장 적은 수의 사례들(28%)이 진행성 질환을 나타내는 것으로서 예측되게 하였다(도 33B). 따라서, 도 34

를 참조하건대, "NETest 4"로서 명명된, 소마토스타틴 유사체로 치료받은 환자들에 대한 계산도표는 MAARC-NET

점수뿐만 아니라 SSTRome, 프롤리퍼롬 및 이들의 조합도 포함한다.

소마토스타틴 유사체 효능의 예측을 위한 NETEST 및 유전자 발현의 유용성 - 치료에 있어서 NETest의 유용성을[0479]

평가하기 위해, SSA들과 (RECIST 기준에 따라) 임상적으로 정의된 결과들 사이의 관계를 평가하였다. 28명의 환

자들에서 샘플들을 치료 전 및 월마다 수집하였다. 영상화는 치료 전 및 치료 동안(최대 12개월 추적검사) 질환

패턴을 단계화하고 범주화하는 데 이용될 수 있었다. 이 전향적 샘플 세트에서, SSA는 진행성 질환을 갖는 환자

의 수를 유의하게 감소시켰다(도 35A).

초기 변경이 결과, 즉 치료에 대한 반응을 예측하는지를 평가하기 위해 SSA 치료 전 및 치료 동안 월마다 수집[0480]

된 혈액 샘플에서 점수도 확인하였다.

도 35B를 참조하건대, 결과는 치료 동안 임의의 시점에서 측정된 상승된 NETest 점수(80-100% 활성)가 치료 반[0481]

응성을 예측하였다는 것을 확인시켜준다. 도 36A를 참조하건대, NETest에서의 유의한 상승(80-100%)은 임상적으

로 유의한 질환(PD)의 검출 전 48일 내지 252일(평균=105일)부터 일어났다. CgA에 대한 평균 시간은 70일(범위:

0-196일)이었다. NETest는 CgA(57%가 25% 초과의 상승을 나타냄, p=0.016)보다 더 이른 시기에(p=0.04) 더 많

은 환자들(100%에서 고활성이 인지되었음)에서 더 많은 정보를 제공하였다.

도 36B를 참조하건대, NETest의 상승(80-100% 점수)은 14명의 환자들에서 영상-확인가능한 질환 진행(241일)보[0482]

다 유의하게 더 이른 시기(94.5일)에 일어났다(*p<0.0001, Chi
2
=19). CgA에 대한 유사한 분석은 이것이 영상-기

초 평가와 상이하지 않았다는 것을 확인시켜주었다(도 36B, 185.5일 대 241일). CgA 변경은 NETest보다 유의하

게 더 늦은 시기에 일어났다(p=0.002, Chi
2
=13.6).
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질환 재발의 예측을 위한 NETEST 및 유전자 발현의 유용성 - NETEST의 유용성. NETest 질환 재발의 유용성을 평[0483]

가하기 위해, NETest와 (RECIST 기준에 따라) 임상적으로 정의된 결과 사이의 관계를 장기간 전향적 연구에서

평가하였다. 34명의 환자들에서 치료 전 및 최대 5년까지 간격을 두고 샘플을 수집하였다. 영상화는 치료 전 및

치료 동안(최대 65개월 추적검사) 질환 패턴을 단계화하고 범주화하는 데 이용될 수 있었다. 

이 전향적 샘플 세트에서, 초기 NETest 점수는 SD 환자(평균: 26%, 범위 7-94%; p=0.01)에 비해 PD 환자(평균:[0484]

75%, 범위 53-94%)에서 유의하게 상승되었다(도 37A). 8명의 SD 환자들은 40% 초과의 수준을 가졌다. 이들 중 7

명의 환자들은 평균 12.2개월(범위 3.6-57.7개월; 도 37B) 이내에 질환 재발을 발생시켰다. 도 37C를 참조하건

대, (낮은 NETest 점수를 가진) 초기 SD 환자들 중 7명의 SD 환자들은 재발성 질환을 발생시키지 않았다. 평균

추적검사 기간은 58개월(범위: 32-64개월)이었다.

16개의 진행성 질환 사건들이 시간의 경과에 따라 확인되었다. 각각이 상승된 NETest(점수>80%)와 관련되어 있[0485]

었다. 도 37D를 참조하건대, 상승된 점수를 갖는 환자들에 대한 진행까지의 평균 시간은 13.4개월(범위: 3.6-57

개월)이었다.

종합하건대, NETest가 상승된 24개의 사건들 중 23개의 사건들은 평균 약 13개월 이내에서의 질환 재발의 발생[0486]

과 관련되어 있었다. 일관되게 낮은 점수를 갖는 7개의 사건들 전부가 질환 부재(최대 5년)이었다. 검사의 정확

성은 97%이었다.

종양 증식 및 영상화의 대용 척도로서 NET 유전자의 유용성 - 조직병리학적 및 영상화 파라미터들의 대용 마커[0487]

로서 작용하는 데 있어서 NETest 유전자들 및 유전자 클러스터들의 유용성을 평가하였다. Ki-67 지수(종양 증식

의 마커) 및 소마토스타틴-기초 영상화, 예를 들면, 
68
Ga-PET에 특히 초점을 맞추었다. NETest 및 이의 요소들이

표준 임상적 척도에 대한 보조자로서 임상적으로 유용할 수 있는지를 입증하기 위해 이것을 착수하였다. 일례로

서, Ki-67 측정은 조직에 기초하므로 침습적이다. 혈액 유래의 상관물(correlate)의 입증은 생검을 필요로 하지

않으면서 종양 성장의 실시간 측정을 제공할 것이다. 

이들 분석들을 2개의 별도의 데이터세트들에서 수행하였다: 데이터세트 1(n=28) 및 데이터 세트 2(n=22). 데이[0488]

터세트  1은  치료적  개입,  즉  펩티드  수용체  방사성뉴클레오티드  요법(PRRT)을  위해  수집된  환자들을

포함하였다. 데이터세트 2는 안정성 질환을 나타내고 관행적인 추적검사를 받고 있는 환자들을 포함하였다.

Ki-67 지수에 대한 대용물: 다변량 회귀 분석은 상기 두 군들 중 어느 한 군에서 개별 유전자 발현과 Ki-67 지[0489]

수(종양 증식의 마커) 사이에 어떠한 유의한 상관관계도 확인시켜주지 못하였다. 도 38A 및 38B를 참조하건대,

소마토스타틴 수용체 발현의 조사는 종양 군들 각각에서 Ki-67과의 유의한 상관관계(R=0.9, p=2x10
-8
)를 확인시

켜주었다.

NETest 내의 모든 유전자들의 조사는 Ki-67과의 유의하게 더 높은 상관관계를 확인시켜주었다(R=0.93-98, p=10
-

[0490]

9
-10

-13
, 도 38C-E). 가장 많은 정보를 제공하는 단일 유전자는 SSTR4이었다(도 38D-F). 첫째, 이들 데이터는 먼

저 NETest가 전체로서 종양의 증식 지표를 확인하기 위한 액체 생검으로서 사용될 수 있다는 것, 즉 조직-기초

조직병리학적 측정에 대한 대용 마커를 제공한다는 것을 입증한다. 둘째, 순환 소마토스타틴 수용체 유전자의

발현은 종양 증식의 척도로서 사용될 수도 있다.

프롤리퍼롬 +  SSTRome  알고리즘은 진행성 진단 V로서도 지칭되고;  고도로 관련된 유전자들(KRAS,  SSTR4  및[0491]

VPS13C) 알고리즘은 진행성 진단 VI으로서도 지칭되고; 고도로 관련된 유전자들 + SSTRome 알고리즘은 진행성

진단 VII로서도 지칭된다.

도 39를 참조하건대, 유전자 클러스터들(SSTRome 및 프롤리퍼롬) 또는 상기 알고리즘들 각각과 Ki-67 지수 사이[0492]

의 상관관계(선형 회귀)가 표시되어 있다. 개별 유전자 클러스터의 조사는 SSTRome 및 프롤리퍼롬이 Ki-67 지수

와 상호관련되어 있다는 것을 확인시켜주었다(R=0.16-0.25, p<0.05, 도 39A 및 39C). 상기 알고리즘들의 분석은

NDA  및  TDA  알고리즘들이  Ki-67  지수와  고도로  상호관련되어  있다는  것을  확인시켜준  반면(R=0.34-0.42,

p<0.002, 도 39B 및 39F), PDA 및 IDA는 그다지 잘 상호관련되어 있지 않았다(R=0.14-0.17, p=0.06, 도 39D 및

39E). 이들 결과들은 생물학적으로 관련된 종양 정보, 예를 들면, SSTRome을 포함하는 유전자 클러스터 및 알고

리즘은 종양 조직 증식의 척도로서 사용될 수 있다는 것을 입증한다.

소마토스타틴-기초 영상화와의 관계: 다음으로, 검사에서 유전자가 소마토스타틴-기초 영상화로부터의 두 변수[0493]

들, 즉 SUVb최대(종양 흡수 - 수용체 밀도/표적 이용가능성의 척도) 및 MTV(분자적 종양 부피 - 종양 부하의 척
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도)와 상호관련되어 있는지를 조사하였다. 다변량 회귀 분석은 SUV최대와 상호관련되어 있는 어떠한 단일 유전자

도 확인시켜주지 못하였다. 그러나, 한 군으로서 SSTRome 및 NETest 유전자들 둘 다가 SUV최대와 잘 상호관련되

어 있었다. 두 군들에서의 상관관계는 SSTRome의 경우 R=0.88-0.94(p<10
-7
)(도 40A 및 40B)이었고 NET 유전자

세트의 경우 R=0.97-0.98(p<10
-13
)(도 40C 및 40D)이었다.

다변량 회귀 분석은 군 1에서 MTV의 마커로서 ZFHX3을 확인시켜준 반면(R=0.98, 도 41A), TPH1은 군 2에서 MTV[0494]

와 상호관련되어 있었다(R=0.76, 도 41B).

SUV최대와 유사하게, 한 군으로서 SSTRome 및 NETest 유전자들 둘 다가 MTV와 잘 상호관련되어 있었다. 두 군들[0495]

에서 상관관계는 SSTRome의 경우 R=0.72-0.77(p<10
-4
)(도 41C 및 41E)이었고 NET 유전자 세트의 경우 R=0.91-

0.95(p<10
-12
)(도 41D 및 41F)이었다.

이들 데이터는 NETest 내의 유전자들이 상호관련되어 있고 소마토스타틴 유사체-기초 요법에 대한 표적 이용가[0496]

능성을 평가하는 데 사용될 수 있을 뿐만 아니라 종양 부하의 척도를 제공하는 데에도 사용될 수 있다는 것을

입증한다. 이들 양태들 둘 다가 치료를 지시하고 치료의 효능을 측정하는 데 있어서 매우 중요하다.

질환 평가를 위한 마커로서 ZFHX3: 도 41A에 표시된 바와 같이, MTV에 대한 가장 우수한 마커로서 ZFHX3의 확인[0497]

은 이 유전자의 발현이 종양 부하 및 이의 변화의 척도로서 임상적 유용성을 가질 수 있다는 것을 암시한다.

ZFHX3은 세포 주기 정지의 조절을 통해 신경 분화의 조절에 관여하는 징크 핑거 단백질이다. 따라서, 세포 주기

정지의 후속 상실과 함께 ZFHX3 발현의 상실은 종양 증식, 및 새로운 병변의 발생 및/또는 질환의 진행과 관련

되어 있다. 

ZFHX3의 측정이 NET들에서 새로운 성장/진행의 마커를 제공할 수 있는지 및 ZFHX3의 변경이 치료에 대한 반응[0498]

또는 치료 실패(진행)를 반영할 수 있는지를 조사하였다. 이 유전자의 발현은 새로운 병변의 증거를 갖는 환자

들에서 먼저 평가되었다.

도 42A를 참조하건대, (영상화에 의해 확인된) 새로운 병변을 발생시킨 환자들은 유의하게 감소된 ZFHX3을 발현[0499]

하였다. 도 42B를 참조하건대, SD로서 확인된 환자들도 진행성 환자들보다 유의하게 더 높은 수준을 가진다. 더

욱이, 도 42C를 참조하건대, 상기 유전자의 발현은 수술 후 증가되었다.

도 43을 참조하건대, 한 군에서의 장기간 추적검사(>3년)는 안정한 상태를 유지하는 환자들이 이 기간에 걸쳐[0500]

ZFHX3 발현의 변화를 나타내지 않은 반면, 진행성 질환을 발생시킨 환자들이 유의하게 더 낮은 발현 수준을 가

졌다는 것을 확인시켜주었다.

이들 데이터는 ZFHX3 발현이 새로운 병변의 발생과 상호관련되어 있고 발현의 감소가 질환 진행을 규명하는 데[0501]

사용될 수 있다는 것을 입증한다.

치료 효능의 예측을 위한 NETEST 및 유전자 발현의 유용성 - 치료에 있어서 NETest의 유용성을 더 평가하기 위[0502]

해, PRRT와 (RECIST 기준에 따라) 임상적으로 정의된 결과 사이의 관계를 평가하였다. 54명의 환자들에서 치료

전 및 추적검사 시 샘플을 수집하였다. 영상화가 치료 전 및 후(3개월 및 6개월 추적검사) 질환 패턴을 단계화

하고 범주화하는 데 이용될 수 있었다.

이 전향적 샘플 세트에서, 방사선요법은 진행성 질환을 갖는 환자들의 수를 유의하게 감소시켰다(도 44A). 치료[0503]

에 반응하지 않은, 즉 6개월 추적검사 기간에서 진행성 질환으로서 범주화된 환자들은 NETest 점수의 증가를 나

타내었다. 상기 점수는 이 시점에서 SD를 갖는 환자에서 유의하게 감소되었다(도 44B). CgA에 대한 유의한 변경

은 인지되지 않았다(도 44C). NETest의 변경은 치료 반응의 변화와 유사하였다(도 45). 바이오마커 및 결과에

대한 메트릭스는 NETest가 89%의 정확성, 75%의 민감성, 100%의 특이성, 100%의 PPV 및 83%의 NPV를 가졌다는

것을 확인시켜주었다(도 46A). 도 46B를 참조하건대, CgA는 24%의 정확성, 17%의 민감성, 40%의 특이성, 40%의

PPV 및 17%의 NPV를 가졌다. NETest는 CgA를 유의하게 능가하였다(Chi-제곱=27.4; p=1.2x10
-7
).

치료 전 NETest 점수뿐만 아니라 등급화도 이용될 수 있었고, 유전자 발현과 임상적 파라미터의 조합이 결과,[0504]

즉 치료에 대한 반응을 예측하는지를 확인하는 데 사용되었다.

도 47A를 참조하건대, NETest 유전자 발현 수준의 서브세트는 치료 전에 반응자와 비반응자 사이에 유의하게 상[0505]

이하였다.  이들은  성장  인자  신호전달과  연관된  유전자들(GF  시그널롬:  ARAF1,  BRAF,  KRAS  및  RAF1)뿐만
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아니라, 대사와 연관된 유전자들(ATP6V1H, OAZ2, PANK2 및 PLD3을 포함함)도 포함하였다. 구체적으로, PRRT 반

응자들은 PRRT 전에 유의하게 상승된 성장 인자 신호전달(9.4±1.3 대 5.3±0.7, p=0.05) 및 유의하게 상승된

메타볼롬  유전자  발현(4.37  대  2.3±0.6,  p=0.03)을  나타내었다.  유전자  발현의  합산을  통해  2종의

"클러스터들"(GF 시그널롬 + 메타볼롬)을 "생물학적 지표"로 적분하는 것은 비반응자로부터 장래 PRRT 반응자를

예측할 수 있게 하였다. 5.9의 컷오프(정규화된 유전자 발현)는 반응을 예측하는 데 있어서 85% 초과의 특이성

을 나타내었고(>5.9 예측된 PRRT 반응자) 0.74±0.08의 AUC를 야기하였다(z-통계=2.915, p=0.0036)(도 47B).

임상적 파라미터는 종양 등급을 제외한 PRRT 반응을 예측하였다. 저등급 종양은 치료에 반응한 반면(77%), 약[0506]

50%의 고등급 병변은 반응과 관련되어 있었다. 등급화 단독은 65%만 정확하였다(p=0.1). 대조적으로, 생물학적

지표("GF 시그널롬"+ "메타볼롬")와 종양 등급의 조합을 포함하는 "예측 계수(Prediction Quotient)"는 유의하

게(92%) 더 정확하였다. 예측 계수는 치료 반응을 예측하는 데 있어서 조직학적 등급 단독보다 유의하게 더 우

수한 AUC(0.90±0.07)를 가졌다(AUC=0.66, 면적들 사이의 차이 0.23, z-통계 2.25, p=0.024)(도 47C).

예측 계수도 임상적으로 유용할 수 있었다. 환자들은 저등급/높은 Ome 군과 고등급/낮은 Ome 군으로 분리될 수[0507]

있었다.  후자는  저등급/높은  Ome  군보다  유의하게  더  낮은  PFS(17개월)를  가졌다(도달되지  않은  PFS,

로그-순위: 26.8; p<0.0001: 도 47D). 위험 비는 53.3이었다.

이들 결과들은 점수의 변경이 치료 반응과 상호관련되어 있고 치료 전 순환 NET 전사체 측정이 PRRT에 대한 결[0508]

과를 예측한다는 것을 입증한다.
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