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(54) 발명의 명칭 난소암 검출

(57) 요 약

본원에서는 난소암 스크리닝을 위한 기술, 특히, 난소암 및 난소암의 하위 유형(예를 들어, 투명 세포 난소암,

자궁내막양 난소암, 점액성 난소암, 장액성 난소암)의 존재를 검출하기 위한 방법, 조성물 및 관련 용도를 제공

하지만 이에 국한되지 않는다. 본원에 기술된 바와 같이, 이 기술은 난소암 전체 및 다양한 유형의 난소암(예를

들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)에 대해 높은 식별력을 갖는 다수의 메틸화된 DNA 마

커 및 그의 서브셋(예를 들어, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8 마커 세트)를 제공한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

방법으로서,

a) 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

   선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

   중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며,

상기 하나 이상의 유전자는 FAIM2, CAPN2 및 SIM2로부터 선택되는, 방법. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플, 및 난소 조직 샘플 중

하나 이상을 포함하는, 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

FAIM2는 FAIM2_A 및 FAIM2_B로부터 선택되고;

CAPN2는 CAPN2_B이고; 그리고 

SIM2는 SIM2_A 및 SIM2_B로부터 선택되는, 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 인간 개체의 생물학적 샘플에서 암 항원 125(CA-125)의 수준을 측정하는 단계를 추가로 포함하

는, 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 

FAIM2에 대한 CpG 부위에 특이적인 프라이머를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 것은 염색체 12 좌표

50297610-50297988 또는 염색체 12 좌표 50297643-50297814를 포함하는 유전자 영역의 적어도 일부에 특이적으

로 결합하는 프라이머 세트이고;

CAPN2에 대한 CpG 부위에 특이적인 프라이머를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 것은 염색체 1 좌표

223936858-223937009 또는 염색체 1 좌표 223936868-223937004를 포함하는 유전자 영역의 적어도 일부에 특이

적으로 결합하는 프라이머 세트이고;

SIM2에 대한 CpG 부위에 특이적인 프라이머를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 것은 염색체 21 좌표
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38076882-38077036 또는 염색체 21 좌표 38076892-38077026를 포함하는 유전자 영역의 적어도 일부에 특이적으

로 결합하는 프라이머 세트인, 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트가 표 1C 또는 6B에 열거된 것인, 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기 위해 사

용되는, 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 FAIM2, CAPN2 및 SIM2인, 방법.

청구항 11 

제4항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 FAIM2, CAPN2 및 SIM2인, 방법.

청구항 12 

제4항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 단지 FAIM2인, 방법.

청구항 13 

방법으로서,

    메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

    중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획

에 의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며,

상기 하나 이상의 유전자는

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3; 또는

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2; 또는

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1;

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,
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ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D; 또는

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6로부터 선택되는, 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 17 

제13항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 18 

제13항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 19 

제13항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 20 

제13항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 21 

제13항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기 위해 사

용되는, 방법.

청구항 22 

방법으로서,

    메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

    중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획

에 의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며,

상기 하나 이상의 유전자는
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●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4; 또는

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D; 또는

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D; 또는 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6로부터 선택되는, 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 25 

제24항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 26 

제22항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 27 

제22항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계는 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 28 

제22항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 29 

제22항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 30 

제22항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 투명 세포 난소암의 존재 또는 부재를 검출하

기 위해 사용되는, 방법. 

청구항 31 

방법으로서,

메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에 의
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해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며, 

상기 하나 이상의 유전자는

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및

BCAT1; 또는

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D; 또는

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D; 또는 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및

CELF2_A로부터 선택되는, 방법.

청구항 32 

제31항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 33 

제32항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 34 

제33항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 35 

제31항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 36 

제31항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 37 

제31항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 38 

제31항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 39 

제31항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 자궁내막양 난소암의 존재 또는 부재를 검출

하기 위해 사용되는, 방법. 

청구항 40 

방법으로서,

    메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;
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    선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

    중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획

에 의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며,

상기 하나 이상의 유전자는

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A; 또는

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2; 또는

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11; 또는 

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A로부터 선택되는, 방법.

청구항 41 

제40항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 42 

제41항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 43 

제42항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 44 

제40항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 45 

제40항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계는 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 46 

제40항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 47 

제40항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 48 

제40항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 점액성 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기

위해 사용되는, 방법.

청구항 49 

방법으로서,

    메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;
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    선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

    중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획

에 의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함하며, 

상기 하나 이상의 유전자는

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-

30975780, 및 CAPN2_A; 또는

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D; 또는

●  NCOR2, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr6.10382190-10382225, IFFO1_A, GDF6, 및 C2CD4D; 또는 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6로부터 선택되는, 방법.

청구항 50 

제49항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 51 

제50항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 52 

제51항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 53 

제49항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 54 

제49항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 55 

제49항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 56 

제49항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 57 

제49항에 있어서, 상기 방법이 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 장액성 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기

위해 사용되는, 방법.

청구항 58 

하기를 포함하는, 샘플을 특성화하는 방법:

a) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 적어도 하나의 메
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틸화 마커 유전자는 하기로부터 선택된 하나 이상의 유전자인, 단계: 

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3; 또는

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2; 또는

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1;

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D; 또는

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을

나타내는, 단계.

청구항 59 

제58항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하

나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 60 

제58항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 61 

제58항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 62 

제58항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 63 

제62항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나
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이상을 포함하는, 방법.

청구항 64 

제63항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 65 

제63항에 있어서, 상기 변형된 DNA는 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트를 사용하여 증폭되는,

방법.

청구항 66 

제65항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 67 

제58항에 있어서, 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분광분석,

메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 68 

제67항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 69 

제67항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 70 

제58항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기 위해 사

용되는, 방법.

청구항 71 

하기를 포함하는, 샘플을 특성화하는 방법:

a) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 적어도 하나의 메

틸화 마커 유전자는 하기로부터 선택된 하나 이상의 유전자인, 단계: 

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4; 또는

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D; 또는

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D; 또는 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을
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나타내는, 단계.

청구항 72 

제71항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하

나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 73 

제71항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 74 

제71항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 75 

제71항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 76 

제75항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 77 

제76항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 78 

제76항에 있어서, 상기 변형된 DNA는 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트를 사용하여 증폭되는,

방법.

청구항 79 

제78항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 80 

제71항에 있어서, 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분광분석,

메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 81 

제80항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 82 

제80항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 83 

제71항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 투명 세포 난소암의 존재 또는 부재를 검출하

기 위해 사용되는, 방법.

청구항 84 
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하기를 포함하는, 샘플을 특성화하는 방법:

a) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 적어도 하나의 메

틸화 마커 유전자는 하기로부터 선택된 하나 이상의 유전자인, 단계: 

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및

BCAT1; 또는

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D; 또는

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D; 또는 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및

CELF2_A;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을

나타내는, 단계.

청구항 85 

제84항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하

나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 86 

제84항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 87 

제84항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 88 

제84항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 89 

제88항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하나

이상을 포함하는, 방법.

청구항 90 

제89항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 91 

제89항에 있어서, 상기 변형된 DNA는 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트를 사용하여 증폭되는,

방법.

청구항 92 

제91항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 93 

제84항에 있어서, 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분광분석,
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메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 94 

제93항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 95 

제93항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화 특

이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 96 

제84항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 자궁내막양 난소암의 존재 또는 부재를 검출

하기 위해 사용되는, 방법.

청구항 97 

하기를 포함하는, 샘플을 특성화하는 방법:

a) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 적어도 하나의 메

틸화 마커 유전자는 하기로부터 선택된 하나 이상의 유전자인, 단계: 

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A; 또는

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2; 또는

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11; 또는 

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을

나타내는, 단계.

청구항 98 

제97항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하

나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 99 

제97항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 100 

제97항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 101 

제97항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 102 

제101항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하
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나 이상을 포함하는, 방법.

청구항 103 

제102항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 104 

제102항에  있어서,  상기  변형된  DNA는  선택된  하나  이상의  유전자에  대한  프라이머의  세트를  사용하여

증폭되는, 방법.

청구항 105 

제104항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인,

방법.

청구항 106 

제97항에 있어서, 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분광분석,

메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 107 

제106항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 108 

제106항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 109 

제97항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 점액성 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기

위해 사용되는, 방법.

청구항 110 

하기를 포함하는, 샘플을 특성화하는 방법:

a) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 적어도 하나의 메

틸화 마커 유전자는 하기로부터 선택된 하나 이상의 유전자인, 단계: 

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A; 또는

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2; 또는

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11; 또는 

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을

나타내는, 단계.

청구항 111 

제110항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하
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나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 112 

제110항에 있어서, 상기 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플(예를 들어, 난소 조직) 중 하나 이상을

포함하는, 방법.

청구항 113 

제110항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 114 

제110항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 115 

제114항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하

나 이상을 포함하는, 방법.

청구항 116 

제115항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 117 

제115항에  있어서,  상기  변형된  DNA는  선택된  하나  이상의  유전자에  대한  프라이머의  세트를  사용하여

증폭되는, 방법.

청구항 118 

제141항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인,

방법.

청구항 119 

제110항에  있어서,  메틸화  마커  유전자의  양을  측정하는  것은  중합효소  연쇄  반응,  핵산  시퀀싱,  질량

분광분석, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는,

방법.

청구항 120 

제119항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 121 

제119항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 122 

제110항에 있어서, 상기 방법이 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 장액성 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기

위해 사용되는, 방법.

청구항 123 

하기를 포함하는, 생물학적 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;
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   상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증폭

하는 단계; 및

   메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3; 또는

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2; 또는

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1; 

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D; 또는

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부

위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

(b) 난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는 단계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높을 때 개

체가 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 124 

제123항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 125 

제123항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플 (예를 들어, 난소 조직)인, 방

법.

청구항 126 

제123항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.
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청구항 127 

제123항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.

청구항 128 

제123항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 것 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 단계로 이루어진 군으로부터 선택되는

결정을 포함하는, 방법.

청구항 129 

하기를 포함하는, 생물학적 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증

폭하는 단계; 및

    메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4; 또는

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D; 또는

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D; 또는 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 로부터 선택된 하나 이상의 유전자에

대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

(b) 투명 세포 난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는

단계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높을 때 개

체가 투명 세포 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 130 

제129항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 131 

제129항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플 (예를 들어, 난소 조직)인, 방

법.

청구항 132 

제129항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.

청구항 133 

제129항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.
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청구항 134 

제129항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 단계 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 것으로 이루어진 군으로부터 선택되

는 결정을 포함하는, 방법.

청구항 135 

하기를 포함하는, 생물학적 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증

폭하는 단계; 및

    메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서 

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및

BCAT1; 또는

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D; 또는

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D; 또는 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및

CELF2_A로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

(b) 자궁내막양 난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는

단계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높을 때 개

체가 자궁내막양 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 136 

제135항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 137 

제135항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플 (예를 들어, 난소 조직)인, 방

법.

청구항 138 

제135항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.

청구항 139 

제135항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.

청구항 140 

제135항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 단계 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 단계로 이루어진 군으로부터 선택되

는 결정을 포함하는, 방법.
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청구항 141 

하기를 포함하는, 생물학적 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증

폭하는 단계; 및

    메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A; 또는

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2; 또는

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11; 또는 

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A 로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 대한

CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

(b) 점액성 난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는 단

계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높을 때 개

체가 점액성 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 142 

제141항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 143 

제141항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플 (예를 들어, 난소 조직)인, 방

법.

청구항 144 

제141항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.

청구항 145 

제141항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.

청구항 146 

제141항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 단계 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 단계로 이루어진 군으로부터 선택되

는 결정을 포함하는, 방법.

청구항 147 

하기를 포함하는, 생물학적 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

    상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증

폭하는 단계; 및
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    메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 생물학적 샘플에서

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-

30975780, 및 CAPN2_A; 또는

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D; 또는

●  NCOR2, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr6.10382190-10382225, IFFO1_A, GDF6, 및 C2CD4D; 또는 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 대한

CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

(b) 장액성 난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는 단

계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높을 때 개

체가 장액성 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 148 

제147항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 149 

제147항에 있어서, 상기 생물학적 샘플은 혈장 샘플, 혈액 샘플, 또는 조직 샘플 (예를 들어, 난소 조직)인, 방

법.

청구항 150 

제147항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.

청구항 151 

제147항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.

청구항 152 

제147항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 단계 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 단계로 이루어진 군으로부터 선택되

는 결정을 포함하는, 방법.

청구항 153 

인간 대상체로부터 얻은 샘플을 특성화하기 위한 시스템으로서, 샘플의 메틸화 상태를 결정하도록 구성된 분석

구성요소, 샘플의 메틸화 상태를 데이터베이스에 기록된 대조군 샘플 또는 참조 샘플 메틸화 상태과 비교하도록

구성된 소프트웨어 구성요소, 및 메틸화 상태의 조합에 기초하여 단일 값을 결정하고 난소암 연관 메틸화 상태

를 사용자에게 경고하도록 구성된 경고 구성요소를 포함하는, 시스템.

청구항 154 

제153항에 있어서, 상기 샘플은 DMR을 포함하는 핵산을 포함하는, 시스템.

청구항 155 

제153항에 있어서, 핵산을 단리하기 위한 구성요소를 추가로 포함하는, 시스템.

청구항 156 

공개특허 10-2022-0092561

- 21 -



제153항에 있어서, 샘플을 수집하기 위한 구성요소를 추가로 포함하는, 시스템.

청구항 157 

제153항에 있어서, 상기 샘플은 대변 샘플, 조직 샘플, 췌장 조직 샘플, 혈장 샘플, 또는 소변 샘플인, 시스템.

청구항 158 

제153항에 있어서, 상기 데이터베이스는 DMR을 포함하는 핵산 서열을 포함하는, 시스템.

청구항 159 

제153항에 있어서, 상기 데이터베이스는 난소암이 없는 대상체로부터의 핵산 서열을 포함하는, 시스템.

청구항 160 

하기를 포함하는 키트:

1) 중아황산염 시약; 및

2) 표 1A 및 6A로부터의 DMR 1-560으로 구성된 그룹로부터 선택된 DMR로부터의 서열을 포함하고 난소암, 투명

세포 난소 세포, 자궁내막양 난소암, 점액성 난소암, 및/또는 장액성 난소암이 없는 대상체와 연관된 메틸화 상

태를 갖는 대조군 핵산.

청구항 161 

중아황산염 시약 및 서열 번호 1-283에 따른 올리고뉴클레오티드를 포함하는 키트.

청구항 162 

대상체로부터 샘플를 얻기 위한 샘플 수집기; 샘플로부터 핵산을 단리하기 위한 시약; 중아황산염 시약; 및 서

열 번호 1-283에 따른 올리고뉴클레오티드를 포함하는 키트.

청구항 163 

제162항에 있어서, 상기 샘플은 대변 샘플, 조직 샘플, 난소 조직 샘플, 혈장 샘플, 또는 소변 샘플인, 키트.

청구항 164 

DMR 및 중아황산염 시약을 포함하는 핵산을 포함하는 조성물.

청구항 165 

DMR 및 서열 번호 1-283에 따른 올리고뉴클레오티드를 포함하는 핵산을 포함하는 조성물.

청구항 166 

DMR 및 메틸화 민감성 제한 효소를 포함하는 핵산을 포함하는 조성물.

청구항 167 

DMR 및 중합효소를 포함하는 핵산을 포함하는 조성물.

청구항 168 

대상체로부터 얻은 샘플에서 난소암을 스크리닝하는 방법으로서,

1) 대상체로부터 얻은 샘플에서 마커의 메틸화 상태를 검정하는 단계; 및

2) 마커의 메틸화 상태가 신생물이 없는 대상체에서 검정된 마커의 메틸화 상태와 다른 경우 대상체를 신생물이

있는 것으로 식별하는 단계를 포함하고,

상기 마커는 표 1A 및 6A에 제공된 차등적 메틸화 영역(DMR)에 염기를 포함하는, 방법.
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청구항 169 

제168항에 있어서, 상기 난소암은 투명 세포 난소암, 자궁내막양 난소암, 점액성 난소암 및 장액성 난소암으로

부터 선택되는, 방법.

청구항 170 

제168항에 있어서, 복수의 마커를 검정하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 171 

제168항에 있어서, 2 내지 11개의 마커를 검정하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 172 

제168항에 있어서, 12 내지 560개의 마커를 검정하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 173 

제168항에 있어서, 상기 샘플에서 마커의 메틸화 상태를 검정하는 것은 하나의 염기의 메틸화 상태를 결정하는

것을 포함하는, 방법.

청구항 174 

제168항에 있어서, 상기 샘플에서 마커의 메틸화 상태를 검정하는 것은 복수의 염기에서 메틸화 정도를 결정하

는 것을 포함하는, 방법.

청구항 175 

제168항에 있어서, 상기 마커의 메틸화 상태는 마커의 정상 메틸화 상태에 대한 마커의 증가 또는 감소된 메틸

화를 포함하는, 방법.

청구항 176 

제168항에 있어서, 상기 마커의 메틸화 상태가 마커의 정상 메틸화 상태에 대한 마커의 상이한 메틸화 패턴을

포함하는, 방법.

청구항 177 

제168항에 있어서, 정방향 가닥의 메틸화 상태를 검정하거나 역방향 가닥의 메틸화 상태를 검정하는 것을 포함

하는, 방법.

청구항 178 

제168항에 있어서, 상기 마커는 100개 이하의 염기의 영역인, 방법.

청구항 179 

제168항에 있어서, 상기 마커는 500개 이하의 염기의 영역인, 방법.

청구항 180 

제168항에 있어서, 상기 마커는 1000개 이하의 염기의 영역인, 방법.

청구항 181 

제168항에 있어서, 상기 마커는 5000개 이하의 염기의 영역인, 방법.

청구항 182 

제168항에 있어서, 상기 마커는 하나의 염기인, 방법.
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청구항 183 

제168항에 있어서, 상기 마커는 높은 CpG 밀도 프로모터에 있는, 방법.

청구항 184 

제168항에 있어서, 상기 샘플은 대변 샘플, 난소 조직 샘플, 혈액 샘플, 또는 소변 샘플인, 방법.

청구항 185 

제168항에 있어서, 상기 검정은 메틸화 특이적 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분광분석, 메틸화 특이

적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 또는 표적 포착을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 186 

제168항에 있어서, 상기 검정은 메틸화 특이적 올리고뉴클레오티드의 사용을 포함하는, 방법.

청구항 187 

방법으로서,

a) 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

   선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및

   중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계

를 통해 인간 개체의 혈액 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서,

상기 하나 이상의 유전자는 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2

(예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D), C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2 (예를

들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CAPN2_B, LBH, CMTM3 (예를 들어, CMTM3_A, CMTM3_B), ZMIZ1 (예를 들어, ZMIZ1_A,

ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A로부터 선택되는, 단계; 및 

b) 인간 개체의 혈액 샘플에서 암 항원 125(CA-125)의 수준을 측정하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 188 

제187항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 189 

제188항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하

나 이상을 포함하는, 방법.

청구항 190 

제189항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.

청구항 191 

제187항에 있어서, 상기 측정하는 단계는 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 192 

제187항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.
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청구항 193 

제187항에 있어서, 상기 혈액 샘플은 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 및/또는 혈청 샘플인, 방법.

청구항 194 

제187항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인,

방법.

청구항 195 

제187항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기 위해

사용되는, 방법.

청구항 196 

하기를 포함하는, 혈액 샘플을 특성화하는 방법:

a) 인간 개체로부터 얻은 혈액 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계

로서,  상기  적어도  하나의  메틸화  마커  유전자는  ATP10A  (예를  들어,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,

ATP10A_D,  ATP10A_E),  EPS8L2  (예를  들어,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,

C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,

CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,

GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A로부터 선택된 하나 이상의 유전자

인, 단계;

b) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계;

c) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화 마커 유전

자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양을

나타내는, 단계; 및

d) 인간 개체로부터 얻은 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플) 내의 CA-125의

수준을 측정하는 단계.

청구항 197 

제196항에 있어서, 상기 적어도 하나의 참조 마커는 B3GALT6 DNA, β-액틴 DNA, 및 비암성 DNA로부터 선택된 하

나 이상의 참조 마커를 포함하는, 방법.

청구항 198 

제196항에 있어서, 상기 혈액 샘플은 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 및/또는 혈청 샘플인, 방법.

청구항 199 

제196항에 있어서, 상기 DNA는 샘플로부터 추출되는, 방법.

청구항 200 

제196항에 있어서, 상기 DNA는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리되는, 방법.

청구항 201 

제200항에 있어서, 상기 시약은 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약 중 하

나 이상을 포함하는, 방법.

청구항 202 

제201항에 있어서, 상기 DNA는 중아황산염 시약으로 처리되어 중아황산염 처리된 DNA를 생성하는, 방법.
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청구항 203 

제201항에  있어서,  상기  변형된  DNA는  선택된  하나  이상의  유전자에  대한  프라이머의  세트를  사용하여

증폭되는, 방법.

청구항 204 

제203항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 또는 6B에 인용된 것인,

방법.

청구항 205 

제196항에  있어서,  메틸화  마커  유전자의  양을  측정하는  것은  중합효소  연쇄  반응,  핵산  시퀀싱,  질량

분광분석, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리, 및 표적 포착 중 하나 이상을 사용하는 것을 포함하는,

방법.

청구항 206 

제205항에 있어서, 상기 측정은 다중 증폭을 포함하는, 방법.

청구항 207 

제206항에 있어서, 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 것은 메틸화 특이적 PCR, 정량 메틸화

특이적  PCR,  메틸화  특이적  DNA  제한  효소  분석,  정량  중아황산염  파이로시퀀싱(quantitative  bisulfite

pyrosequencing), 플랩 엔도뉴클레아제 검정(flap endonuclease assay), PCR-플랩 검정 및 중아황산염 게놈 시

퀀싱 PCR로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 방법을 사용하는 것을 포함하는, 방법.

청구항 208 

제196항에 있어서, 상기 방법은 인간으로부터의 생물학적 샘플에서 난소암의 존재 또는 부재를 검출하기 위해

사용되는, 방법.

청구항 209 

하기를 포함하는, 혈액 샘플을 특성화하는 방법:

(a) 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 처리하는 단계;

   상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 중아황산염 처리된 게놈 DNA를 증폭

하는 단계; 및

   메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 결정하는 단계;

   난소암이 없는 대조군 샘플에서 메틸화 수준을 상응하는 유전자 세트의 메틸화 수준과 비교하는 단계

를 통해 인간 개체의 혈액 샘플에서 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E),

EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D), C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를 들어, CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를 들어,

ZMIZ1_A, ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A,

CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A로부터 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측

정하는 단계; 및

(b) 대상체로부터 얻은 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플) 내 CA-125의 수

준을 측정하고 측정된 수준을 난소암이 없는 대조군 샘플과 비교하는 단계; 및

(c) 하나 이상의 유전자에서 측정된 메틸화 수준이 각각의 대조군 샘플에서 측정된 메틸화 수준보다 높고 측정

된 CA-125 수준이 대조군 샘플보다 높은 경우 개체가 난소암을 갖는 것으로 결정하는 단계.

청구항 210 
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제209항에 있어서, 상기 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머의 세트는 표 1C 및 6B에 인용된 것인, 방

법.

청구항 211 

제209항에 있어서, 상기 혈액 샘플은 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 및/또는 혈청 샘플인, 방법.

청구항 212 

제209항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자는 표 1A 또는 6A에 나타낸 게놈 좌표에 의해 기재되는, 방법.

청구항 213 

제209항에 있어서, 상기 CpG 부위는 코딩 영역 또는 조절 영역에 존재하는, 방법.

청구항 214 

제209항에 있어서, 상기 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 것은 상기 CpG 부위의

메틸화 점수를 측정하는 단계 및 상기 CpG 부위의 메틸화 빈도를 측정하는 단계로 이루어진 군으로부터 선택되

는 결정을 포함하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 교차 참조[0001]

본 출원은 2019년 10월 31일에 출원된 미국 가출원 번호 62/928,888 및 2020년 8월 13일에 출원된 미국 가출원[0002]

번호 63/065,081의 우선권 이점을 주장하며, 이들 출원은 전문이 본 명세서에 참조로 포함된다.

발명의 분야[0003]

본 명세서에서는 난소암 스크리닝을 위한 기술, 특히, 비제한적으로, 난소암 및 난소암의 하위 유형(예를 들어,[0004]

투명 세포 난소암, 자궁내막양 난소암, 점액성 난소암, 장액성 난소암)의 존재를 검출하기 위한 방법, 조성물

및 관련 용도에 대한 기술이 제공된다.

배 경 기 술

난소암은 선진국에서 가장 치명적인 부인과 악성 종양 중 하나이다. 미국에서는 매년 약 23,000명의 여성이 이[0005]

질환으로 진단되고 거의 14,000명의  여성이 이  질환으로 사망한다.  난소암에는 세 가지 주요 유형이 있다:

상피, 생식 세포 및 성기삭 기질. 난소암의 약 90%는 난소 외부의 라이닝(lining)인 상피 조직에서 시작된다.

이 유형의 난소암은 장액성, 점액성, 자궁내막양, 투명 세포, 이행성 및 미분화형으로 나누어진다. 상피성 난소

암의 위험은 나이가 들면서, 특히 50세 이후에 증가한다. 생식 세포 종양은 난소암의 약 5%를 차지한다. 그들은

난(egg)을 생산하는 세포에서 시작한다. 이러한 유형의 난소암은 모든 연령의 여성에게 발생할 수 있지만 약

80%는 30세 미만의 여성에서 발견된다. 주요 하위유형은 기형종, 미분화세포종, 내배엽동 종양 및 융모막암종이

다. 난소암의 약 5%인 성기삭 간질성 종양은 난소를 함께 유지하고 에스트로겐과 프로게스테론을 만드는 결합

조직에서 성장한다. 대부분은 나이든 여성에게서 발견된다. 

암 요법의 발전에도 불구하고 난소암 사망률은 지난 20년 동안 사실상 거의 변하지 않았다. 질환이 진단된 단계[0006]

에 비해 급격한 생존 구배를 감안할 때, 조기 검출은 난소암 환자의 장기 생존을 향상시키는 데 가장 중요한 인

자로 남아 있다. 

난소암 및 다양한 하위유형의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 난소암, 자궁내막양 난소암, 점액성 난소암, 및 장[0007]

액성 난소암)을 검출하기 위한 개선된 방법이 필요하다.

본 발명은 이러한 필요성을 다룬다.[0008]

발명의 내용

언급된 바와 같이, 난소암(OC)은 부인과 암 사망의 가장 중요한 원인이며 전반적으로 여성의 치명적 악성 종양[0009]
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의 가장 빈번한 원인 중 하나이다(문헌[Ozor R.F., 등, Epithelial ovarian cancer. In: Hoskin W.J., Perez

C.A.,  Young  R.C.,  editors.  Principles  and  Practice  of  Gynecologic  Oncology.  Lippincott  Williams  &

Wilkins; Philadelphia, PA, USA: 2000. pp. 981-1057] 참조). 증상은 종종 비특이적이어서 조기 검출을 방해

하므로 대다수의 환자는 진행 단계 질환을 나타낸다.

최근, 조직병리학적, 분자적, 유전적 연구를 통해 몇 개의 하위유형의 OC의 특성이 설명되었다. 주요 조직형은[0010]

기원 상피이며 장액성 난소암(장액성 OC), 투명 세포 암종(투명 세포 OC), 자궁내막양 암종(자궁내막양 OC) 및

점액성 암종(점액성 OC)을 포함한다. 장액성 OC는 난소암의 가장 악성 형태이며 모든 난소암 사례의 최대 70%를

차지한다. 투명 세포 OC는 난소암 진단을 받은 여성의 약 10-13%를 차지하는 두 번째로 흔한 조직형이다. 자궁

내막양 OC는 난소암의 세 번째로 흔한 조직형이며 투명 세포 암종과 마찬가지로 자궁내막증에서 발생하는 것으

로 여겨진다. 점액성 OC는 난소암의 4%를 차지하며 일반적으로 낮은 단계에서 진단된다. 

OC 및 그의 다양한 하위유형 (예를 들어, 투명 세포 OC, 장액성 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC)의 막대한 피해[0011]

를 줄이기 위해, 효과적인 스크리닝 접근 방식이 시급히 필요하다. 초기 단계의 암 및 진행성 전암의 증상 전

검출을 위해 정확하고 저렴하며 안전한 스크리닝 도구를 제공할 혁신이 필수적이다.

본 발명은 이러한 요구를 다룬다. 실제로, 본 발명은 OC 및 그의 다양한 하위유형 (예를 들어, 투명 세포 OC,[0012]

장액성 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC)의 사례를 구별하는 신규한 메틸화 DNA 마커를 제공한다.

메틸화 DNA는 대부분의 종양 유형 조직에서 잠재적인 바이오마커 부류로 연구되었다. 많은 경우, DNA 메틸트랜[0013]

스퍼라제는 유전자 발현의 후성 제어로서 사이토신-포스페이트-구아닌(CpG) 섬 부위의 DNA에 메틸 그룹을 부가

한다. 생물학적으로 매력적인 메커니즘에서, 종양 억제 유전자의 프로모터 영역에서 획득된 메틸화 이벤트는 발

현을 침묵시키는 것으로 생각되며, 따라서 종양 발생에 기여한다. DNA 메틸화는 RNA 또는 단백질 발현보다 화학

적 및 생물학적으로 더 안정적인 진단 도구일 수 있다(Laird (2010) Nat Rev Genet 11: 191-203). 또한 산발성

결장암과 같은 다른 암에서 메틸화 마커는 탁월한 특이성을 제공하며 개별 DNA 돌연변이보다 더 광범위하게 정

보를 제공하고 민감하다(Zou 등 (2007) Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 16: 2686-96).

CpG 섬의 분석은 동물 모델과 인간 세포주에 적용될 때 중요한 발견을 가져 왔다. 예를 들어, Zhang과 동료들은[0014]

동일한 CpG 섬의 다른 부분으로부터의 앰플리콘(amplicon)이 다른 수준의 메틸화를 가질 수 있음을 발견하였다

(Zhang 등 (2009) PLoS Genet 5: e1000438). 또한, 메틸화 수준은 고도로 메틸화된 서열과 메틸화되지 않은 서

열 사이에 이중 모드로 분포되어 DNA 메틸트랜스퍼라제 활성의 바이너리(binary) 스위치 유사 패턴을 추가로 지

원한다(Zhang 등 (2009) PLoS Genet 5: e1000438). 생체 내 뮤린 조직 및 시험관 내 세포주의 분석은 고 CpG

밀도 프로모터(HCP, 300 염기쌍 영역 내에서 >7% CpG 서열을 갖는 것으로 정의됨)의 약 0.3%만이 메틸화된 반면

저 CpG 밀도 영역(LCP, 300 염기쌍 영역 내에서 <5% CpG 서열을 갖는 것으로 정의됨)은 동적 조직 특이적 패턴

으로 자주 메틸화되는 경향이 있다는 것을 입증하였다(Meissner 등 (2008) Nature 454: 766-70). HCP에는 유비

쿼터스 하우스키핑 유전자와 고도로 조절된 발달 유전자에 대한 프로모터가 포함된다. >50%로 메틸화된 HCP 부

위 중에는 Wnt 2,  NDRG2,  SFRP2  및 BMP3와 같은 여러 확립된 마커가 있다(Meissner 등 (2008) Nature 454:

766-70).

DNA 메틸트랜스퍼라제에 의한 사이토신-포스페이트-구아닌(CpG) 섬 부위에서 DNA의 후성 메틸화는 대부분의 종[0015]

양 유형의 조직에서 잠재적인 바이오마커 부류로 연구되었다. 생물학적으로 매력적인 메커니즘에서, 종양 억제

유전자의 프로모터 영역에서 획득된 메틸화 이벤트는 발현을 침묵시키는 것으로 생각되며, 이는 종양 발생에 기

여한다. DNA 메틸화는 RNA 또는 단백질 발현보다 화학적 및 생물학적으로 더 안정적인 진단 도구일 수 있다. 또

한 산발성 결장암과 같은 다른 암에서 비정상적인 메틸화 마커는 개별 DNA 돌연변이보다 더 광범위하게 정보를

제공하고 민감하며 탁월한 특이성을 제공한다.

새로운 메틸화 마커를 검색하기 위해 여러 가지 방법을 사용할 수 있다. CpG 메틸화의 마이크로어레이 기반 심[0016]

문은 합리적이고 높은 처리량 접근 방식이지만, 이 전략은 알려진 관심 영역, 주로 확립된 종양 억제 프로모터

쪽으로 편향된다. 게놈 차원의 DNA 메틸화 분석을 위한 대체 방법이 지난 10년 동안 개발되었다. 세 가지 기본

접근 방식이 있다. 첫 번째 방법은 특정 메틸화 부위를 인식하는 제한 효소에 의한 DNA 분해를 사용한 다음, 정

량화 단계에서 DNA를 증폭하는 데 사용되는 프라이머(primer) 또는 효소 인식 부위로 제한된 메틸화 데이터를

제공하는 몇 가지 가능한 분석 기술(예컨대 메틸화 특이적 PCR; MSP)이다. 두 번째 접근법은 메틸-사이토신 또

는 기타 메틸화 특이적 결합 도메인에 대한 항체를 사용하여 게놈 DNA의 메틸화 분획을 강화한 다음 마이크로어

레이 분석 또는 시퀀싱을 통해 단편을 기준 게놈에 매핑한다. 이 접근법은 단편 내 모든 메틸화 부위의 단일 뉴

클레오타이드 분해능을 제공하지 않는다. 세 번째 접근법은 DNA의 중아황산염 처리로 시작하여 모든 메틸화되지
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않은 사이토신을 우라실로 전환한 다음 제한 효소 분해 및 어댑터 리간드에 결합한 후 모든 단편의 완전한 시퀀

싱을 수행한다. 제한 효소의 선택은 CpG 밀집 영역에 대한 단편을 풍부하게 하여 분석 중에 여러 유전자 위치에

매핑될 수 있는 중복 서열의 수를 줄일 수 있다.

RRBS는 모든 CpG 섬의 80-90%의 단일 뉴클레오타이드 분해능에서 CpG 메틸화 상태 데이터를 생성하고 중간 내지[0017]

높은 판독 범위에서 종양 억제 프로모터의 대부분을 생성한다. 암 사례-대조군 연구에서 이러한 판독 값을 분석

하면 메틸화 가변 영역(DMR)이 식별된다. 췌장암 표본에 대한 이전의 RRBS 분석에서 수백 개의 DMR이 발견되었

는데, 그 중 다수는 발암과 관련이 없었으며 그 중 다수는 애너테이션(annotation)이 없었다. 독립 조직 샘플

세트에 대한 추가 검증 연구는 성능면에서 100% 민감하고 특이적인 마커 CpG를 확인하였다.

본원은 OC 및 다양한 OC 하위유형 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC) 스크리닝[0018]

을 위한 기술, 특히 OC 및 다양한 OC 하위유형 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성

OC)의 존재를 검출하기 위한 방법, 조성물 및 관련 용도에 대해 제공된다.

실제로, 실시예 I 및 II에 기재된 바와 같이, 본 발명에 대한 구현예를 확인하기 위한 과정 동안 수행된 실험은[0019]

1) 비-신생물성 대조군 DNA로부터의 난소 유래 DNA의 암, 2) 비-신생물성 대조군 DNA로부터의 투명 세포 OC 조

직 유래 DNA, 3) 비-신생물성 대조군 DNA로부터의 자궁내막양 OC 조직 유래 DNA, 4) 비-신생물성 대조군 DNA로

부터의 점액성 OC 조직 유래 DNA, 5) DNA 비-신생물성 대조군 DNA로부터의 장액성 OC 조직 유래 DNA를 식별하기

위한 차등적 메틸화 영역 (DMR)의 신규 세트를 확인하였다.

이러한 실험은 양성 조직으로부터 OC 조직을 구별하고 (표 1A, 1B, 3, 4A, 6A, 및 8A; 실시예 I 및 II 참조),[0020]

양성 조직으로부터 투명 세포 OC 조직을 구별하고 (참고, 표 1A, 1B, 2A, 4B, 5B, 6A, 8B; 실시예 I 및 II),

양성 조직로부터 자궁내막양 OC 조직을 구별하고 (표 1A, 1B, 2B, 4C, 5C, 6A, 및 8C; 실시예 I 및 II 참조),

양성 조직으로부터 점액성 OC 조직을 구별하고 (표 1A, 1B, 2C, 4D, 5D, 6A, 및 8D; 실시예 I 및 II 참조), 양

성 조직으로부터 장액성 OC 조직을 구별하는 (표 1A, 1B, 2D, 4E, 5A, 6A, 및 8E; 실시예 I 및 II 참조), 및

혈액 샘플 내에서 OC (예를 들어, OC, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)를 검출하는 (표 9;

실시예 III 참조) 560개의 신규 DNA 메틸화 마커를 나열하고 기재한다.

이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 양성 조직으로부터 난소암 조직을 구별할 수 있는 다[0021]

음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,[0022]

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A; 실시예 I 참조);

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-[0023]

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시[0024]

예 I 참조); 및

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조).[0025]

이러한 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백[0026]

혈구 샘플, 혈청 샘플)에서 난소암(예를 들어, OC, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 검

출하기 위한 다음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,[0027]

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,
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GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예 III 참조); 및

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,[0028]

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

이러한 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 혈액 샘플에서 증가된 수준의 암 항원 125 (CA-125)과 조합하여 추[0029]

가 실험을 통해 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플)에서 난소암(예를 들어,

OC, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 검출하기 위한 다음 마커 및/또는 마커 패널이 확

인되었다:

●  CA-125 및 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어,[0030]

EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,

FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,

ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A (표 11, 12 및 13, 실시예 III 참조).

이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 난소 조직으로부터 투명 세포 OC 조직을 구별할 수 있[0031]

는 다음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예 I[0032]

참조);

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,[0033]

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0034]

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조); 및 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,[0035]

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참조).

이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 양성 조직으로부터 자궁내막양 OC 조직을 구별할 수[0036]

있는 다음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및[0037]

BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,[0038]

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,[0039]

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조); 및 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및[0040]

CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조).

이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 양성 조직으로부터 점액성 OC 조직을 구별할 수 있는[0041]

다음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실[0042]

시예 I 참조);
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●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,[0043]

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조); 및 [0044]

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,[0045]

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조).

이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커에서, 추가 실험을 통해 양성 조직으로부터 장액성 OC 조직을 구별할 수 있는[0046]

다음 마커 및/또는 마커 패널이 확인되었다:

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-[0047]

30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조);

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,[0048]

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및 C2CD4D  (참고,[0049]

표 5A; 실시예 I); 및 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조).[0050]

본원에 기재된 바와 같이, 이 기술은 난소암 전체 및 다양한 유형의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내[0051]

막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)에 대해 높은 식별력을 갖는 다수의 메틸화 DNA 마커 및 그의 하위세트(예를 들

어, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 마커의 세트)를 제공한다. 실험은 난소암 스크리닝 또는 진단을 위해 높은 특

이성을 제공하기 위해 높은 신호 대 잡음 비율 및 낮은 배경 수준을 제공하는 마커를 식별하기 위해 후보 마커

에 선택 필터를 적용하였다.

일부 구현예에서, 이 기술은 생물학적 샘플(예를 들어, 난소 조직, 혈장 샘플)에서 본원에서 확인된 하나 이상[0052]

의 마커의 존재 및 메틸화 상태를 평가하는 것과 관련된다. 이들 마커는, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바

와 같이 본원에서 논의된 바와 같은 하나 이상의 메틸화 가변 영역(DMR)을 포함한다. 메틸화 상태는 이 기술의

구현예에서 평가된다. 따라서 본원에서 제공하는 기술은 유전자의 메틸화 상태를 측정하는 방법에 제한이 없다.

예를 들어, 일부 구현예에서, 메틸화 상태는 게놈 스캐닝 방법에 의해 측정된다. 예를 들어, 한 가지 방법은 제

한 랜드마크 게놈 스캔(Kawai 등 (1994) Mol. Cell. Biol. 14: 7421-7427)을 포함하고, 다른 예는 메틸화 민감

성 임의 프라이밍 PCR(Gonzalgo 등 (1997) Cancer Res. 57: 594-599)을 포함한다. 일부 구현예에서, 특정 CpG

부위에서 메틸화 패턴의 변화는 메틸화 민감성 제한 효소로 게놈 DNA를  분해한 후  관심  영역의 서던 분석

(Southern analysis)(분해-서던 방법(digestion-Southern method))에 의해 모니터링된다. 일부 구현예에서, 메

틸화 패턴의 변화를 분석하는 것은 PCR 증폭 전에 메틸화 민감성 제한 효소 또는 메틸화 의존성 제한 효소로 게

놈 DNA를 분해하는 것을 포함하는 PCR 기반 프로세스를 포함한다(Singer-Sam 등 (1990) Nucl. Acids Res. 18:

687). 또한 메틸화 분석의 시작점으로 DNA의 중아황산염 처리를 활용하는 다른 기술이 보고되었다. 여기에는 메

틸화 특이적 PCR(MSP)(Herman 등 (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826) 및 중아황산염 변환 DNA

로부터 증폭된 PCR  산물의 제한 효소 분해(Sadri and  Hornsby  (1996)  Nucl.  Acids  Res.  24:  5058-5059;  및

Xiong and Laird (1997) Nucl. Acids Res. 25: 2532-2534)가 포함된다. PCR 기술이 유전자 돌연변이의 검출

(Kuppuswamy 등 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1143-1147) 및 대립 유전자 특이 발현의 정량화(Szabo

and Mann (1995) Genes Dev. 9: 3097-3108; and Singer-Sam 등 (1992) PCR Methods Appl. 1: 160-163)를 위해

개발되었다. 이러한 기술은 PCR 생성된 템플릿(template)에 어닐링하고 검정할 단일 뉴클레오타이드의 5'를 즉

시 종료하는 내부 프라이머를 사용한다. 미국 특허 제7,037,650호에 설명된 바와 같은 "정량 Ms-SNuPE 검정"을

사용하는 방법이 일부 구현예에서 사용된다.

메틸화 상태를 평가할 때, 메틸화 상태는 종종 해당 특정 부위를 포함하는 샘플의 총 DNA 집단에 관한 특정 부[0053]

위에서(예를 들어, 단일 뉴클레오타이드, 특정 영역 또는 유전자좌(locus)에서, 더 긴 관심 서열, 예를 들어,

DNA의 최대 ~ 100-bp, 200-bp, 500-bp, 1000-bp 서브서열 또는 그 이상에서) 메틸화되는 DNA의 개별 가닥의 비

율 또는 백분율로 표현된다. 전통적으로, 메틸화되지 않은 핵산의 양은 교정기(calibrator)를 사용하는 PCR에

의해 결정된다. 그런 다음 알려진 양의 DNA를 중아황산염 처리하고 생성된 메틸화 특이적 서열을 실시간 PCR 또

는 기타 지수 증폭, 예를 들어, QuARTS 검정을 사용하여 결정한다(예를 들어, 본원에 참조로 포함되는 미국 특

허 제8,361,720호; 및 미국 특허출원공보 제2012/0122088호 및 제2012/0122106호에 의해 제공되는 바와 같음).

공개특허 10-2022-0092561

- 31 -



예를 들어, 일부 구현예에서, 방법은 외부 표준을 사용하여 메틸화되지 않은 표적에 대한 표준 곡선을 생성하는[0054]

것을 포함한다. 표준 곡선은 적어도 두 지점에서 구성되며 메틸화되지 않은 DNA에 대한 실시간 Ct 값을 알려진

정량 표준과 관련시킨다. 그런 다음, 메틸화 표적에 대한 두 번째 표준 곡선이 최소 두 지점과 외부 표준으로

구성된다. 이 두 번째 표준 곡선은 메틸화 DNA에 대한 Ct를 알려진 정량 표준과 관련시킨다. 다음으로, 메틸화

집단 및 메틸화되지 않은 집단에 대해 테스트 샘플 Ct 값이 결정되고 DNA의 게놈 등가물은 처음 두 단계에서 생

성된  표준  곡선에서  계산된다.  관심  부위의  메틸화  백분율은  집단의  총  DNA  양에  대한  메틸화  DNA의

양으로부터, 예를 들어, (메틸화 DNA 수)/(메틸화 DNA 수 + 메틸화되지 않은 DNA 수) × 100으로부터 계산된다.

또한 본원에는 상기 방법을 실행하기 위한 조성물 및 키트가 제공된다. 예를 들어, 일부 구현예에서, 하나 이상[0055]

의 마커에 특이적인 시약(예를 들어, 프라이머, 프로브(probe))은 단독으로 또는 세트(예를 들어, 복수의 마커

를 증폭하기 위한 프라이머 쌍 세트)로 제공된다. 검출 검정을 수행하기 위한 추가 시약도 제공될 수 있다(예를

들어, QuARTS, PCR, 시퀀싱, 중아황산염 또는 기타 검정을 수행하기 위한 효소, 완충액, 양성 및 음성 대조군).

일부 구현예에서, 키트는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들어, 메틸화 민감성 제한

효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약)을 함유한다. 일부 구현예에서, 방법 수행에 필요하거나,

충분하거나, 유용한 하나 이상의 시약을 함유하는 키트가 제공된다. 시약을 함유하는 반응 혼합물도 제공된다.

추가로 반응 혼합물을 완성하기 위해 서로 및/또는 테스트 샘플에 첨가될 수 있는 복수의 시약을 함유하는 마스

터 믹스 시약 세트가 제공된다.

일부 구현예에서, 본원에 설명된 기술은 본원에 설명된 방법에 의해 제공되는 바와 같은 일련의 산술 또는 논리[0056]

연산을 수행하도록 설계된 프로그램 가능한 기계와 관련된다. 예를 들어, 상기 기술의 일부 구현예는 컴퓨터 소

프트웨어 및/또는 컴퓨터 하드웨어와 관련된다(예를 들어, 구현됨). 일 측면에서, 상기 기술은 메모리 형태, 산

술 및 논리 연산을 수행하기 위한 부재, 및 데이터를 판독하고 조작하고 저장하기 위한 일련의 명령어(예를 들

어, 본원에 제공된 바와 같은 방법)를 실행하기 위한 처리 부재(예를 들어, 마이크로프로세서)를 포함하는 컴퓨

터에 관한 것이다. 일부 구현예에서, 마이크로프로세서는, 모두 본원에 기술되거나 당 업계에 공지된,(예를 들

어, 하나 이상의 DMR, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같은 DMR 1-560의) 메틸화 상태의 결정;(예를 들

어, 하나 이상의 DMR, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같은 DMR 1-560의) 메틸화 상태의 비교; 표준 곡

선의 생성; Ct 값의 결정;(예를 들어, 하나 이상의 DMR, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같은 DMR 1-560

의) 메틸화 비율, 빈도 또는 백분율의 계산; CpG 섬의 식별; 검정 또는 마커의 특이성 및/또는 민감도의 결정;

ROC 곡선 및 관련 AUC의 계산고; 서열 분석을 위한 시스템의 일부이다.

일부 구현예에서, 마이크로프로세서 또는 컴퓨터는 암 부위를 예측하기 위해 알고리즘에서 메틸화 상태 데이터[0057]

를 사용한다.

일부 구현예에서, 소프트웨어 또는 하드웨어 구성요소는 다중 검정 결과를 수신하고 다중 검정(예를 들어, 다중[0058]

DMR, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같은 다중 DMR의 메틸화 상태 결정) 결과를 기반으로 암 위험을 나

타내는 사용자에게 보고할 단일 값 결과를 결정한다. 관련 구현예는 다중 검정 결과, 예를 들어, 다중 마커(예

를 들어, 다중 DMR, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같은 다중 DMR)의 메틸화 상태 결정 결과의 수학적

조합(예를 들어, 가중 조합, 선형 조합)을 기반으로 위험 인자를 계산한다. 일부 구현예에서, DMR의 메틸화 상

태는 차원을 정의하고 다차원 공간에서 값을 가질 수 있으며 다중 DMR의 메틸화 상태에 의해 정의된 좌표는, 예

를 들어, 암 위험과 관련된 사용자에게 보고할 결과이다.

일부 구현예는 저장 매체 및 메모리 구성요소를 포함한다. 메모리 구성요소(예를 들어, 휘발성 및/또는 비휘발[0059]

성 메모리)는 명령어(예를 들어, 본원에 제공된 바와 같은 프로세스의 구현예) 및/또는 데이터(예를 들어, 메틸

화 측정, 시퀀스 및 이와 관련된 통계적 설명과 같은 작업물)를 저장하는 데 사용된다. 일부 구현예는 또한

CPU, 그래픽 카드 및 사용자 인터페이스 중 하나 이상을 포함하는(예를 들어, 디스플레이와 같은 출력 장치 및

키보드와 같은 입력 장치를 포함하는) 시스템에 관한 것이다.

이 기술과 관련된 프로그래밍 가능한 기계는 현존하는 종래 기술 및 개발 중이거나 아직 개발되지 않은 기술로[0060]

구성된다(예를 들어, 양자 컴퓨터, 화학 컴퓨터, DNA 컴퓨터, 광학 컴퓨터, 스핀트로닉스(spintronics) 기반 컴

퓨터 등).

일부 구현예에서, 상기 기술은 데이터를 전송하기 위한 유선(예를 들어, 금속 케이블, 광섬유) 또는 무선 전송[0061]

매체를 포함한다. 예를 들어, 일부 구현예는 네트워크(예를 들어, 근거리 통신망(LAN), 광역 통신망(WAN), 애드

혹 네트워크(ad-hoc network), 인터넷 등)를 통한 데이터 전송에 관한 것이다. 일부 구현예에서, 프로그램 가능

한 기계는 피어(peer)와 같은 네트워크 상에 존재하고, 일부 구현예에서 프로그램 가능한 기계는 클라이언트/서
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버 관계를 갖는다.

일부 구현예에서, 데이터는 하드 디스크, 플래시 메모리, 광학 매체, 플로피 디스크 등과 같은 컴퓨터 판독 가[0062]

능한 저장 매체에 저장된다.

일부 구현예에서, 본원에 제공된 기술은 본원에 설명된 바와 같은 방법을 수행하기 위해 협력하여 동작하는 복[0063]

수의 프로그램 가능한 장치와 관련된다. 예를 들어, 일부 구현예에서, (예를 들어, 네트워크에 의해 연결된) 복

수의 컴퓨터는 데이터를 수집하고 처리하기 위해 병렬로, 예를 들어, 클러스터 컴퓨팅 또는 그리드 컴퓨팅의 구

현으로, 또는 이더넷(Ethernet), 광섬유와 같은 종래 네트워크 인터페이스를 통해 또는 무선 네트워크 기술을

통해 네트워크(개인, 공용 또는 인터넷)에 연결된 (온보드 CPU, 스토리지, 전원 공급 장치, 네트워크 인터페이

스 등을 갖는) 완전한 컴퓨터에 의존하는 일부 다른 분산된 컴퓨터 구성(computer architecture)으로 작동할 수

있다.

예를 들어, 일부 구현예는 컴퓨터 판독 가능한 매체를 포함하는 컴퓨터를 제공한다. 상기 구현예는 프로세서에[0064]

결합된 랜덤 액세스 메모리(RAM)를 포함한다. 상기 프로세서는 메모리에 저장된 컴퓨터 실행 가능 프로그램 명

령어를 실행한다. 이러한 프로세서는 마이크로프로세서, ASIC, 상태 머신 또는 기타 프로세서를 포함할 수 있으

며,  인텔  코포레이션(Intel  Corporation)(Santa  Clara,  California)  및  모토로라  코포레이션(Motorola

Corporation)(Schaumburg, Illinois)의 프로세서와 같은 여러 컴퓨터 프로세서 중 임의의 것일 수 있다. 이러

한 프로세서는 프로세서에 의해 실행될 때 프로세서가 본원에 설명된 단계를 수행하게 하는 명령어를 저장하는

컴퓨터 판독 가능한 매체와 같은 매체를 포함하거나 그와 통신할 수 있다.

컴퓨터 판독 가능한 매체의 구현예는 컴퓨터 판독 가능한 명령어를 프로세서에 제공할 수 있는 전자, 광학, 자[0065]

기 또는 기타 저장 또는 전송 장치를 포함하지만 이에 제한되지 않는다. 적합한 매체의 다른 예는 플로피 디스

크, CD-ROM, DVD, 자기 디스크, 메모리 칩, ROM, RAM, ASIC, 환경 설정된 프로세서(configured processor), 모

든 광학 매체, 모든 자기 테이프 또는 기타 자기 매체, 또는 컴퓨터 프로세서가 명령어를 판독할 수 있는 임의

의 기타 매체를 포함하지만 이에 제한되지 않는다. 또한, 다양한 다른 형태의 컴퓨터 판독 가능한 매체는 라우

터, 개인 또는 공용 네트워크, 또는 유선 및 무선 둘 다의 기타 전송 장치 또는 채널을 포함하여 컴퓨터에 명령

어를 전송하거나 전달할 수 있다. 명령어는, 예를 들어, C, C++, C#, Visual Basic, Java, Python, Perl 및

JavaScript를 포함하는 임의의 적절한 컴퓨터 프로그래밍 언어의 코드를 포함할 수 있다.

일부 구현예에서 컴퓨터는 네트워크에 연결된다. 컴퓨터는 또한 마우스, CD-ROM, DVD, 키보드, 디스플레이 또는[0066]

기타  입력  또는  출력  장치와  같은  여러  외부  또는  내부  장치를  포함할  수  있다.  컴퓨터의  예로는  개인용

컴퓨터, 휴대 정보 단말기(digital assistant), 개인 휴대 정보 단말기(personal digital assistant), 휴대폰

(cellular phone), 이동 전화(mobile phone), 스마트폰, 호출기, 디지털 태블릿(digital tablet), 랩톱 컴퓨터

(laptop computer), 인터넷 기기 및 기타 프로세서 기반 장치가 있다. 일반적으로 본원에 제공된 기술의 측면과

관련된 컴퓨터는 본원에 제공된 기술을 포함하는 하나 이상의 프로그램을 지원할 수 있는 Microsoft Windows,

Linux,  UNIX,  Mac  OS  X  등과 같은 임의의 운영 체제에서 작동하는 모든 유형의 프로세서 기반 플랫폼일 수

있다. 일부 구현예는 다른 애플리케이션 프로그램(예를 들어, 애플리케이션)을 실행하는 개인용 컴퓨터를 포함

한다. 응용 프로그램은 메모리에 함유될 수 있으며, 예를 들어, 워드 프로세싱 응용 프로그램, 스프레드시트 응

용 프로그램, 이메일 응용 프로그램, 인스턴트 메신저 응용 프로그램, 프레젠테이션 응용 프로그램, 인터넷 브

라우저 응용 프로그램, 달력/오거나이저 응용 프로그램 및 클라이언트 장치에서 실행할 수 있는 응용 프로그램

을 포함할 수 있다.

상기 기술과 관련하여 본원에 설명된 이러한 모든 구성요소, 컴퓨터 및 시스템은 논리적이거나 가상적일 수 있[0067]

다.

따라서, 대상체로부터 얻은 샘플에서 난소암 및/또는 다양한 형태의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내[0068]

막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 스크리닝하는 방법과 관련된 기술이 본원에 제공되며, 이 방법은 대상체로부

터 얻은 샘플 (예를 들어, 난소 조직) (예를 들어, 혈장 샘플)에서 마커의 메틸화 상태를 검정하고 마커의 메틸

화 상태가 암이 없는 대상체에서 검정된 마커의 메틸화 상태와 다른 경우 대상체가 OC 및/또는 특정 형태의 OC

(예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)를 갖는 것으로 확인하는 것을 포함하고, 상

기 마커는 표 1A 및 6A에서 제공된 DMR 1-560로 이루어진 군으로부터 선택된 차등적 메틸화 영역 (DMR)에서 염

기를 포함한다. 

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0069]
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검정된  하나  이상의  마커의  메틸화  상태와  상이한  일부  구현예에서  대상체가  난소암이  있음을  나타낸다:

AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,  ELMO1_C,

EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,  ITGA4_B,

KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-110626832,

MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A; 실시예 I 참조);

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0070]

검정된  하나  이상의  마커의  메틸화  상태와  상이한  일부  구현예에서  대상체가  난소암이  있음을  나타낸다:

MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조);

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0071]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 난소암이 있음을 나타낸다: PALLD,

PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0072]

검정된  하나  이상의  마커의  메틸화  상태와  상이한  일부  구현예에서  대상체가  난소암이  있음을  나타낸다:

BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0073]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 투명 세포 난소암이 있음을 나타낸

다: TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예 I

참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0074]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 투명 세포 난소암이 있음을 나타낸

다:  MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0075]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 투명 세포 난소암이 있음을 나타낸

다:  NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0076]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 투명 세포 난소암이 있음을 나타낸

다: AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0077]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 자궁내막양 난소암이 있음을 나타

낸다: PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4,

및 BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0078]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 자궁내막양 난소암이 있음을 나타

낸다: NCOR2, CELF2_A, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAX.chr11.14926602-14926671,
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MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0079]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 자궁내막양 난소암이 있음을 나타

낸다:  NCOR2,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr11.14926602-14926671,  DSCR6,

GPRIN1_A, CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0080]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 자궁내막양 난소암이 있음을 나타

낸다: BCAT1_6015, EPS8L2_F, SKI, NKX2-6_4159, C1QL3_B, GPRIN1_B, PARP15, OXT_C, SIM2_B, DNMT3A_A, 및

CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0081]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 점액성 난소암이 있음을 나타낸다:

CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실시예

I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0082]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 점액성 난소암이 있음을 나타낸다:

NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI, SLC12A8,

ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0083]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 점액성 난소암이 있음을 나타낸다:

NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0084]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 점액성 난소암이 있음을 나타낸다:

BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E, CMTM3_B,

ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0085]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 장액성 난소암이 있음을 나타낸다:

MAX.chr1.147790358-147790381,  MAML3,  NR2F6,  DNMT3A_A,  SKI,  SOBP,  UBTF,  AGRN_C,  MAX.chr12.30975740-

30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0086]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 장액성 난소암이 있음을 나타낸다:

PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, CAPN2_A, MAX.chr6.10382190-10382225, SKI, NR2F6, IFFO1_A,

MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0087]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 장액성 난소암이 있음을 나타낸다:

NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및  C2CD4D  (참고,  표

5A; 실시예 I).

대상체로부터 얻은 샘플이 난소 조직이고 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 난소암이 없는 대상체에서[0088]

검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 장액성 난소암이 있음을 나타낸다:

SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조).

대상체로부터 수득된 샘플은 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플)이고 다음[0089]

의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태는 OC가 없는 대상체에서 검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한

일부 구현예에서 대상체가 OC: GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

SRC  (예를  들어,  SRC_A,  SRC_B),  SIM2  (예를  들어,  SIM2_A,  SIM2_B),  AGRN  (예를  들어,  AGRN_A,  AGRN_B,

AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2 (예를 들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CELF2 (예를 들어, CELF2_A, CELF2_B), DSCR6,

GYPC (예를 들어, GYPC_A, GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예

III 참조)를 자지고 있음을 나타낸다. 

공개특허 10-2022-0092561

- 35 -



대상체로부터 수득된 샘플은 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플)이고 다음[0090]

의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태가 OC가 없는 대상체에서 검정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한

일부  구현예에서  대상체가  OC:  ATP10A  (예를  들어,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  ATP10A_E),

EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D), C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를 들어, CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를 들어,

ZMIZ1_A, ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A,

CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, SIM2_A, AGRN_8794, BCAT1_6015, KCNA3_7518, KCNA3_7320, LOC10013136, GYPC_C,

SRC  (예를 들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어,

TACC2_A, TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조)을 가지

고 있음을 나타낸다. 

대상체로부터 수득된 샘플은 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플)이고 1) 증[0091]

가된 수준의 CA-125가 검출되고 그리고 2) 다음의 마커 중 하나 이상의 메틸화 상태가 OC가 없는 대상체에서 검

정된 하나 이상의 마커의 메틸화 상태와 상이한 일부 구현예에서 대상체가 OC: ATP10A (예를 들어, ATP10A_A,

ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  ATP10A_E),  EPS8L2  (예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D),

C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2 (예를 들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CAPN2_B, LBH, CMTM3 (예를 들

어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,

GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를 들어, CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,  DSCR6,  SKI,  및 SIM2_A  (표 11-13,  실시예

III 참조)을 가지고 있음을 나타낸다. 

이 기술은 난소암 및/또는 다양한 형태의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성[0092]

OC)을 확인하고 식별하는 것과 관련이 있다. 일부 구현예는 복수의 마커를 검정하는 것, 예를 들어, 1, 2, 3, 2

내지 11 내지 100 또는 120 또는 375 또는 560개의 마커 (예를 들어, 1-4, 1-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10, 1-11,

1-12, 1-13, 1-14, 1-15, 1-16, 1-17, 1-18, 1-19, 1-20, 1-25, 1-50, 1-75, 1-100, 1-200, 1-300, 1-400, 1-

500, 1-560) (예를 들어, 2-4, 2-6, 2-7, 2-8, 2-9, 2-10, 2-11, 2-12, 2-13, 2-14, 2-15, 2-16, 2-17, 2-18,

2-19, 2-20, 2-25, 2-50, 2-75, 2-100, 2-200, 2-300, 2-400, 2-500, 2-560) (예를 들어, 3-4, 3-6, 3-7, 3-

8, 3-9, 3-10, 3-11, 3-12, 3-13, 3-14, 3-15, 3-16, 3-17, 3-18, 3-19, 3-20, 3-25, 3-50, 3-75, 3-100, 3-

200, 3-300, 3-400, 3-500, 3-560) (예를 들어, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-

15, 4-16, 4-17, 4-18, 4-19, 4-20, 4-25, 4-50, 4-75, 4-100, 4-200, 4-300, 4-400, 4-500, 4-560) (예를 들

어, 5-6, 5-7, 5-8, 5-9, 5-10, 5-11, 5-12, 5-13, 5-14, 5-15, 5-16, 5-17, 5-18, 5-19, 5-20, 5-25, 5-50,

5-75, 5-100, 5-200, 5-300, 5-400, 5-500, 5-560)를 검정하는 것을 포함하는 방법을 제공한다.

이 기술은 평가된 메틸화 상태에 제한되지 않는다. 일부 구현예에서 샘플에서 마커의 메틸화 상태를 평가하는[0093]

것은 하나의 염기의 메틸화 상태를 결정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 샘플에서 마커의 메틸화 상태를

검정하는 것은 복수의 염기에서 메틸화 정도를 결정하는 것을 포함한다. 더욱이, 일부 구현예에서 마커의 메틸

화 상태는 마커의 정상 메틸화 상태에 비해 마커의 증가된 메틸화를 포함한다. 일부 구현예에서, 마커의 메틸화

상태는 마커의 정상 메틸화 상태에 비해 마커의 감소된 메틸화를 포함한다. 일부 구현예에서, 마커의 메틸화 상

태는 마커의 정상 메틸화 상태에 비해 마커의 다른 패턴의 메틸화를 포함한다.

또한, 일부 구현예에서 마커는 100개 이하의 염기의 영역이고, 마커는 500개 이하의 염기의 영역이고, 마커는[0094]

1000개 이하의 염기의 영역이고, 마커는 5000개 이하의 염기의 영역이거나, 일부 구현예에서, 마커는 하나의 염

기이다. 일부 구현예에서 마커는 높은 CpG 밀도 프로모터에 있다.

이 기술은 샘플 유형에 의해 제한되지 않는다. 예를 들어, 일부 구현예에서 샘플은 대변 샘플, 조직 샘플(예를[0095]

들어, 난소 조직 샘플), 혈액 샘플(예를 들어, 혈장, 혈청, 전혈), 배설물 또는 소변 샘플이다.

또한, 이 기술은 메틸화 상태를 결정하는 데 사용되는 방법에 제한되지 않는다. 일부 구현예에서, 검정은 메틸[0096]

화 특이적 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 또는 표

적 포획을 사용하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 검정은 메틸화 특이적 올리고뉴클레오타이드의 사용을 포

함한다. 일부 구현예에서, 이 기술은 메틸화 상태, 예를 들어, 합성에 의한 시퀀싱, 실시간(예를 들어, 단일 분

자) 시퀀싱, 비드 에멀젼 시퀀싱, 나노포어 시퀀싱 등을 결정하기 위해 대량 병렬 시퀀싱(massively parallel

sequencing)(예를 들어, 차세대 시퀀싱)을 사용한다.

이 기술은 DMR을 검출하기 위한 시약을 제공하는데, 예를 들어, 일부 구현예에서는 서열 번호 1-283에 의해 제[0097]

공된 서열을 포함하는 올리고 뉴클레오타이드 세트가 제공된다(표 1C 및 6B 참조). 일부 구현예에서 DMR에서 염
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기를 갖는 염색체 영역에 상보적인 서열을 포함하는 올리고뉴클레오타이드, 예를 들어, DMR의 메틸화 상태에 민

감한 올리고뉴클레오타이드가 제공된다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0098]

AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,  ELMO1_C,

EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,  ITGA4_B,

KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-110626832,

MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A, 6B; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포

함한다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0099]

MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역

을 포함한다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0100]

PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시예 I

참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0101]

BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을

포함한다.

기술은 투명 세포 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서[0102]

마커는 TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예

I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 투명 세포 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서[0103]

마커는 MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염

색체 영역을 포함한다.

기술은 투명 세포 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서[0104]

마커는 NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는

염색체 영역을 포함한다.

기술은 투명 세포 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서[0105]

마커는  AGRN_8794,  BHLHE23_8339,  EPS8L2_F,  RASSF1_8293,  MDFI_6321,  SKI,  GYPC_C,  NKX2-6_4159,

LOC100131366, FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참

조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 자궁내막양 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에[0106]

서 마커는 PARP15,  GPRIN1_A,  GYPC1_A,  FLJ34208,  MAX.chr1.147790358-147790381,  FAIM2_A,  SH2B3,  KCNQ5,

IRF4, 및 BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 자궁내막양 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에[0107]

서  마커는  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-
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14926671, MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체

영역을 포함한다.

기술은 자궁내막양 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에[0108]

서  마커는  NCOR2,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr11.14926602-14926671,  DSCR6,

GPRIN1_A, CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한

다.

기술은 자궁내막양 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에[0109]

서 마커는 BCAT1_6015, EPS8L2_F, SKI, NKX2-6_4159, C1QL3_B, GPRIN1_B, PARP15, OXT_C, SIM2_B, DNMT3A_A,

및 CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 점액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0110]

커는 CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실

시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 점액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0111]

커는  NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 점액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0112]

커는 NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조)인

주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 점액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0113]

커는  BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조)인 주석을 갖는

염색체 영역을 포함한다.

기술은 장액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0114]

커는  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAML3,  NR2F6,  DNMT3A_A,  SKI,  SOBP,  UBTF,  AGRN_C,

MAX.chr12.30975740-30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 장액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0115]

커는  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 장액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0116]

커는 NCOR2, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr6.10382190-10382225, IFFO1_A, GDF6, 및 C2CD4D (표 5A;

실시예 I 참조)인 주석을 갖는 염색체 영역을 포함한다.

기술은 장액성 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마[0117]

커는 SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조)인 주석을 갖는 염

색체 영역을 포함한다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0118]

GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  SRC  (예를  들어,  SRC_A,

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예 III 참조)인 주석을 갖는 염

색체 영역을 포함한다. 

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0119]

ATP10A  (예를  들어,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  ATP10A_E),  EPS8L2  (예를  들어,  EPS8L2_A,

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를
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들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조)인 주석을 갖는

염색체 영역을 포함한다.

기술은 난소암을 확인하는 데 사용되는 마커의 다양한 패널을 제공하고, 예를 들어, 일부 구현예에서 마커는[0120]

ATP10A  (예를  들어,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  ATP10A_E),  EPS8L2  (예를  들어,  EPS8L2_A,

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조)인 주석을 갖는

염색체 영역을 포함한다.

키드 구현예가 제공되고, 예를 들어, 키트는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약 (예를 들어,[0121]

메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약); 및 DMR 1-560 (표 1A 및 6A)으로 이

루어진 군으로부터 선택된 DMR로부터의 서열을 포함하고 난소암 또는 하위유형의 OC (예를 들어, 투명 세포 OC,

자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)를 가지고 있지 않는 대상체과 연관된 메틸화 상태를 갖는 대조군 핵산을

포함한다. 일부 구현예에서, 키트는 본원에 기재된 바와 같은 중아황산염 시약 및 올리고뉴클레오티드를 포함한

다. 일부 구현예에서, 키트는 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약 (예를 들어, 메틸화 민감성

제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약); 및 DMR 1-560(표 1A 및 6A)로 이루어진 군으로부터

선택된 DMR로부터의 서열을 포함하고 난소암 또는 하위유형의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양

OC, 점액성 OC, 장액성 OC)가 있는 대상체과 연관된 메틸화 상태를 갖는 대조군 핵산을 포함한다. 일부 키트 구

현예는 대상체의 샘플 (예를 들어, 대변 샘플; 난소 조직 샘플; 혈장 샘플, 혈청 샘플, 전혈 샘플)을 얻기 위한

샘플 수집기; 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약 (예를 들어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸

화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약); 및 본원에 기재된 올리고뉴클레오티드를 포함한다.

이 기술은 조성물(예를 들어, 반응 혼합물)의 구현예와 관련된다. 일부 구현예에서, DMR을 포함하는 핵산 및 메[0122]

틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효

소 및 중아황산염 시약)을 포함하는 조성물이 제공된다. 일부 구현예는 DMR을 포함하는 핵산 및 본원에 설명된

바와 같은 올리고뉴클레오타이드를 포함하는 조성물을 제공한다. 일부 구현예는 DMR을 포함하는 핵산 및 메틸화

민감성 제한 효소를 포함하는 조성물을 제공한다. 일부 구현예는 DMR을 포함하는 핵산 및 중합효소를 포함하는

조성물을 제공한다.

추가의 관련된 방법 구현예는 대상체로부터 얻은 샘플 (예를 들어, 난소 조직 샘플; 혈장 샘플; 대변 샘플)에서[0123]

난소암 및/또는 다양한 형태의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 스

크리닝하기 위해 제공되고, 예를 들어, 상기 방법은 DMR 1-506 (표 1A 및 6A) 중 하나 이상인 DMR에서 염기를

포함하는 샘플에서 마커의 메틸화 상태를 결정하는 단계; 대상 샘플로부터의 마커의 메틸화 상태를 난소암 (예

를 들어, 난소암 및/또는 난소암의 형태: 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)이 없는 대상체

로부터의 정상 대조군 샘플로부터의 마커의 메틸화 상태와 비교하는 단계; 및 대상 샘플과 정상 대조군 샘플의

메틸화 상태의 차이의 신뢰 구간 및/또는 p  값을 결정하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 신뢰 구간은

90%, 95%, 97.5%, 98%, 99%, 99.5%, 99.9% 또는 99.99%이고 p 값은 0.1, 0.05, 0.025, 0.02, 0.01, 0.005,

0.001, 또는 0.0001이다. 방법의 일부 구현예는 DMR을 포함하는 핵산을 메틸화 특이적 방식으로 핵산을 변형할

수 있는 시약(예를 들어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약)과 반응시켜,

예를 들어, 메틸화 특이적 방식으로 변형된 핵산을 생산하는 단계; 메틸화 특이적 방식으로 변형된 핵산의 염기

서열을 시퀀싱하여 메틸화 특이적 방식으로 변형된 핵산의 뉴클레오타이드 서열을 제공하는 단계; 메틸화 특이

적 방식으로 변형된 핵산의 뉴클레오티드 서열을 난소암 및/또는 난소암의 형태가 없는 대상체로부터의 DMR을

포함하는 핵산의 뉴클레오티드 서열과 비교하여 2개의 서열의 차이를 확인하는 단계; 및 차이가 있는 경우 대상

체가 난소암 및/또는 난소암의 형태 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)를 갖는

것으로 확인하는 단계.

대상체로부터 얻은 샘플에서 난소암을 스크리닝하기 위한 시스템이 이 기술에 의해 제공된다. 시스템의 예시적[0124]

인 구현예는, 예를 들어, 대상체로부터 얻은 샘플 (예를 들어, 난소 조직 샘플; 혈장 샘플; 대변 샘플)에서 난

소암 및/또는 난소암의 유형 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 스크리닝하기
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위한 시스템을 포함하고, 상기 시스템은 샘플의 메틸화 상태를 결정하도록 구성된 분석 구성요소, 샘플의 메틸

화 상태를 데이터베이스에 기록된 대조용 샘플 또는 기준 샘플 메틸화 상태와 비교하도록 구성된 소프트웨어 구

성요소, 및 사용자에게 난소암 관련 메틸화 상태를 경고하도록 구성된 경고 구성요소를 포함한다. 경고는 일부

구현예에서 다중 검정(예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같이 다중 마커, 예를 들어, DMR의 메틸화 상태

결정)으로부터 결과를 수신하고 여러 결과를 기반으로 보고하기 위한 값 또는 결과를 계산하는 소프트웨어 구성

요소에 의해 결정된다. 일부 구현예는 사용자(예를 들어, 의사, 간호사, 임상의 등)에게 보고하기 위한 값 또는

결과 및/또는 경고를 계산하는 데 사용하기 위해 본원에 제공된 각 DMR과 연관된 가중치 매개 수의 데이터베이

스를 제공한다. 일부 구현예에서 다중 검정으로부터의 모든 결과가 보고되고 일부 구현예에서 하나 이상의 결과

가 대상체에서 암 위험을 나타내는 다중 검정으로부터의 하나 이상의 결과의 복합에 기초하여 점수, 값 또는 결

과를 제공하기 위해 사용된다.

시스템의 일부 구현예에서, 샘플은 DMR을 포함하는 핵산을 포함한다. 일부 구현예에서, 시스템은 핵산을 분리하[0125]

기 위한 구성요소, 샘플을 수집하기 위한 구성요소, 예컨대 대변 샘플을 수집하기 위한 구성요소를 추가로 포함

한다. 일부 구현예에서, 시스템은 DMR을 포함하는 핵산 서열을 포함한다. 일부 구현예에서 데이터베이스는 난소

암 및/또는 특정 유형의 난소암(예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)이 없는 대상

체로부터의 핵산 서열을 포함한다. 또한, 핵산, 예를 들어, 핵산 세트가 제공되며, 각 핵산은 DMR을 포함하는

서열을 갖는다. 일부 구현예에서, 핵산 세트는 각각의 핵산이 난소암 및/또는 특정 유형의 난소암이 없는 대상

체로부터의 서열을 갖는다. 관련 시스템 구현예는 설명된 바와 같은 핵산 세트 및 이 핵산 세트와 관련된 핵산

서열의  데이터베이스를  포함한다.  일부  구현예는  메틸화  특이적  방식으로  DNA를  변형할  수  있는  시약(예를

들어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약)을 추가로 포함한다. 그리고, 일

부 구현예는 핵산 시퀀서를 추가로 포함한다.

특정 구현예에서, 인간 환자의 샘플(예를 들어, 난소 조직 샘플; 혈장 샘플; 전혈 샘플; 혈청 샘플; 대변 샘[0126]

플)을 특성화하는 방법이 제공된다. 예를 들어, 일부 구현예에서 이러한 구현예는 인간 환자의 샘플로부터 DNA

를 수득하는 단계; 표 1A 및 6A의 DMR 1-560로 이루어진 군에서 선택된 메틸화 가변 영역(DMR)의 염기를 포함하

는 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태를 검정하는 단계; 및 하나 이상의 DNA 메틸화 마커의 검정된 메틸화 상태를

난소암 및/또는 특정 유형 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)이 없는 인

간 환자에 대한 하나 이상의 DNA 메틸화 마커에 대한 메틸화 수준 기준과 비교하는 단계를 포함한다.

이러한  방법은  인간  환자의  특정  유형의  샘플에  제한되지  않는다.  일부  구현예에서,  샘플은  난소  조직[0127]

샘플이다. 일부 구현예에서, 샘플은 혈장 샘플이다. 일부 구현예에서, 샘플은 대변 샘플, 조직 샘플, 난소 조직

샘플, 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 혈청 샘플), 또는 소변 샘플이다.

일부 구현예에서, 이러한 방법은 복수의 DNA 메틸화 마커 (예를 들어, 1-4, 1-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10, 1-11,[0128]

1-12, 1-13, 1-14, 1-15, 1-16, 1-17, 1-18, 1-19, 1-20, 1-25, 1-50, 1-75, 1-100, 1-200, 1-300, 1-400, 1-

500, 1-560) (예를 들어, 2-4, 2-6, 2-7, 2-8, 2-9, 2-10, 2-11, 2-12, 2-13, 2-14, 2-15, 2-16, 2-17, 2-18,

2-19, 2-20, 2-25, 2-50, 2-75, 2-100, 2-200, 2-300, 2-400, 2-500, 2-560) (예를 들어, 3-4, 3-6, 3-7, 3-

8, 3-9, 3-10, 3-11, 3-12, 3-13, 3-14, 3-15, 3-16, 3-17, 3-18, 3-19, 3-20, 3-25, 3-50, 3-75, 3-100, 3-

200, 3-300, 3-400, 3-500, 3-560) (예를 들어, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-

15, 4-16, 4-17, 4-18, 4-19, 4-20, 4-25, 4-50, 4-75, 4-100, 4-200, 4-300, 4-400, 4-500, 4-560) (예를 들

어, 5-6, 5-7, 5-8, 5-9, 5-10, 5-11, 5-12, 5-13, 5-14, 5-15, 5-16, 5-17, 5-18, 5-19, 5-20, 5-25, 5-50,

5-75, 5-100, 5-200, 5-300, 5-400, 5-500, 5-560)를 검정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법

은 2 내지 11개의 DNA 메틸화 마커를 검정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법은 12개 내지 120

개의 DNA 메틸화 마커를 검정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법은 2개 내지 375개의 DNA 메틸

화 마커를 검정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법은 샘플에서 하나 이상의 DNA 메틸화 마커의

메틸화 상태를 검정하는 것을 포함하며, 하나의 염기의 메틸화 상태를 결정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에

서, 이러한 방법은 샘플에서 하나 이상의 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태를 검정하는 것을 포함하며, 복수의 염

기에서 메틸화 정도를 결정하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법은 순방향 가닥의 메틸화 상태를

검정하거나 역방향 가닥의 메틸화 상태를 검정하는 것을 포함한다.

일부 구현예에서, DNA 메틸화 마커는 100개 이하의 염기 영역이다. 일부 구현예에서, DNA 메틸화 마커는 500개[0129]

이하의 염기 영역이다. 일부 구현예에서, DNA 메틸화 마커는 1000개 이하의 염기 영역이다. 일부 구현예에서,

DNA 메틸화 마커는 5000개 이하의 염기 영역이다. 일부 구현예에서, DNA 메틸화 마커는 하나의 염기이다. 일부
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구현예에서, DNA 메틸화 마커는 높은 CpG 밀도 프로모터에 있다.

일부 구현예에서, 검정은 메틸화 특이적 중합 효소 연쇄 반응, 핵산 서열 분석, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴[0130]

클레아제, 질량 기반 분리 또는 표적 포획을 사용하는 것을 포함한다.

일부 구현예에서, 검정은 메틸화 특이적 올리고뉴클레오타이드의 사용을 포함한다. 일부 구현예에서, 메틸화 특[0131]

이적 올리고뉴클레오타이드는 서열 번호 1-283(표 1C 및 6B)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부  구현예에서,  AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,[0132]

ELMO1_B, ELMO1_C, EMX1, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D, FAIM2_A, FLJ34208_A, GPRIN1, GYPC_A,

INA_A,  ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,

MAX.chr1.110626771-110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,

MAX.chr15.28351937-28352173,  MAX.chr15.28352203-28352671,  MAX.chr15.29131258-29131734,

MAX.chr4.8859995-8860062,  MAX.chr5.42952182-42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,

PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,  SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,

VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,

IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,  MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,

MAX.chr17.76254728-76254841, MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A, 6B; 실시예 I 참조)

로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,[0133]

MAX.chr17.76254728-76254841,  MAX.chr14.102172350-102172770,  RASAL3,  BZRAP1,  및 LIMD2  (표 3;  실시예 I

참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D[0134]

(표  4A;  실시예  I  참조)로  이루어진  군으로부터  선택된  주석을  갖는  염색체  영역은  DNA  메틸화  마커를

포함한다.

일부 구현예에서, BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조)로 이루어진[0135]

군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표[0136]

2A; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-[0137]

147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으

로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, NCOR2, MT1A_B, CELF2_A, PALLD, PRDM14, PARP15, TACC2_A, MAX.chr1.147790358-147790381,[0138]

BCAT1, MAX.chr11.14926602-14926671, AGRN_B, MAX.chr6.10382190-10382225, DSCR6, MAML3_A, SKI, GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조)로 이루어진 군

으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159,[0139]

LOC100131366, FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참

조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  PARP15,  GPRIN1_A,  GYPC1_A,  FLJ34208,  MAX.chr1.147790358-147790381,  FAIM2_A,  SH2B3,[0140]

KCNQ5, IRF4, 및 BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA

메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0141]

MAX.chr11.14926602-14926671, MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조)로

이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  NCOR2,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr11.14926602-14926671,[0142]
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DSCR6, GPRIN1_A, CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된

주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,[0143]

DNMT3A_A, 및 CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA

메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  CMTM3_A,  ATP10A_C,  TSHZ3,  ZMIZ1_B,  ATP10A_B,  ELMO1_B,  TACC2_A,  LRRC4,  VIM,  및[0144]

ZNF382_A (표 2C; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를

포함한다.

일부  구현예에서,  NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0145]

AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주

석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예[0146]

I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,[0147]

ATP10A_E, CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조)로 이

루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAML3,  NR2F6,  DNMT3A_A,  SKI,  SOBP,  UBTF,  AGRN_C,[0148]

MAX.chr12.30975740-30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는

염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,[0149]

SKI, NR2F6, IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택

된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부  구현예에서,  NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및[0150]

C2CD4D (표 5A; 실시예 I 참조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를

포함한다.

일부 구현예에서, SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조)로 이[0151]

루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들[0152]

어,  SRC_A,  SRC_B),  SIM2  (예를  들어,  SIM2_A,  SIM2_B),  AGRN  (예를  들어,  AGRN_A,  AGRN_B,  AGRN_C,

AGRN_8794), FAIM2 (예를 들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CELF2 (예를 들어, CELF2_A, CELF2_B), DSCR6, GYPC (예

를 들어, GYPC_A, GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예 III 참

조)로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들[0153]

어, EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를 들어, C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를 들어,

FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,

ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, SIM2_A, AGRN_8794, BCAT1_6015, KCNA3_7518, KCNA3_7320, LOC10013136, GYPC_C, SRC (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조)로 이루어진 군으

로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역은 DNA 메틸화 마커를 포함한다.

일부 구현예에서, 이러한 방법은 2개의 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태를 결정하는 것을 포함한다. 일부 구현예[0154]

에서, 이러한 방법은 표 1A 및/또는 6A의 행에 제공된 DNA 메틸화 마커 쌍의 메틸화 상태를 결정하는 것을 포함

한다.

특정 구현예에서, 이 기술은 인간 환자로부터 수득한 샘플(예를 들어, 난소 조직 샘플; 혈장 샘플; 전혈 샘플;[0155]

혈청 샘플; 대변 샘플)을 특성화하는 방법을 제공한다. 일부 구현예에서, 이러한 방법은 표 1A 및 6A의 DMR 1-
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560로 이루어진 군으로부터 선택된 DMR의 염기를 포함하는 샘플에서 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태를 결정하는

단계; 환자 샘플의 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태를 및/또는 특정 형태의 난소암(예를 들어, 투명 세포 OC, 자

궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)가 없는 인간 대상체의 정상 대조군 샘플의 DNA 메틸화 마커의 메틸화 상태

와 비교하는 단계; 및 인간 환자의 메틸화 상태와 정상 대조군 샘플의 메틸화 상태의 차이의 신뢰 구간 및/또는

p 값을 결정하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 신뢰 구간은 90%, 95%, 97.5%, 98%, 99%, 99.5%, 99.9%

또는 99.99%이고 p 값은 0.1, 0.05, 0.025, 0.02, 0.01, 0.005, 0.001, 또는 0.0001이다.

특정 구현예에서, 이 기술은 인간 대상체로부터 수득한 샘플(예를 들어, 난소암 조직 샘플;; 혈장 샘플; 전혈[0156]

샘플; 혈청 샘플; 대변 샘플)을 특성화하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 DMR을 포함하는 핵산을 메틸화 특이

적 방식으로 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중

아황산염 시약)과 반응시켜 메틸화 특이적 방식으로 변형된 핵산을 생성하는 단계; 메틸화 특이적 방식으로 변

형된 핵산을 시퀀싱하여 메틸화 특이적 방식으로 변형된 핵산의 뉴클레오타이드 서열을 제공하는 단계; 메틸화

특이적 방식으로 변형된 핵산의 뉴클레오타이드 서열을 난소암이 없는 대상체의 DMR을 포함하는 핵산의 뉴클레

오타이드 서열과 비교하여 두 서열의 차이를 확인하는 단계를 포함한다.

특정 구현예에서,  이  기술은 인간 대상체로부터 수득한 샘플(예를 들어, 난소 조직 샘플; 혈장 샘플; 대변[0157]

샘플)을 특성화하기 위한 시스템을 제공하며, 상기 시스템은 샘플의 메틸화 상태를 결정하도록 구성된 분석 구

성요소, 샘플의 메틸화 상태를 데이터베이스에 기록된 대조용 샘플 또는 기준 샘플 메틸화 상태와 비교하도록

구성된 소프트웨어 구성요소, 및 메틸화 상태의 조합을 기반으로 단일 값을 결정하고 사용자에게 난소암 관련

메틸화 상태를 경고하도록 구성된 경고 구성요소를 포함한다. 일부 구현예에서, 샘플은 DMR을 포함하는 핵산을

포함한다.

일부 구현예에서, 이러한 시스템은 핵산을 분리하기 위한 성분을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 이러한 시[0158]

스템은 샘플을 수집하기 위한 구성요소를 추가로 포함한다.

일부 구현예에서, 샘플은 대변 샘플, 조직 샘플, 난소 조직 샘플, 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플,[0159]

혈청 샘플) 또는 소변 샘플이다.

일부 구현예에서, 데이터베이스는 DMR을 포함하는 핵산 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 데이터베이스는 난[0160]

소암이 없는 대상체로부터의 핵산 서열을 포함한다.

추가 구현예는 본원에 함유된 교시에 기초하여 관련 기술 분야의 숙련자에게 명백할 것이다.[0161]

도면의 간단한 설명

도 1: 표 1A 및 6A에 인용된 다양한 메틸화된 DNA 마커 및 관련 프라이머 및 프로브 정보에 사용되는 마커 염색[0162]

체 영역. PCR 표적 영역에서 자연 발생 서열(WT) 및 중아황산염 변형 서열(BST)이 도시된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0163]

본 기술에 대한 이해를 돕기 위해 여러 용어와 구문이 아래에 정의되어 있다. 추가 정의가 상세한 설명 전체에[0164]

명시되어 있다.

명세서 및 청구범위 전체에 걸쳐, 다음 용어는 문맥이 명백하게 달리 지시하지 않는 한, 본원에서 명시적으로[0165]

연관된 의미를 취한다. 본원에 사용된 "한 구현예에서"라는 문구는 반드시 동일한 구현예를 지칭하는 것은 아니

지만, 그럴 수도 있다. 또한, 본원에 사용된 "다른 구현예에서"라는 문구는 반드시 다른 구현예를 지칭하는 것

은 아니지만, 그럴 수도 있다. 따라서, 후술하는 바와 같이, 본 발명의 다양한 구현예는 본 발명의 범위 또는

사상을 벗어나지 않고 쉽게 결합될 수 있다.

또한, 본원에 사용된 용어 "또는"은 포괄적인 "또는" 연산자이며 문맥이 달리 명시하지 않는 한 "및/또는"이라[0166]

는 용어와 동일하다. "기반"이라는 용어는 배타적이지 않으며 문맥에서 달리 명시하지 않는 한 설명되지 않은

추가 요소를 기반으로 할 수 있다. 또한, 명세서 전반에 걸쳐 "a", "an" 및 "the"의 의미는 복수형 언급을 포함

한다. "~ 내에(in)"의 의미는 "~ 내에" 및 "~ 상에(on)"를 포함한다.

본원의 청구범위에 사용된 연결구(transitional phrase) "본질적으로 이루어진"은, In re Herz, 537 F.2d 549,[0167]

551-52, 190 USPQ 461, 463 (CCPA 1976)에 논의된 바와 같이, 청구범위를 특정 재료 또는 단계 "및 청구된 발
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명의 기본 및 신규 특성(들)에 실질적으로 영향을 미치지 않는 것들"로 제한한다. 예를 들어, 언급된 요소로 "

본질적으로 이루어진" 조성물은 오염 물질이 비록 존재하더라도 순수한 조성물, 즉 언급된 요소로 "이루어진"

조성물과  비교하여 언급된 조성물의 기능을 변경하지 않는 수준으로 언급되지 않은 오염 물질을 함유할 수

있다.

본원에 사용된 "핵산" 또는 "핵산 분자"는 일반적으로 변형되지 않거나 변형된 DNA 또는 RNA일 수 있는 임의의[0168]

리보핵산 또는 데옥시리보핵산을 지칭한다. "핵산"은 제한 없이 단일 가닥 및 이중 가닥 핵산을 포함한다. 본원

에 사용된 용어 "핵산"은 또한 하나 이상의 변형된 염기를 함유하는 상술한 바와 같은 DNA를 포함한다. 따라서

안정성이나 다른 이유로 변형된 백본을 가진 DNA는 "핵산"이다. 본원에 사용된 용어 "핵산"은 이러한 화학적으

로, 효소적으로 또는 대사적으로 변형된 형태의 핵산뿐만 아니라, 예를 들어, 단순 및 복합 세포를 포함하는 바

이러스 및 세포의 특징적인 DNA의 화학적 형태를 포함한다.

용어 "올리고뉴클레오타이드" 또는 "폴리뉴클레오타이드" 또는 "뉴클레오타이드" 또는 "핵산"은 2개 이상, 바람[0169]

직하게는 3개 이상, 및 일반적으로 10개 이상의 데옥시리보뉴클레오타이드 또는 리보뉴클레오타이드를 갖는 분

자를 지칭한다. 정확한 크기는 많은 요인에 따라 달라지며, 이는 궁극적인 기능 또는 올리고뉴클레오타이드의

사용에 따라 달라진다. 올리고뉴클레오타이드는 화학적 합성, DNA 복제, 역전사 또는 이들의 조합을 포함하는

임의의 방식으로 생성될 수 있다. DNA의 전형적인 데옥시리보뉴클레오타이드는 티민, 아데닌, 사이토신 및 구아

닌이다. RNA의 전형적인 리보뉴클레오타이드는 우라실, 아데닌, 사이토신 및 구아닌이다.

본원에  사용된,  핵산의  "유전자좌"  또는  "영역"이라는  용어는  핵산의  하위  영역,  예를  들어,  염색체상의[0170]

유전자, 단일 뉴클레오타이드, CpG 섬 등을 지칭한다.

용어 "상보적(complementary)" 및 "상보성(complementarity)"은 염기쌍 규칙에 의해 관련된 뉴클레오타이드(예[0171]

를 들어, 1개의 뉴클레오타이드) 또는 폴리뉴클레오타이드(예를 들어, 뉴클레오타이드 서열)를 지칭한다. 예를

들어, 서열 5'-A-G-T-3'는 서열 3'-T-C-A-5'에 상보적이다. 상보성은 염기쌍 규칙에 따라 핵산 염기의 일부만

일치하는 "부분적"일 수 있다. 또는, 핵산 사이에 "완전한" 또는 "전체" 상보성이 있을 수 있다. 핵산 가닥 사

이의 상보성의 정도는 핵산 가닥 사이의 하이브리드화의 효율성과 강도에 영향을 미친다. 이것은 증폭 반응과

핵산 사이의 결합에 의존하는 검출 방법에서 특히 중요하다.

용어 "유전자"는 RNA, 또는 폴리펩타이드 또는 이의 전구체의 생산에 필요한 코딩 서열을 포함하는 핵산(예를[0172]

들어, DNA 또는 RNA) 서열을 지칭한다. 기능성 폴리펩타이드는 폴리펩타이드의 원하는 활성 또는 기능적 특성

(예를 들어, 효소 활성, 리간드 결합, 신호 전달 등)이 유지되는 한 전장 코딩 서열 또는 코딩 서열의 임의의

부분(portion)에 의해 코딩될 수 있다. 유전자와 관련하여 사용될 때 용어 "부분"은 그 유전자의 단편을 의미한

다. 단편은 몇 개의 뉴클레오타이드부터 전체 유전자 서열에서 하나의 뉴클레오타이드를 뺀 크기까지 다양하다.

따라서 "유전자의 적어도 일부를 포함하는 뉴클레오타이드"는 유전자의 단편 또는 전체 유전자를 포함할 수 있

다.

용어 "유전자"는 또한 구조적 유전자의 코딩 영역을 포괄하고 유전자가 전장 mRNA(예를 들어, 코딩, 조절, 구조[0173]

및 기타 서열 포함)의 길이에 해당하도록, 예를 들어, 양 말단에서 약 1kb의 거리에 대해 5' 및 3' 말단 모두에

서 코딩 영역에 인접하여 위치하는 서열을 포함한다. 코딩 영역의 5'에 위치하고 mRNA에 존재하는 서열은 5' 비

번역(non-translated) 또는 미번역(untranslated) 서열로 지칭된다. 코딩 영역의 3' 또는 다운스트림에 위치하

고 mRNA에 존재하는 서열은 3' 비번역 또는 3' 미번역 서열로 지칭된다. 용어 "유전자"는 유전자의 cDNA 및 게

놈 형태를 모두 포함한다. 일부 유기체(예를 들어, 진핵생물)에서, 유전자의 게놈 형태 또는 클론은 "인트론

(intron)" 또는 "개재 영역(intervening region)" 또는 "개재 서열(intervening sequence)"이라고 하는 비코딩

서열로 중단된 코딩 영역을 함유한다. 인트론은 핵 RNA(hnRNA)로 전사되는 유전자의 일부이다; 인트론은 인핸서

(enhancer)와 같은 조절 요소를 함유할 수 있다. 인트론은 핵 또는 1차 성적표에서 제거되거나 "분리"된다. 따

라서 인트론은 메신저 RNA(mRNA) 전사체에 없다. mRNA는 번역 중에 기능하여 초기(nascent) 폴리펩타이드에서

아미노산의 서열 또는 순서를 지정한다.

인트론을 함유하는 것 외에도, 유전자의 게놈 형태는 RNA 전사체에 존재하는 서열의 5' 및 3' 말단 모두에 위치[0174]

한 서열을 포함할 수도 있다. 이들 서열은 "플랭킹(flanking)" 서열 또는 영역으로 지칭된다(이들 플랭킹 서열

은 mRNA 전사체에 존재하는 비번역 서열에 대해 5' 또는 3'에 위치함). 5' 플랭킹 영역은 유전자의 전사를 제어

하거나 전사에 영향을 미치는 프로모터 및 인핸서와 같은 조절 서열을 함유할 수 있다. 3' 플랭킹 영역은 전사

의 종결, 전사 후 절단 및 폴리아데닐화를 지시하는 서열을 함유할 수 있다.
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유전자를 언급할 때 용어 "야생형"은 자연 발생 공급원으로부터 분리된 유전자의 특성이 있는 유전자를 지칭한[0175]

다. 유전자 산물을 언급할 때 용어 "야생형"은 자연 발생 공급원으로부터 분리된 유전자 산물의 특성이 있는 유

전자 산물을 지칭한다. 대상물에 적용되는 용어 "자연 발생"은 대상물이 자연에서 발견될 수 있다는 사실을 의

미한다. 예를 들어, 자연의 공급원으로부터 분리될 수 있고 실험실에서 사람의 손에 의해 의도적으로 변형되지

않은 유기체(바이러스 포함)에 존재하는 폴리펩타이드 또는 폴리뉴클레오타이드 서열은 자연 발생인 것이다. 야

생형 유전자는 종종 집단에서 가장 빈번하게 관찰되는 유전자 또는 대립 유전자이며, 따라서 유전자의 "정상"

또는 "야생형" 형태로 임의로 지정된다. 대조적으로, 유전자 또는 유전자 산물을 언급할 때 용어 "변형된" 또는

"돌연변이"는 야생형 유전자 또는 유전자 산물과 비교할 때 각각 서열 및/또는 기능적 특성(예를 들어, 변경된

특성)에서 변형을 나타내는 유전자 또는 유전자 산물을 지칭한다. 자연 발생 돌연변이는 분리될 수 있음을 주목

한다; 이들은 야생형 유전자 또는 유전자 산물과 비교할 때 특성이 변경되었다는 사실로 확인된다.

용어 "대립 유전자"는 유전자의 변이를 지칭하며; 변이는 변이체 및 돌연변이체, 다형성 유전자좌, 및 단일 뉴[0176]

클레오타이드 다형성 유전자좌, 프레임시프트(frameshift) 및 스플라이스 돌연변이를 포함하나 이에 제한되지

않는다. 대립 유전자는 집단에서 자연 발생하거나 집단의 임의의 특정 개체의 일생 동안 발생할 수 있다. 

뉴클레오타이드  서열에  관하여  사용될  때  용어  "변이체"  및  "돌연변이체"는  하나  이상의  뉴클레오타이드가[0177]

다른, 일반적으로 관련된 뉴클레오타이드 산 서열과 다른 핵산 서열을 지칭한다. "변이"는 2개의 다른 뉴클레오

타이드 서열 간의 차이이다; 전형적으로 하나의 서열이 기준 서열이다.

"증폭"은 템플릿 특이성을 포함하는 핵산 복제의 특별한 경우이다. 이는 비특이적 템플릿 복제(예를 들어, 템플[0178]

릿에 따라 다르지만 특정 템플릿에 의존하지 않는 복제)와 대조된다. 여기서 템플릿 특이성은 복제 충실도(예를

들어,  적절한  폴리뉴클레오타이드  서열의  합성)  및  뉴클레오타이드(리보-  또는  데옥시리보-)  특이성과

구별된다. 템플릿 특이성은 "표적" 특이성 측면에서 자주 설명된다. 표적 서열은 다른 핵산으로부터 분류하고자

하는 의미에서 "표적"이다. 증폭 기술은 주로 이러한 분류를 위해 설계되었다.

핵산과 관련하여 용어 "증폭하는(amplifying)" 또는 "증폭(amplification)"은 전형적으로 소량의 폴리뉴클레오[0179]

타이드(예를 들어, 단일 폴리뉴클레오타이드 분자)로부터 시작하는 폴리뉴클레오타이드의 다중 카피 또는 폴리

뉴클레오타이드의 일부의 생성을 의미하고, 여기서 증폭 산물 또는 앰플리콘이 일반적으로 검출될 수 있다. 폴

리뉴클레오타이드의 증폭은 다양한 화학적 및 효소적 과정을 포함한다. 중합효소 연쇄 반응(PCR) 또는 리가아제

연쇄 반응(ligase chain reaction, LCR; 예를 들어, 미국 특허 제5,494,810호 참조; 그 전체가 본원에 참조로

포함됨) 동안 표적 또는 템플릿 DNA 분자의 하나 또는 몇 개의 카피로부터 다중 DNA 카피의 생성은 증폭의 형태

이다. 추가 유형의 증폭은 대립 유전자 특이적 PCR(예를 들어, 미국 특허 제5,639,611호 참조; 그 전체가 본원

에  참조로  포함됨),  어셈블리  PCR(참조:  예를  들어,  미국  특허  제5,965,408호;  그  전체가  본원에  참조로

포함됨), 헬리카제 의존적 증폭(참조: 예를 들어, 미국 특허 제7,662,594호; 그 전체가 본원에 참조로 포함됨),

핫-스타트 PCR(참조: 예를 들어, 미국 특허 제5,773,258호 및 제5,338,671호; 각각 그 전체가 본원에 참조로 포

함됨), 서열간 특이적 PCR, 역 PCR(참조: 예를 들어, Triglia, 등 (1988) Nucleic Acids Res., 16: 8186; 그

전체가  본원에  참조로  포함됨),  결찰  매개된  PCR(참조:  예를  들어,  Guilfoyle,  R.  등,  Nucleic  Acids

Research, 25: 1854-1858 (1997); 미국 특허 제5,508,169호; 각각 그 전체가 본원에 참조로 포함됨), 메틸화

특이적 PCR(참조: 예를 들어, Herman, 등, (1996) PNAS 93(13) 9821-9826 참조; 그 전체가 본원에 참조로 포함

됨), 미니프라이머 PCR, 다중 결찰 의존성 프로브 증폭(참조: 예를 들어, Schouten, 등, (2002) Nucleic Acids

Research  30(12):  e57;  그  전체가  본원에  참조로  포함됨),  다중  PCR(참조:  예를  들어,  Chamberlain,  등,

(1988) Nucleic Acids Research 16(23) 11141-11156; Ballabio, 등, (1990) Human Genetics 84(6) 571-573;

Hayden, 등, (2008) BMC Genetics 9:80; 각각 그 전체가 본원에 참조로 포함됨), 네스티드(nested) PCR, 중첩-

확장 PCR(참조: 예를 들어, Higuchi, 등, (1988) Nucleic Acids Research 16(15) 7351-7367; 그 전체가 본원에

참조로 포함됨), 실시간 PCR(참조: 예를 들어 , Higuchi, 등, (1992) Biotechnology 10: 413-417; Higuchi,

등, (1993) Biotechnology 11: 1026-1030; 각각 그 전체가 본원에 참조로 포함됨), 역전사 PCR(참조: 예를 들

어, Bustin, SA (2000) J. Molecular Endocrinology 25: 169-193 참조; 그 전체가 본원에 참조로 포함됨), 고

체상 PCR, 열 비대칭 인터레이스(thermal asymmetric interlaced) PCR 및 터치다운(Touchdown) PCR(참조: 예를

들어, Don, 등, Nucleic Acids Research (1991) 19(14) 4008; Roux, K. (1994) Biotechniques 16(5) 812-814;

Hecker, 등, (1996) Biotechniques 20(3) 478-485; 각각 그 전체가 본원에 참조로 포함됨)을 포함하나 이에 제

한되지  않는다.  폴리뉴클레오타이드  증폭은  또한  디지털  PCR을  사용하여  수행할  수  있다(참조:  예를  들어,

Kalinina,  등, Nucleic  Acids  Research.  25;  1999-2004,  (1997);  Vogelstein and Kinzler, Proc Natl Acad

Sci USA. 96; 9236-41, (1999); 국제 특허 공개 제WO05023091A2호; 미국 특허출원공보 제20070202525호; 각각
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그 전체가 본원에 참조로 포함됨).

용어 "중합효소 연쇄 반응"("PCR")은 클로닝 또는 정제 없이 게놈 또는 기타 DNA 또는 RNA의 혼합물에서 표적[0180]

서열의 세그먼트 농도를 증가시키는 방법을 설명하는 K.B. Mullis 미국 특허 제4,683,195호, 제4,683,202호 및

제4,965,188호의 방법을 지칭한다. 표적 서열을 증폭하기 위한 이 과정은 원하는 표적 서열을 함유하는 DNA 혼

합물에 과량의 2개의 올리고뉴클레오타이드 프라이머를 도입한 다음, DNA 중합효소의 존재하에 정확한 순서의

열 순환을 도입하는 것으로 구성된다. 상기 2개의 프라이머는 이중 가닥 표적 서열의 각 가닥에 대해 상보적이

다. 증폭을 수행하기 위해, 상기 혼합물을 변성시키고 상기 프라이머를 표적 분자 내의 상보적 서열에 어닐링한

다. 어닐링 후, 상기 프라이머는 새로운 쌍의 상보적 가닥을 형성하기 위해 중합효소로 확장된다. 변성, 프라이

머 어닐링 및 중합효소 연장 단계를 여러 번 반복(즉, 변성, 어닐링 및 연장은 하나의 "주기"를 구성한다; 여러

"주기"가 있을 수 있다)하여 원하는 표적 서열의 고농도의 증폭된 세그먼트를 수득할 수 있다. 원하는 표적 서

열의 증폭된 세그먼트의 길이는 서로에 대한 프라이머의 상대적 위치에 의해 결정되므로, 이 길이는 제어 가능

한 매개변수이다. 공정의 반복적인 측면으로 인해, 이 방법은 "중합효소 연쇄 반응"("PCR")으로 지칭된다. 표적

서열의 원하는 증폭된 세그먼트가 상기 혼합물에서 우세한 서열(농도 측면)이 되기 때문에, 이들은 "PCR 증폭"

이라고 하며 "PCR 산물" 또는 "앰플리콘"이다. 당해 분야의 기술자는 용어 "PCR"이, 예를 들어, 실시간 PCR, 중

첩된 PCR, 역전사 PCR(RT-PCR), 단일 프라이머 및 임의로 프라이밍된 PCR 등을 사용하는 원래 기재된 방법의 많

은 변이체를 포함한다는 것을 이해할 것이다.

템플릿 특이성은 효소 선택에 의해 대부분의 증폭 기술에서 달성된다. 증폭 효소는 사용되는 조건에서 이종의[0181]

핵산 혼합물에서 특정 핵산 서열만 처리하는 효소이다. 예를 들어, Q-베타 복제효소(Q-beta replicase)의 경우

MDV-1  RNA는  상기  복제효소에  대한  특정  템플릿이다(Kacian  등,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  69:  3038

[1972]). 다른 핵산은 이 증폭 효소에 의해 복제되지 않는다. 유사하게, T7 RNA 중합효소의 경우, 이 증폭 효소

는 자체 프로모터에 대해 엄격한 특이성을 가지고 있다(Chamberlin 등, Nature, 228: 227 [1970]). T4 DNA 리

가아제의 경우, 이 효소는 결찰 접합부에서 올리고뉴클레오타이드 또는 폴리뉴클레오타이드 기질과 템플릿 사이

에  불일치가  있는  2개의  올리고뉴클레오타이드 또는 폴리뉴클레오타이드를 결찰하지 않는다(Wu  and  Wallace

(1989) Genomics 4: 560). 마지막으로, 고온에서 기능할 수 있는 능력으로 인해 내열성 템플릿 의존성 DNA 중합

효소(예를 들어, Taq 및 Pfu DNA 중합효소)는 경계가 있는 서열에 대해 높은 특이성을 나타내므로 프라이머에

의해 정의된다; 상기 고온은 비표적 서열과의 혼성화가 아닌 표적 서열과의 프라이머 혼성화를 선호하는 열역학

적 조건을 초래한다(H.A. Erlich (ed.), PCR Technology, Stockton Press [1989]).

본원에 사용된 용어 "핵산 검출 검정"은 관심 핵산의 뉴클레오타이드 조성을 결정하는 임의의 방법을 지칭한다.[0182]

핵산 검출 검정은 DNA  시퀀싱 방법, 프로브 혼성화 방법, 구조 특이적 절단 검정(예를 들어, INVADER  검정

(Hologic,  Inc.)이고,  예를  들어,  모든  목적을  위해  각각  그  전체가  본원에  참조로  포함된  미국  특허  제

5,846,717호, 제5,985,557호, 제5,994,069호, 제6,001,567호, 제6,090,543호 및 제6,872,816호; Lyamichev 등,

Nat. Biotech., 17: 292 (1999), Hall 등, PNAS, USA, 97: 8272 (2000) 및 미국 특허 제9,096,893호에 기술되

어 있음);  효소 불일치 절단 방법(예를 들어, Variagenics,  그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제

6,110,684호, 제5,958,692호, 제5,851,770호); 상술한 중합효소 연쇄 반응(PCR); 분지형 혼성화 방법(예를 들

어, Chiron, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제5,849,481호, 제5,710,264호, 제5,124,246호 및 제

5,624,802호);  롤링  서클  복제(예를 들어,  그  전체가  본원에  참조로  포함된  미국  특허  제6,210,884호,  제

6,183,960호 및 제6,235,502호); NASBA(예를 들어, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제5,409,818

호); 분자 비콘(beacon) 기술(예를 들어, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제6,150,097호); E-센서

기술(Motorola, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제6,248,229호, 제6,221,583호, 제6,013,170호 및

6,063,573호); 사이클링 프로브 기술(예를 들어, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제5,403,711호, 제

5,011,769호 및 제5,660,988호); Dade Behring 신호 증폭 방법(예를 들어, 그 전체가 본원에 참조로 포함된 미

국 특허 제6,121,001호, 제6,110,677호, 제5,914,230호, 제5,882,867호 및 제5,792,614호); 리가아제 연쇄 반

응(예를 들어, Baranay Proc. Natl. Acad. Sci USA 88, 189-93 (1991)); 및 샌드위치 혼성화 방법(예를 들어,

그 전체가 본원에 참조로 포함된 미국 특허 제5,288,609호)을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

용어 "증폭 가능한 핵산"은 임의의 증폭 방법에 의해 증폭될 수 있는 핵산을 지칭한다. "증폭 가능한 핵산"은[0183]

일반적으로 "샘플 템플릿"을 포함하는 것으로 고려된다.

용어 "샘플 템플릿"은 "표적"(아래 정의됨)의 존재에 대해 분석된 샘플에서 유래한 핵산을 의미한다. 대조적으[0184]

로, "배경 템플릿"은 샘플에 존재하거나 존재하지 않을 수 있는 샘플 템플릿 이외의 핵산과 관련하여 사용된다.

배경 템플릿은 대부분 우연에 의한 것이다. 이것은 캐리오버(carryover)의 결과이거나 샘플로부터 정제하려는
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핵산 오염 물질의 존재 때문일 수 있다. 예를 들어, 검출되지 않은 유기체로부터의 핵산은 테스트 샘플에서 배

경으로 존재할 수 있다.

용어 "프라이머"는, 예를 들어, 제한 분해(restriction digest)로부터의 핵산 단편으로서 자연 발생하거나 합성[0185]

적으로 생성되는 올리고뉴클레오타이드를 지칭하며, 이는 핵산 템플릿 가닥에 상보적인 프라이머 확장 산물의

합성이 유도되는 조건하에(예를 들어, 뉴클레오타이드, 및 DNA 중합 효소와 같은 유도제의 존재하에 적절한 온

도 및 pH에서) 배치될 때 합성 개시점으로서 작용할 수 있다. 프라이머는 증폭에서 최대 효율을 위해 바람직하

게는 단일 가닥이지만, 대안적으로 이중 가닥일 수 있다. 이중 가닥이면, 프라이머는 확장 산물을 준비하는 데

사용되기 전에 먼저 그 가닥을 분리하기 위해 처리된다. 바람직하게는, 프라이머는 올리고데옥시리보뉴클레오타

이드이다. 프라이머는 유도제의 존재하에 연장 산물의 합성을 프라이밍하기에 충분히 길어야 한다. 프라이머의

정확한 길이는 온도, 프라이머 공급원 및 방법 사용을 포함한 여러 요인에 따라 달라진다.

용어 "프로브"는 정제된 제한 분해에서와 같이 자연 발생하든 합성, 재조합 또는 PCR 증폭에 의해 생성되든 관[0186]

계없이 다른 관심 올리고뉴클레오타이드에 혼성화할 수 있는 올리고뉴클레오타이드(예를 들어, 뉴클레오타이드

서열)를 지칭한다. 프로브는 단일 가닥 또는 이중 가닥일 수 있다. 프로브는 특정 유전자 서열의 검출, 식별 및

분리에 유용하다(예를 들어, "포획 프로브(capture probe)"). 본 발명에 사용되는 임의의 프로브는 일부 구현예

에서 임의의 "리포터 분자(reporter molecule)"로 표지(label)될 수 있으며, 이에 제한되지는 않지만 효소(예를

들어, ELISA 뿐만 아니라 효소 기반 조직화학 검정), 형광, 방사성 및 발광 시스템을 포함하는 임의의 검출 시

스템에서 검출될 수 있는 것으로 고려된다. 본 발명이 임의의 특정 검출 시스템 또는 표지로 제한되는 것은 아

니다.

본원에 사용된 용어 "표적"은, 예를 들어, 프로브 결합, 증폭, 분리, 포획 등에 의해 다른 핵산으로부터 분류하[0187]

고자 하는 핵산을 지칭한다. 예를 들어, 중합효소 연쇄 반응과 관련하여 사용될 때, "표적"은 중합효소 연쇄 반

응에 사용되는 프라이머에 의해 결합된 핵산의 영역을 지칭하는 반면, 표적 DNA가 증폭되지 않은 검정에서 사용

될 때, 예를 들어, 침습성 절단 검정의 일부 구현예에서, 표적은 프로브 및 침습성 올리고뉴클레오타이드(예를

들어, INVADER 올리고뉴클레오타이드)가 결합하여 침습성 절단 구조를 형성하여 표적 핵산의 존재가 검출될 수

있는 부위를 포함한다. "세그먼트"는 표적 서열 내의 핵산 영역으로 정의된다.

본원에 사용된 "메틸화"는 사이토신의 C5 또는 N4 위치, 아데닌의 N6 위치, 또는 다른 유형의 핵산 메틸화에서[0188]

의 사이토신 메틸화를 지칭한다. 일반적인 시험관 내 DNA 증폭 방법은 증폭 템플릿의 메틸화 패턴을 유지하지

않기 때문에 시험관 내 증폭된 DNA는 일반적으로 메틸화되지 않는다. 그러나, "메틸화되지 않은 DNA" 또는 "메

틸화 DNA"는 또한 본래 템플릿이 각각 메틸화되지 않은 또는 메틸화된 증폭된 DNA를 지칭할 수 있다.

따라서, 본원에 사용된 "메틸화 뉴클레오타이드" 또는 "메틸화 뉴클레오타이드 염기"는 뉴클레오타이드 염기상[0189]

의 메틸 모이어티의 존재를 지칭하며, 여기서 메틸 모이어티는 인식된 전형적인 뉴클레오타이드 염기에 존재하

지 않는다. 예를 들어, 사이토신은 피리미딘 고리에 메틸 모이어티를 함유하지 않지만 5-메틸사이토신은 피리미

딘 고리의 5 위치에 메틸 모이어티를 함유한다. 따라서 사이토신은 메틸화 뉴클레오타이드가 아니며 5-메틸사이

토신은 메틸화 뉴클레오타이드이다. 또 다른 예에서, 티민은 피리미딘 고리의 5 위치에 메틸 모이어티를 함유한

다; 그러나, 본원의 목적상 티민은 DNA의 전형적인 뉴클레오타이드 염기이기 때문에 DNA에 존재할 때 메틸화 뉴

클레오타이드로 간주되지 않는다.

본원에 사용된 "메틸화 핵산 분자"는 하나 이상의 메틸화 뉴클레오타이드를 함유하는 핵산 분자를 지칭한다.[0190]

본원에 사용된, 핵산 분자의 "메틸화 상태(methylation state)", "메틸화 프로필(methylation profile)" 및 "[0191]

메틸화 정도(methylation status)"는 핵산 분자에 하나 이상의 메틸화 뉴클레오타이드 염기가 존재하지 않는 것

을 지칭한다. 예를 들어, 메틸화 사이토신을 함유하는 핵산 분자는 메틸화된 것으로 간주된다(예를 들어, 핵산

분자의 메틸화 상태는 메틸화됨). 메틸화 뉴클레오타이드를 함유하지 않는 핵산 분자는 메틸화되지 않은 것으로

간주된다.

특정 핵산 서열(예를 들어, 유전자 마커 또는 본원에 기술된 DNA 영역)의 메틸화 상태는 서열 내 모든 염기의[0192]

메틸화 상태를 나타낼 수 있거나, 서열 내 (예를 들어, 하나 이상의 사이토신의) 염기의 하위세트의 메틸화 상

태를 나타낼 수 있거나, 메틸화가 발생하는 서열 내 위치에 대한 정확한 정보를 제공하거나 제공하지 않고 서열

내 국소적 메틸화 밀도에 관한 정보를 나타낼 수 있다.

핵산 분자에서 뉴클레오타이드 유전자좌의 메틸화 상태는 핵산 분자의 특정 유전자좌에서 메틸화 뉴클레오타이[0193]

드의 존재 또는 부재를 의미한다. 예를 들어, 핵산 분자의 7번째 뉴클레오타이드에 존재하는 뉴클레오타이드가
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5-메틸사이토신일 때, 핵산 분자의 7번째 뉴클레오타이드에서의 사이토신의 메틸화 상태는 메틸화된다. 유사하

게, 핵산 분자의 7번째 뉴클레오타이드에 존재하는 뉴클레오타이드가 사이토신(5-메틸사이토신이 아님)일 때,

핵산 분자의 7번째 뉴클레오타이드에서의 사이토신의 메틸화 상태는 메틸화되지 않는다.

메틸화 상태는 선택적으로 (예를 들어, 메틸화 빈도, 분율, 비율, 백분율 등을 나타내는) "메틸화 값"으로 표시[0194]

되거나 나타낼 수 있다. 메틸화 값은, 예를 들어, 메틸화 의존성 제한 효소로 제한 분해 후 존재하는 온전한 핵

산의 양을 정량화하여 또는 중아황산염 반응 후 증폭 프로파일을 비교하여 또는 중아황산염 처리된 핵산과 처리

되지 않은 핵산의 서열을 비교하여 생성할 수 있다. 따라서, 예를 들어, 메틸화 값과 같은 값은 메틸화 상태를

나타내므로 유전자좌의 여러 카피에 걸쳐 메틸화 정도의 정량 지표로 사용될 수 있다. 이것은 샘플에서 서열의

메틸화 정도를 역치 또는 기준 값과 비교하는 것이 바람직한 경우에 특히 유용한다.

본원에 사용된 "메틸화 빈도" 또는 "메틸화 백분율(%)"은 분자 또는 유전자좌가 메틸화되지 않은 경우의 수에[0195]

비해 분자 또는 유전자좌가 메틸화되는 경우의 수를 의미한다.

따라서, 메틸화 상태는 핵산(예를 들어, 게놈 서열)의 메틸화 정도를 설명한다. 또한, 메틸화 상태는 메틸화와[0196]

관련된 특정 게놈 유전자좌에서 핵산 세그먼트의 특성을 나타낸다. 이러한 특성에는 이 DNA 서열 내의 임의의

사이토신(C) 잔기가 메틸화되었는지 여부, 메틸화 C 잔기(들)의 위치, 핵산의 임의의 특정 영역 전체에 걸친 메

틸화 C의 빈도 또는 백분율, 및, 예를 들어, 대립 유전자의 기원 차이로 인한 메틸화의 대립 유전자 차이가 포

함되나 이에 제한되지 않는다. 용어 "메틸화 상태", "메틸화 프로필" 및 "메틸화 정도"는 또한 생물학적 샘플에

서 핵산의 임의의 특정 영역에 걸친 메틸화 C 또는 비메틸화 C의 상대 농도, 절대 농도 또는 패턴을 지칭한다.

예를 들어, 핵산 서열 내의 사이토신(C) 잔기(들)가 메틸화되면 "과메틸화" 또는 "증가된 메틸화"로 지칭될 수

있는 반면, DNA 서열 내의 사이토신(C) 잔기(들)가 메틸화되지 않으면 "저메틸화" 또는 "감소된 메틸화"로 지칭

될 수 있다. 마찬가지로, 핵산 서열 내의 사이토신(C) 잔기(들)가 (예를 들어, 다른 영역 또는 다른 개체 등으

로부터의) 다른 핵산 서열과 비교하여 메틸화되면, 그 서열은 다른 핵산 서열과 비교하여 과메틸화되거나 메틸

화가 증가된 것으로 간주된다. 대안적으로, DNA 서열 내의 사이토신(C) 잔기(들)가 (예를 들어, 다른 영역 또는

다른 개체 등으로부터의) 다른 핵산 서열과 비교하여 메틸화되지 않으면, 그 서열은 다른 핵산 서열과 비교하여

저메틸화되거나 메틸화가 감소된 것으로 간주된다. 추가로, 본원에 사용된 용어 "메틸화 패턴"은 핵산 영역에

걸친 메틸화 및 비메틸화 뉴클레오타이드의 집합적 부위를 지칭한다. 메틸화 및 비메틸화 뉴클레오타이드의 수

가 영역 전체에서 동일하거나 유사하지만 메틸화 및 비메틸화 뉴클레오타이드의 위치가 다를 때 2개의 핵산은

동일하거나 유사한 메틸화 빈도 또는 메틸화 백분율을 가질 수 있지만 다른 메틸화 패턴을 가질 수 있다. 서열

은 정도(예를 들어, 하나가 다른 것에 비해 메틸화가 증가 또는 감소함), 빈도 또는 메틸화 패턴면에서 다를 때

"차등적으로 메틸화"된다고 하거나 "메틸화 차이" 또는 "다른 메틸화 상태"를 갖는다고 한다. 용어 "차등 메틸

화"는 암 음성 샘플에서 핵산 메틸화의 수준 또는 패턴과 비교한 암 양성 샘플에서 핵산 메틸화의 수준 또는 패

턴의 차이를 의미한다. 또한, 수술 후 암이 재발한 환자와 재발하지 않은 환자 간의 수준이나 패턴의 차이를 지

칭할 수도 있다. 차등 메틸화 및 DNA 메틸화의 특정 수준 또는 패턴은, 예를 들어, 올바른 컷오프(cut-off) 또

는 예측 특성이 정의되면 예후 및 예측 바이오마커이다.

메틸화 상태 빈도는 개체 집단 또는 단일 개체의 샘플을 설명하는 데 사용될 수 있다. 예를 들어, 메틸화 상태[0197]

빈도가 50%인 뉴클레오타이드 유전자좌는 사례의 50%가 메틸화되고 사례의 50%는 메틸화되지 않는다. 이러한 빈

도는, 예를 들어, 뉴클레오타이드 유전자좌 또는 핵산 영역이 개체 집단 또는 핵산 집합에서 메틸화되는 정도를

설명하는 데 사용될 수 있다. 따라서, 핵산 분자의 첫 번째 집단 또는 풀의 메틸화가 핵산 분자의 두 번째 집단

또는 풀의 메틸화와 다를 때, 첫 번째 집단 또는 풀의 메틸화 상태 빈도는 두 번째 집단 또는 풀의 메틸화 상태

빈도와 다를 것이다. 이러한 빈도는 또한, 예를 들어, 단일 개체에서 뉴클레오타이드 유전자좌 또는 핵산 영역

이 메틸화되는 정도를 설명하는 데 사용될 수 있다. 예를 들어, 이러한 빈도는 조직 샘플의 세포 그룹이 뉴클레

오타이드 유전자좌 또는 핵산 영역에서 메틸화되거나 메틸화되지 않는 정도를 설명하는 데 사용될 수 있다.

본원에 사용된 "뉴클레오타이드 유전자좌"는 핵산 분자에서 뉴클레오타이드의 위치를 의미한다. 메틸화 뉴클레[0198]

오타이드의 뉴클레오타이드 유전자좌는 핵산 분자에서 메틸화 뉴클레오타이드의 위치를 의미한다.

전형적으로,  인간  DNA의  메틸화는  인접한  구아닌  및  사이토신을  포함하는  디  뉴클레오타이드  서열에서[0199]

발생하며, 여기서 사이토신은 구아닌의 5'에 위치한다(CpG 디뉴클레오타이드 서열이라고도 함). CpG 디뉴클레오

타이드 내의 대부분의 사이토신은 인간 게놈에서 메틸화되지만, 일부는 CpG 섬으로 알려진 특정 CpG 디뉴클레오

타이드가 풍부한 게놈 영역에서 메틸화되지 않은 채로 남아 있다(참조: 예를 들어, Antequera 등 (1990) Cell

62 : 503-514).
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본원에 사용된 "CpG 섬"은 전체 게놈 DNA에 비해 증가된 수의 CpG 디뉴클레오타이드를 함유하는 게놈 DNA의 G:C[0200]

가 풍부한 영역을 지칭한다. CpG 섬은 길이가 적어도 100개, 200개 또는 그 이상의 염기쌍일 수 있으며, 여기서

상기 영역의 G:C 함량은 적어도 50%이고 예상 빈도에 대한 관찰된 CpG 빈도의 비율은 0.6이다; 일부 사례에서

CpG 섬은 길이가 적어도 500개의 염기쌍일 수 있으며, 여기서 상기 영역의 G:C 함량은 55% 이상이고 예상 빈도

에 대한 관찰된 CpG 빈도의 비율은 0.65이다. 예상 빈도에 대한 관측된 CpG 빈도는 Gardiner-Garden 등 (1987)

J. Mol. Biol. 196: 261-281에 제공된 방법에 따라 계산할 수 있다. 예를 들어, 예상 빈도에 대한 관측된 CpG

빈도는 공식 R = (A × B)/(C × D)에 따라 계산할 수 있는데, 여기서 R은 예상 빈도에 대한 관측된 CpG 빈도의

비율이고, A는 분석된 서열의 CpG 디뉴클레오타이드의 수이고, B는 분석된 서열의 총 뉴클레오타이드 수이고, C

는 분석된 서열의 총 C 뉴클레오타이드 수이고, D는 분석된 서열의 총 G 뉴클레오타이드 수이다. 메틸화 상태는

일반적으로, 예를 들어, 프로모터 영역의 CpG 섬으로 결정된다. 인간 게놈의 다른 서열은 CpA 및 CpT와 같은

DNA 메틸화에 취약하다는 것을 알 수 있을 것이다(참조: Ramsahoye (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:

5237-5242; Salmon 및 Kaye (1970) Biochim. Biophys. Acta. 204: 340-351; Grafstrom (1985) Nucleic Acids

Res.  13:  2827-2842;  Nyce  (1986)  Nucleic  Acids Res. 14: 4353-4367; Woodcock (1987) Biochem. Biophys.

Res. Commun 145: 888-894).

본원에 사용된 "메틸화 특이적 시약"은 핵산 분자의 메틸화 상태의 함수로서 핵산 분자의 뉴클레오타이드를 변[0201]

형하는 시약을 지칭하거나, 메틸화 특이적 시약을 지칭하고, 핵산 분자의 메틸화 상태를 반영하는 방식으로 핵

산 분자의 뉴클레오타이드 서열을 변경할 수 있는 화합물 또는 조성물 또는 다른 제제를 지칭한다. 핵산 분자를

그러한 시약으로 처리하는 방법은, 원하는 경우, 뉴클레오타이드 서열의 원하는 변화를 달성하기 위해 추가 단

계와 함께 핵산 분자를 상기 시약과 접촉시키는 것을 포함할 수 있다. 이러한 방법은 메틸화되지 않은 뉴클레오

타이드(예를 들어, 각각의 메틸화되지 않은 사이토신)가 다른 뉴클레오타이드로 변형되는 방식으로 적용될 수

있다. 예를 들어, 일부 구현예에서, 이러한 시약은 메틸화되지 않은 사이토신 뉴클레오타이드를 탈아미노화하여

데옥시 우라실 잔기를 생성할 수 있다. 이러한 시약의 예는 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소

및 중아황산염 시약을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

메틸화 특이적 시약에 의한 핵산 뉴클레오타이드 서열의 변화는 각각의 메틸화 뉴클레오타이드가 다른 뉴클레오[0202]

타이드로 변형되는 핵산 분자를 생성할 수도 있다.

용어 "메틸화 검정"은 핵산 서열 내에서 하나 이상의 CpG 디뉴클레오타이드 서열의 메틸화 상태를 결정하기 위[0203]

한 임의의 검정을 지칭한다.

용어 "MS AP-PCR"(Methylation-Sensitive Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction)은 CG가 풍부한 프[0204]

라이머를 사용하여 게놈을 전체적으로 스캔하여 CpG 디뉴클레오타이드를 함유할 가능성이 가장 큰 영역에 초점

을 맞출 수 있고 Gonzalgo 등 (1997) Cancer Research 57: 594-599에 기술되어 있는 당해 분야에서 인식된 기

술을 말한다.

용어 "MethyLight™"는 Eads 등 (1999) Cancer Res. 59: 2302-2306에 의해 기술된 당해 분야에서 인식된 형광[0205]

기반 실시간 PCR 기술을 의미한다.

용어 "HeavyMethyl™"은 증폭 프라이머 사이의 CpG 위치를 커버하거나 증폭 프라이머에 의해 커버되는 CpG 위치[0206]

를 덮는 메틸화 특이적 차단 프로브(본원에서는 차단제로도 지칭됨)가 핵산 샘플의 메틸화 특이적 선택적 증폭

을 가능하게 하는 검정을 지칭한다.

용어 "HeavyMethyl™ MethyLight™" 검정은 MethyLight™ 검정의 변형인 HeavyMethyl™ MethyLight™ 검정을[0207]

지칭하며, 여기서 MethyLight™ 검정은 증폭 프라이머 사이의 CpG 위치를 커버하는 메틸화 특이적 차단 프로브

와 결합된다.

용어 "Ms-SNuPE"(Methylation-sensitive  Single  Nucleotide  Primer  Extension)는  Gonzalgo  &  Jones  (1997)[0208]

Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531에 기술된 당해 분야에서 인식된 검정을 지칭한다. 

용어 "MSP"(Methylation-specific PCR)는 문헌(Herman 등 (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826)[0209]

및 미국 특허 제5,786,146호에 기술된 당해 분야에서 인식된 메틸화 검정을 지칭한다.

용어 "COBRA"(Combined  Bisulfite  Restriction  Analysis)는 Xiong  &  Laird  (1997)  Nucleic  Acids  Res.  25:[0210]

2532-2534에 기술된 당해 분야에서 인식된 메틸화 검정을 지칭한다. 

용어  "MCA"(Methylated  CpG  Island  Amplification)는  Toyota  등  (1999)  Cancer  Res.  59:  2307-12  및  WO[0211]
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00/26401A1에 기술된 메틸화 검정을 지칭한다.

본원에 사용된 "선택된 뉴클레오타이드"는 핵산 분자(DNA의 경우 C, G, T 및 A, RNA의 경우 C, G, U 및 A)에서[0212]

전형적으로 발생하는 4개의 뉴클레오타이드 중 하나의 뉴클레오타이드를 지칭하며, 전형적으로 발생하는 뉴클레

오타이드의 메틸화 유도체를 포함하고(예를 들어, C가 선택된 뉴클레오타이드일 때, 메틸화 C와 메틸화되지 않

은 C는 모두 선택된 뉴클레오타이드의 의미에 포함됨), 반면 메틸화된 선택된 뉴클레오타이드는 특히 메틸화된

전형적으로 발생하는 뉴클레오타이드를 지칭하고 메틸화되지 않은 선택된 뉴클레오타이드는 특히 메틸화되지 않

은 전형적으로 발생하는 뉴클레오타이드를 지칭한다.

용어 "메틸화 특이적 제한 효소"는 인식 부위의 메틸화 상태에 따라 핵산을 선택적으로 분해하는 제한 효소를[0213]

지칭한다. 인식 부위가 메틸화되지 않았거나 반메틸화되면 특별히 절단하는 제한 효소(메틸화 민감성 효소)의

경우, 인식 부위가 한 가닥 또는 두 가닥 모두에서 메틸화되면 절단은 일어나지 않을 것이다(또는 현저히 감소

된 효율성으로 발생한다). 인식 부위가 메틸화될 때만 특별히 절단하는 제한 효소(메틸화 의존성 효소)의 경우,

인식 부위가 메틸화되지 않으면 절단은 일어나지 않을 것이다(또는 현저히 감소된 효율성으로 발생한다). 바람

직한 것은 인식 서열이 CG 디뉴클레오타이드(예를 들어, CGCG 또는 CCCGGG와 같은 인식 서열)를 함유하는 메틸

화 특이적 제한 효소이다. 일부 구현예에 대해 추가로 바람직한 것은 이 디뉴클레오타이드의 사이토신이 탄소

원자 C5에서 메틸화되면 절단되지 않는 제한 효소이다.

본원에서 사용된 "다른 뉴클레오타이드"는 선택된 뉴클레오타이드와 화학적으로 다른 뉴클레오타이드를 지칭하[0214]

며, 전형적으로 다른 뉴클레오타이드는 선택된 뉴클레오타이드와 다른 왓슨-크릭(Watson-Crick) 염기쌍 특성을

가지며, 이에 따라 선택된 뉴클레오타이드에 상보적인 전형적으로 발생하는 뉴클레오타이드는 다른 뉴클레오타

이드에 상보적인 전형적으로 발생하는 뉴클레오타이드와 동일하지 않다. 예를 들어, C가 선택된 뉴클레오타이드

일 때, U 또는 T는 다른 뉴클레오타이드일 수 있는데, 이는 G에 대한 C의 상보성 및 A에 대한 U 또는 T의 상보

성에 의해 예시된다. 본원에 사용된 바와 같이, 선택된 뉴클레오타이드에 상보적이거나 다른 뉴클레오타이드에

상보적인 뉴클레오타이드는 높은 엄격성 조건하에서 4개의 전형적으로 발생하는 뉴클레오타이드 중 3개와의 상

보적 뉴클레오타이드의 염기쌍보다 더 높은 친화도로 선택된 뉴클레오타이드 또는 다른 뉴클레오타이드와 염기

쌍을 이루는 뉴클레오타이드를 지칭한다. 상보성의 예는 DNA(예를 들어, A-T 및 C-G) 및 RNA(예를 들어, A-U 및

C-G)의 왓슨-크릭 염기쌍이다. 따라서, 예를 들어, 높은 엄격성 조건하에서 G, A 또는 T와 G 염기쌍보다 C와 G

염기쌍이 더 높은 친화성을 갖고, 따라서 C가 선택된 뉴클레오타이드일 때, G는 선택된 뉴클레오타이드에 대해

상보적인 뉴클레오타이드이다.

본원에 사용된, 주어진 마커(또는 함께 사용된 마커 세트)의 "민감도"는 신생물 샘플과 비신생물 샘플을 구별하[0215]

는 역치를 초과하는 DNA 메틸화 값을 보고하는 샘플의 백분율을 지칭한다. 일부 구현예에서, 양성은 역치를 초

과하는 DNA 메틸화 값(예를 들어, 질병과 관련된 범위)을 보고하는 조직학 확인된 신생물로 정의되고, 위음성

(false negative)은 역치를 미만의 DNA 메틸화 값(예를 들어, 질병과 관련 없는 범위)을 보고하는 조직학 확인

된 신생물로 정의된다. 따라서 민감도 값은 알려진 질병 샘플에서 수득한 주어진 마커에 대한 DNA 메틸화 측정

이 질병 관련 측정 범위에 있을 확률을 반영한다. 본원에 정의된 바와 같이, 계산된 민감도 값의 임상 관련성은

주어진 마커가 해당 상태를 가진 대상체에게 적용될 때 임상 상태의 존재를 감지할 확률의 추정을 나타낸다.

본원에 사용된, 주어진 마커(또는 함께 사용된 마커 세트)의 "특이성"은 신생물 샘플과 비신생물 샘플을 구별하[0216]

는 역치 미만의 DNA 메틸화 값을 보고하는 비신생물 샘플의 백분율을 지칭한다. 일부 구현예에서, 음성은 역치

미만의  DNA  메틸화  값(예를  들어,  질병과  관련  없는  범위)을  보고하는  조직학  확인된  비신생물  샘플로

정의되고, 위양성(false positive)은 역치를 초과하는 DNA 메틸화 값(예를 들어, 질병과 관련된 범위)을 보고하

는 조직학 확인된 비신생물 샘플로 정의된다. 따라서 특이성 값은 알려진 비신생물 샘플에서 수득한 주어진 마

커에 대한 DNA 메틸화 측정이 질환 관련이 아닌 측정 범위에 있을 확률을 반영한다. 본원에 정의된 바와 같이,

계산된 특이성 값의 임상 관련성은 주어진 마커가 해당 상태가 없는 환자에게 적용될 때 임상 상태의 부재를 감

지할 확률의 추정을 나타낸다.

본원에  사용된  용어  "AUC"는  "곡선  아래  면적(area  under  a  curve)"의  약어이다.  특히  수신자  작동  특성[0217]

(Receiver Operating Characteristic, ROC) 곡선 아래 면적을 나타낸다. ROC 곡선은 진단 테스트의 여러 가능

한 컷 포인트에 대한 위양성 비율에 대한 참양성(true positive) 비율의 플롯이다. 선택한 컷 포인트에 따라 민

감도와 특이성 사이의 균형을 보여준다(민감도의 임의의 증가는 특이성의 감소를 동반한다). ROC 곡선 아래 면

적(AUC)은 진단 테스트의 정확도에 대한 척도이다(면적이 클수록 좋다; 최적 값은 1이다; 무작위 테스트는 0.5

면적의 대각선에 ROC 곡선을 배치한다; 참고: J. P. Egan. (1975) Signal Detection Theory and ROC Analysis,
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Academic Press, New York).

본원에 사용된 용어 "신생물"은 조직의 임의의 새로운 비정상 성장을 지칭한다. 따라서 신생물은 전악성 신생물[0218]

(premalignant neoplasm) 또는 악성 신생물일 수 있다.

본원에 사용된 용어 "신생물 특이적 마커"는 신생물의 존재를 표시하기 위해 사용될 수 있는 임의의 생물학적[0219]

물질 또는 요소를 지칭한다. 생물학적 물질의 예는 제한 없이 핵산, 폴리펩타이드, 탄수화물, 지방산, 세포 성

분(예를 들어, 세포막 및 미토콘드리아) 및 전체 세포를 포함한다. 일부 예에서, 마커는 특정 핵산 영역(예를

들어, 유전자, 유전자 내 영역, 특정 유전자좌 등)이다. 마커인 핵산 영역은, 예를 들어, "마커 유전자", "마커

영역", "마커 서열", "마커 유전자좌" 등으로 지칭될 수 있다.

본원에 사용된 용어 "선종(adenoma)"은 선 기원(glandular origin)의 양성 종양을 지칭한다. 이러한 성장은 양[0220]

성이지만 시간이 지남에 따라 악성으로 진행될 수 있다.

용어 "전암성(pre-cancerous)" 또는 "전신생물성(pre-neoplastic)" 및 이의 등가물은 악성 형질전환을 겪고 있[0221]

는 임의의 세포 증식성 장애를 지칭한다.

신생물, 선종, 암 등의 "부위"는 신생물, 선종, 암 등이 있는 대상체의 신체의 조직, 기관, 세포 유형, 해부학[0222]

적 영역, 신체 부위 등이다.

본원에 사용된 "진단" 테스트 애플리케이션은 대상체의 질병 상태 또는 병태의 검출 또는 식별, 대상체가 주어[0223]

진 질병 또는 상태에 걸릴 가능성 결정, 질병 또는 병태가 있는 대상체가 치료에 반응할 가능성 결정, 질병 또

는 병태(또는 이의 가능성이 있는 진행 또는 퇴행)가 있는 대상체의 예후 결정, 및 질병 또는 병태가 있는 대상

체에 대한 치료 효과 결정을 포함한다. 예를 들어, 진단은 신생물에 걸린 대상체의 존재 또는 가능성, 또는 그

러한 대상체가 화합물(예를 들어, 약제, 예를 들어, 약물) 또는 다른 치료에 유리하게 반응할 가능성을 검출하

기 위해 사용될 수 있다.

"단리된 올리고뉴클레오타이드"에서와 같이 핵산과 관련하여 사용될 때 용어 "단리된"은 천연 공급원에서 통상[0224]

적으로 결합되는 적어도 하나의 오염 핵산으로부터 확인 및 분리된 핵산 서열을 지칭한다. 단리된 핵산은 자연

에서 발견되는 것과 다른 형태 또는 설정으로 존재한다. 반대로, DNA 및 RNA와 같은 단리되지 않은 핵산은 자연

에 존재하는 상태로 발견된다. 단리되지 않은 핵산의 예는 다음을 포함한다: 인접 유전자에 근접한 숙주 세포

염색체에서 발견되는 주어진 DNA 서열(예를 들어, 유전자); 다수의 단백질을 코딩하는 수많은 다른 mRNA와의 혼

합물로 세포에서 발견되는 특정 단백질을 코딩하는 특정 mRNA 서열과 같은 RNA 서열. 그러나 특정 단백질을 코

딩하는 단리된 핵산은, 예를 들어, 일반적으로 단백질을 발현하는 세포의 핵산을 포함하는데, 여기서 상기 핵산

은 자연 세포와 다른 염색체 위치에 있거나 자연에서 발견되는 것과 다른 핵산이 옆에 있다. 단리된 핵산 또는

올리고뉴클레오타이드는 단일 가닥 또는 이중 가닥 형태로 존재할 수 있다. 단리된 핵산 또는 올리고뉴클레오타

이드가 단백질을 발현하는 데 사용되는 경우, 올리고뉴클레오타이드는 최소한 센스 또는 코딩 가닥을 포함하지

만(즉, 올리고뉴클레오타이드는 단일 가닥일 수 있음) 센스 및 안티센스 가닥 둘 다를 포함할 수 있다(즉, 올리

고뉴클레오타이드는 이중 가닥일 수 있음). 단리된 핵산은 자연적 또는 전형적 환경으로부터 분리된 후 다른 핵

산 또는 분자와 결합될 수 있다. 예를 들어, 단리된 핵산은, 예를 들어, 이종 발현을 위해 그것이 배치된 숙주

세포에 존재할 수 있다.

용어 "정제된"은 자연 환경에서 제거되거나 단리되거나 분리된 핵산 또는 아미노산 서열인 분자를 의미한다. 따[0225]

라서 "단리된 핵산 서열"은 정제된 핵산 서열일 수 있다. "실질적으로 정제된" 분자는 자연적으로 결합된 다른

성분이 적어도 60%, 바람직하게는 적어도 75%, 더욱 바람직하게는 적어도 90%가 없다. 본원에 사용된 용어 "정

제된" 또는 "정제하다"는 또한 샘플에서 오염 물질을 제거하는 것을 지칭한다. 오염 단백질을 제거하면 샘플에

서 관심 폴리펩타이드 또는 핵산의 비율이 증가한다. 또 다른 예에서, 재조합 폴리펩타이드는 식물, 박테리아,

효모 또는 포유류 숙주 세포에서 발현되고 폴리펩타이드는 숙주 세포 단백질의 제거에 의해 정제된다; 이에 의

해 재조합 폴리펩타이드의 비율이 샘플에서 증가한다.

주어진 폴리뉴클레오타이드 서열 또는 폴리펩타이드를 "포함하는 조성물" 용어는 광범위하게 주어진 폴리뉴클레[0226]

오타이드 서열 또는 폴리펩타이드를 함유하는 임의의 조성물을 지칭한다. 상기 조성물은 염(예를 들어, NaCl),

세제(예를 들어, SDS)  및 기타 성분(예를 들어, 덴하르트 용액(Denhardt's solution),  분유, 연어 정자 DNA

등)을 함유하는 수용액을 포함할 수 있다.

용어 "샘플"은 가장 넓은 의미로 사용된다. 어떤 의미에서 이것은 동물 세포 또는 조직을 나타낼 수 있다. 다른[0227]

의미에서 이것은 생물학 및 환경 샘플뿐만 아니라 임의의 공급원에서 수득한 표본 또는 배양물을 의미한다. 생
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물학적 샘플은 식물이나 동물(인간 포함)에서 수득할 수 있으며 체액, 고체, 조직 및 가스를 포함한다. 환경 샘

플은 표면 물질, 토양, 물 및 산업 샘플과 같은 환경 재료가 포함된다. 이러한 예는 본 발명에 적용 가능한 샘

플 유형을 제한하는 것으로 해석되어서는 안된다.

본원에 사용된, 일부 상황에서 사용되는 "원격 샘플(remote sample)"은 샘플의 세포, 조직 또는 기관 공급원 샘[0228]

플이 아닌 현장에서 간접적으로 수집된 샘플과 관련된다. 예를 들어, 췌장에서 유래한 샘플 물질을 (예를 들어,

난소에서 직접 채취한 샘플이 아닌)대변 샘플에서 평가하는 경우, 샘플은 원격 샘플이다

본원에  사용된  용어  "환자"  또는  "대상체"는  본  기술에  의해  제공되는  다양한  테스트를  받을  유기체를[0229]

지칭한다. 용어 "대상체"는 동물, 바람직하게는 인간을 포함한 포유동물을 포함한다. 바람직한 구현예에서, 대

상체는 영장류이다. 더욱더 바람직한 구현예에서, 대상체는 인간이다. 또한 진단 방법과 관련하여, 바람직한 대

상체는 척추동물 대상체이다. 바람직한 척추동물은 온혈 동물이다; 바람직한 온혈 척추동물은 포유동물이다. 바

람직한 포유동물은 가장 바람직하게는 인간이다. 본원에 사용된 용어 "대상체"는 인간 및 동물 대상체를 모두

포함한다. 따라서 수의학적 치료 용도가 본원에서 제공된다. 따라서 본 기술은 인간과 같은 포유동물뿐만 아니

라 시베리아 호랑이와 같이 멸종 위기에 처한 중요한 포유동물; 인간이 소비하기 위해 농장에서 자란 동물과 같

이 경제적으로 중요한 동물; 및/또는 인간에게 사회적으로 중요한 동물, 예컨대 애완동물 또는 동물원에 기르는

동물을 진단한다. 그러한 동물의 예는 다음을 포함하나 이에 제한되지 않는다: 고양이 및 개와 같은 육식 동물;

돼지(pig), 거세돼지(hog) 및 멧돼지(wild boar)를 포함한 돼지(swine); 소, 황소, 양, 기린, 사슴, 염소, 들

소 및 낙타와 같은 반추 동물 및/또는 유제류(ungulate); 기각류(pinniped); 및 말. 따라서 가축 돼지, 반추 동

물, 유제류, 말(경마 포함) 등을 포함하나 이에 제한되지 않는 가축도 진단하다. 지금 개시되는 주제는 대상체

의 폐암을 진단하기 위한 시스템을 추가로 포함한다. 예를 들어, 상기 시스템은 생물학적 샘플을 수집한 대상체

의 폐암 위험을 스크리닝하거나 폐암을 진단하는 데 사용할 수 있는 상용 키트로서 제공될 수 있다. 본 기술에

따라 제공되는 예시적인 시스템은 본원에 기술된 마커의 메틸화 상태를 평가하는 것을 포함한다.

본원에 사용된 용어 "키트"는 물질을 전달하기 위한 임의의 전달 시스템을 지칭한다. 반응 검정의 맥락에서, 이[0230]

러한 전달 시스템은 반응 시약(예를 들어, 적절한 용기 내 올리고뉴클레오타이드, 효소 등) 및/또는 보조물

(supporting materials)(예를 들어, 완충액, 검정 등을 수행하기 위한 서면 설명서)을 한 위치에서 다른 위치로

저장, 운반 또는 전달하는 시스템을 포함한다. 예를 들어, 키트는 관련 반응 시약 및/또는 보조물이 들어있는

하나  이상의  인클로저(enclosure)(예를  들어,  상자)를  포함한다.  본원에  사용된  용어  "프래그먼트  키트

(fragmented kit)"는 각각 전체 키트 구성요소의 일부를 함유하는 2개 이상의 개별 용기를 포함하는 전달 시스

템을 지칭한다. 상기 용기는 의도된 수령인에게 함께 또는 별도로 전달될 수 있다. 예를 들어, 첫 번째 용기에

는 검정에 사용하기 위한 효소가 들어있을 수 있는 반면, 두 번째 용기에는 올리고뉴클레오타이드가 들어 있다.

용어 "프래그먼트 키트"는 연방 식품, 의약품 및 화장품법(Federal  Food,  Drug,  and  Cosmetic  Act)의 섹션

520(e)에 따라 규제되는 분석물 특정 시약(Analyte specific reagents, ASR)을 함유하는 키트를 포함하는 것으

로 의도되나 이에 제한되지 않는다. 실제로, 각각 전체 키트 구성요소의 일부를 함유하는 2개 이상의 개별 용기

를 포함하는 전달 시스템은 용어 "프래그먼트 키트"에 포함된다. 대조적으로, "통합 키트(combined kit)"는 단

일 용기(예를 들어, 각각의 원하는 구성요소를 수용하는 단일 박스)에 모든 반응 검정 구성요소를 포함하는 전

달 시스템을 지칭한다. 용어 "키트"는 프래그먼트 키트와 통합 키트를 모두 포함한다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "난소암"은 전통적으로 진단된 난소암, 나팔관암 및 원발성 복막암을 포함하[0231]

지만 이에 제한되지 않는 난소에서 발생하는 임의의 암성 성장을 지칭한다. 일부 구현예에서, 난소암은 난소 조

직에서 형성되는 암의 유형이다. 다른 구현예에서, 난소암은 난소 상피 암종(난소 표면의 세포에서 시작되는

암) 또는 악성 생식 세포 종양(난(egg) 세포에서 시작하는 암)이다.

본원에 사용된 용어 "정보"는 사실 또는 데이터의 임의의 수집물을 지칭한다. 인터넷을 포함하되 이에 제한되지[0232]

않는 컴퓨터 시스템(들)을 사용하여 저장 또는 처리되는 정보와 관련하여, 이 용어는 임의의 형식(예를 들어,

아날로그,  디지털,  광학  등)으로 저장된  임의의  데이터를  지칭한다.  본원에  사용된  용어  "대상체와  관련된

정보"는 대상체(예를 들어, 인간, 식물 또는 동물)에 관한 사실 또는 데이터를 지칭한다. 용어 "게놈 정보"는

핵산 서열, 유전자, 메틸화 백분율, 대립 유전자 빈도, RNA 발현 수준, 단백질 발현, 유전자형과 관련된 표현형

등을 포함하나 이에 제한되지 않는 게놈에 관한 정보를 지칭한다. "대립 유전자 빈도 정보"는 대립 유전자

신원, 대립 유전자의 존재와 대상체(예를 들어, 인간 대상체)의 특성 사이의 통계적 상관 관계, 개체 또는 집단

에서 대립 유전자의 존재 또는 부재, 하나 이상의 특정한 특징을 갖는 개체에게 대립 유전자가 존재할 가능성의

백분율 등을 포함하되 이에 제한되지 않는 대립 유전자 빈도와 관련된 사실 또는 데이터를 지칭한다.
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상세한 설명[0233]

다양한 구현예의 이 상세한 설명에서, 설명의 목적으로, 개시된 구현예의 완전한 이해를 제공하기 위해 다수의[0234]

특정 세부 사항이 제시된다. 그러나 당해 분야의 기술자는 이러한 다양한 구현예가 이러한 특정 세부 사항을 포

함하거나 포함하지 않고 실시될 수 있음을 인식할 것이다. 다른 경우에는 구조와 장치가 블록 다이어그램 형식

으로 표시된다. 또한, 당해 분야의 기술자는 방법이 제시되고 수행되는 특정 순서가 예시적이라는 것을 쉽게 인

식할 수 있으며, 그 순서가 변경될 수 있으며 본원에 개시된 다양한 구현예의 사상 및 범위 내에 여전히 남아

있는 것으로 생각된다.

본원에서는  난소암  스크리닝을  위한  기술,  특히,  비제한적으로,  난소암  및/또는 특정  형태의  난소암  (예를[0235]

들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)의 존재를 검출하기 위한 방법, 조성물 및 관련 용

도에 대해 기술이 제공된다. 상기 기술이 본원에 설명되어 있으므로. 사용된 섹션 제목은 구성 목적으로만 사용

되며 어떤 방식으로든 주제를 제한하는 것으로 해석되어서는 안된다.

실제로, 실시예 I, II 및 III에 기술된 바와 같이, 본 발명에 대한 구현예를 확인하기 위한 과정 동안 수행된[0236]

실험은 난소 유래 DNA의 암을 비-신생물성 대조군 DNA으로부터 구별하기 위한 560개의 차등적 메틸화 영역(DM

R)의 신규 세트를 확인하였다. 이 560개의 신규 DNA 메틸화 마커로부터, 추가 실험을 통해 상이한 유형의 난소

암을 정상 조직 및 혈장 샘플과 구별할 수 있는 마커를 확인하였다. 예를 들어, 1) 투명 세포 난소암 조직을 정

상 조직으로부터 구별하고, 2) 자궁내막양 난소암 조직을 정상 조직으로부터 구별하고, 3) 점액성 난소암 조직

을 정상 조직으로부터 구별하고, 4) 장액성 난소암 조직을 정상 조직으로부터 구별하고, 및 5) 혈액 샘플의 난

소암을 구별할 수 있는 별도의 DMR 세트가 확인되었다.

본원의 개시 내용이 특정 예시된 구현예를 언급하지만, 이들 구현예는 제한이 아닌 예로서 제시된다는 것을 이[0237]

해해야 한다.

특정 양태에서, 본 기술은 암 예컨대 난소암 및/또는 하위유형의 난소암 (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양[0238]

OC, 점액성 OC, 장액성 OC)을 확인, 결정 및/또는 분류하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다. 방법은 대상체로

부터 단리된 생물학적 샘플 (예를 들어, 대변 샘플, 난소 조직 샘플, 혈장 샘플)에서 적어도 하나의 메틸화 마

커의 메틸화 상태를 결정하는 것을 포함하며, 상기 마커의 메틸화 상태의 변화는 난소암 및/또는 이의 하위유형

의 존재, 부류, 또는 부위를 나타낸다. 특정 구현예는 난소암 및 다양한 난소암의 유형 (예를 들어, 투명 세포

OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 장액성 OC)의 진단(예를 들어, 스크리닝)에 사용되는 차등적 메틸화 영역(DMR,

예를 들어, DMR 1-560, 표 1A 및 6A 참조)을 포함하는 마커에 관한 것이다.

본원에 제공되고 표 1A 및 6A에 나열된 DMR(예를 들어, DMR 1-560와 같은 DMR)을 포함하는 적어도 하나의 마커,[0239]

마커 영역 또는 마커의 염기의 메틸화 분석이 분석되는 구현예에 추가하여, 본 기술은 또한 암, 특히 난소암의

검출을 위해 유용한 DMR을 포함하는 적어도 하나의 마커, 마커 영역 또는 마커의 염기를 포함하는 마커 패널을

제공한다.

본 기술의 일부 구현예는 DMR을 포함하는 적어도 하나의 마커, 마커 영역 또는 마커의 염기의 CpG 메틸화 정도[0240]

의 분석을 기반으로 한다.

일부 구현예에서, 본 기술은 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약(예를 들어, 메틸화 민감성 제한 효[0241]

소, 메틸화 의존성 제한 효소 및 중아황산염 시약)과 DMR(예를 들어, DMR 1-560, 표 1A 및 6A 참조)을 포함하는

적어도 하나의 마커 내에서 CpG 디뉴클레오타이드 서열의 메틸화 상태를 결정하기 위한 하나 이상의 메틸화 검

정과의 조합 사용을 제공한다. 게놈 CpG 디뉴클레오타이드는 메틸화되거나 메틸화되지 않을 수 있다(대안으로

각각 업- 및 다운-메틸화라고도 함). 그러나 본 발명의 방법은 원격 샘플(예를 들어, 혈액, 기관 유출물 또는

대변)의 배경 내에서 이종 특성의 생물학적 샘플, 예를 들어, 저농도 종양 세포 또는 그로부터 유래된 생물학적

물질의 분석에 적합하다. 따라서 이러한 샘플 내 CpG 위치의 메틸화 상태를 분석할 때 특정 CpG 위치에서 메틸

화 수준(예를 들어, 백분율, 분율, 비, 비율 또는 정도)을 결정하기 위해 정량 검정을 사용할 수 있다.

본 기술에 따르면, DMR을 포함하는 마커에서 CpG 디뉴클레오타이드 서열의 메틸화 상태의 결정은 난소암과 같은[0242]

암의 진단 및 특성화 모두에 유용하다.

마커 조합[0243]

일부 구현예에서, 본 기술은 표 1A 및 6A의 DMR(예를 들어, DMR 번호 1-560)을 포함하는 마커 조합의 메틸화 상[0244]

태를 평가하는 것에 관한 것이다. 일부 구현예에서, 하나 초과의 마커의 메틸화 상태를 평가하는 것은 대상체에
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서 신생물(예를 들어, 난소암)을 확인하기 위한 스크리닝 또는 진단의 특이성 및/또는 민감도를 증가시킨다.

예를 들어, 예측 특이성 및 민감도와 관련된 통계적 기술로 식별되는 것과 같이 다양한 마커 조합에 의해 다양[0245]

한 암이 예측된다. 이 기술은 일부 암에 대한 예측 조합 및 검증된 예측 조합을 식별하는 방법을 제공한다.

메틸화 상태를 검정하는 방법[0246]

특정 구현예에서, 5-메틸사이토신의 존재에 대한 핵산 분석 방법은 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는[0247]

시약으로 DNA를 처리하는 것을 포함한다. 이러한 시약의 예는 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효

소 및 중아황산염 시약을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

5-메틸사이토신의 존재에 대해 핵산을 분석하는 데 자주 사용되는 방법은 DNA에서 5-메틸사이토신의 검출을 위[0248]

해 Frommer  등에  의해  설명된 중아황산염 방법 또는 이의 변형을 기반으로 한다(Frommer  등  (1992)  Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 89: 1827-31; 모든 목적을 위해 그 전체가 참조로 본원에 명시적으로 포함됨). 5-메틸사

이토신을 매핑하는 중아황산염 방법은 5-메틸사이토신이 아닌 사이토신이 아황산수소 이온(중아황산염라고도 알

려짐)과 반응한다는 관찰을 기반으로 한다. 상기 반응은 일반적으로 다음 단계에 따라 수행된다; 첫째, 사이토

신이 아황산수소와 반응하여 설폰화 사이토신을 형성한다. 다음으로, 설폰화 반응 중간체의 자발적 탈아미노화

로 설폰화 우라실을 생성한다. 마지막으로, 설폰화 우라실이 알칼리 조건에서 탈설폰화되어 우라실을 형성한다.

우라실 염기가 아데닌과 쌍을 이루고(따라서 티민처럼 행동함), 5-메틸사이토신 염기가 구아닌과 쌍을 이루어

(따라서 사이토신처럼 행동함) 검출이 가능하다. 이것은, 예를 들어, 중아황산염 게놈 시퀀싱(Grigg G, & Clark

S, Bioessays (1994) 16: 431-36; Grigg G, DNA Seq. (1996) 6: 189-98), 예를 들어, 미국 특허 제5,786,146

호에 개시된 바와 같은 메틸화 특이적 PCR(MSP)에 의해, 또는 서열 특이적 프로브 절단을 포함하는 분석, 예를

들어,  QuARTS  플랩  엔도뉴클레아제  분석(참조:  예를  들어,  Zou  등  (2010)  "Sensitive  quantification  of

methylated markers with a novel methylation specific technology" Clin Chem 56: A199; 및 미국 특허 제

8,361,720호; 제8,715,937호; 제8,916,344호; 및 제9,212,392호)을 사용하여 메틸화 사이토신을 비메틸화 사이

토신과 구별할 수 있게 한다.

일부 기존 기술은 분석할 DNA를 아가로스 매트릭스에 둘러싸서 DNA의 확산 및 재생을 방지하고(중아황산염는 단[0249]

일 가닥 DNA와만 반응함) 침전 및 정제 단계를 빠른 투석으로 대체하는 방법과 관련이 있다(Olek A, 등 (1996)

"A modified and improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis" Nucleic Acids Res.

24: 5064-6). 따라서 메틸화 상태에 대해 개별 세포를 분석하여 방법의 유용성과 민감도를 설명할 수 있다. 5-

메틸사이토신 검출을 위한 통상적인 방법의 개요는 Rein, T., 등 (1998) Nucleic Acids Res. 26: 2255에 의해

제공된다.

중아황산염 기술은 전형적으로 중아황산염 처리 후 알려진 핵산의 짧은 특정 단편을 증폭한 다음, 시퀀싱(Olek[0250]

& Walter (1997) Nat. Genet. 17: 275-6) 또는 프라이머 확장 반응(Gonzalgo & Jones (1997) Nucleic Acids

Res. 25: 2529-31; WO 95/00669; 미국 특허 제6,251,594호)을 통해 생성물을 검정하여 개별 사이토신 위치를

분석하는 것을 포함한다. 일부 방법은 효소 분해를 사용한다(Xiong & Laird (1997) Nucleic Acids Res. 25:

2532-4). 혼성화에 의한 검출도 당해 분야에 기술되어 있다(Olek 등, WO 99/28498). 또한, 개별 유전자와 관련

하여 메틸화 검출을 위한 중아황산염 기술의 사용이 설명되었다(Grigg & Clark (1994) Bioessays 16 : 431-6;

Zeschnigk  등 (1997)  Hum  Mol  Genet.  6:  387-95;  Feil  등 (1994) Nucleic Acids Res. 22: 695; Martin 등

(1995) Gene 157: 261-4; WO 9746705; WO 9515373).

본 기술에 따른 중아황산염 처리와 함께 다양한 메틸화 검정 절차를 사용할 수 있다. 이러한 검정은 핵산 서열[0251]

내에서 하나 또는 복수의 CpG 디뉴클레오타이드(예를 들어, CpG 섬)의 메틸화 상태를 결정할 수 있게 한다. 이

러한 검정은 다른 기술 중에서도 중아황산염 처리된 핵산의 시퀀싱, PCR(서열 특이적 증폭용), 서던 블롯 분석

및 메틸화 특이적 제한 효소, 예를 들어, 메틸화 민감성 또는 메틸화 의존성 효소의 사용을 포함한다.

예를 들어, 중아황산염 처리를 사용함으로써 메틸화 패턴 및 5-메틸사이토신 분포 분석을 위해 게놈 시퀀싱이[0252]

단순화되었다(Frommer 등 (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1827-1831). 또한, 중아황산염 전환된 DNA에

서 증폭된 PCR 산물의 제한 효소 분해는, 예를 들어, Sadri & Hornsby (1997) Nucl. Acids Res. 24: 5058-5059

에  의해 기술된 바와 같이 또는  COBRA(Combined  Bisulfite  Restriction  Analysis)(Xiong  &  Laird  (1997)

Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534)로 알려진 방법으로 구현되는 바와 같이 메틸화 상태를 평가하는 데 사용된

다.

COBRA™ 분석은 소량의 게놈 DNA에서 특정 유전자좌에서 DNA 메틸화 수준을 결정하는 데 유용한 정량 메틸화 검[0253]
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정이다(Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534, 1997). 간단히 말해서, 제한 효소 분해는 중아황산

나트륨 처리된 DNA의 PCR 산물에서 메틸화 의존적 서열 차이를 밝히는 데 사용된다. 메틸화 의존적 서열 차이는

Frommer 등에 의해 설명된 절차에 따라 표준 중아황산염 처리에 의해 먼저 게놈 DNA에 도입된다(Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 89: 1827-1831, 1992). 중아황산염 변환된 DNA의 PCR 증폭은 관심 CpG 섬에 특이적인 프라이머

의 사용에 이은 제한 엔도뉴클레아제 분해, 겔 전기영동 및 특정 표지된 혼성화 프로브를 사용한 검출을 사용하

여 수행된다. 원래 DNA 샘플의 메틸화 수준은 광범위한 DNA 메틸화 수준에 걸쳐 선형 정량 방식으로 분해 및 분

해되지 않은 PCR 산물의 상대적인 양으로 표시된다. 또한, 이 기술은 미세절개된(microdissected) 파라핀 봉입

조직 샘플에서 수득한 DNA에 안정적으로 적용될 수 있다.

COBRA™ 분석을 위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인 COBRA™ 기반 키트에서 발견될 수 있는 것)은 다음을[0254]

포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌를 위한 PCR 프라이머(예를 들어, 특정 유전자, 마커,

DMR, 유전자 영역, 마커 영역, 중아황산염 처리된 DNA 서열, CpG 섬 등); 제한 효소 및 적절한 완충액; 유전자

혼성화 올리고뉴클레오타이드; 대조군 혼성화 올리고뉴클레오타이드; 올리고뉴클레오타이드 프로브용 키나제 라

벨링 키트; 및 표지된 뉴클레오타이드. 추가로, 중아황산염 전환 시약은 다음을 포함할 수 있다: DNA 변성 완충

액; 설폰화 완충액; DNA 회수 시약 또는 키트(예를 들어, 침전, 한외 여과, 친화성 컬럼); 탈설폰화 완충액; 및

DNA 회수 성분. "MethyLight™"(형광 기반 실시간 PCR 기술)(Eads 등, Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999), Ms-

SNuPE™(메틸화 민감성 단일 뉴클레오타이드 프라이머 확장) 반응(Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:

2529-2531, 1997), 메틸화 특이적 PCR("MSP"; Herman 등, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826, 1996;

미국 특허 제5,786,146호) 및 메틸화 CpG 섬 증폭("MCA"; Toyota 등, Cancer Res. 59: 2307-12, 1999)과 같은

분석은 단독으로 또는 이러한 방법 중 하나 이상과 함께 사용된다.

"HeavyMethyl™" 검정 기술은 중아황산염 처리된 DNA의 메틸화 특이적 증폭을 기반으로 메틸화 차이를 평가하는[0255]

정량 방법이다. 증폭 프라이머 사이에 CpG 위치를 덮는 또는 증폭 프라이머에 의해 덮이는 메틸화 특이적 차단

프로브("차단제")는 핵산 샘플의 메틸화 특이적 선택적 증폭을 가능하게 한다.

용어 "HeavyMethyl™ MethyLight™" 검정은 MethyLight™ 검정의 변형인 HeavyMethyl™ MethyLight™ 검정을[0256]

지칭하며, 여기서 MethyLight™ 검정은 증폭 프라이머 사이의 CpG 위치를 덮는 메틸화 특이적 차단 프로브와 결

합된다. HeavyMethyl™ 검정은 또한 메틸화 특정 증폭 프라이머와 함께 사용할 수 있다.

HeavyMethyl™ 분석을 위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인 MethyLight™ 기반 키트에서 발견될 수 있는[0257]

것)은 다음을 포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌를 위한 PCR 프라이머(예를 들어, 특정 유

전자, 마커, 유전자 영역, 마커 영역, 중아황산염 처리된 DNA 서열, CpG 섬, 또는 중아황산염 처리된 DNA 서열

또는  CpG  섬  등);  차단  올리고뉴클레오타이드;  최적화된  PCR  완충액  및  데옥시뉴클레오타이드;  및  Taq

중합효소. MSP(메틸화 특이적 PCR)를 사용하면 메틸화 민감성 제한 효소의 사용과 관계없이 CpG 섬 내의 거의

모든 CpG 부위 그룹의 메틸화 상태를 평가할 수 있다(Herman 등 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826,

1996; 미국 특허 제5,786,146호). 간단히 말해서, DNA는 메틸화되지 않았지만 메틸화되지 않은 사이토신을 우라

실로 전환하는 중아황산나트륨에 의해 변형되고, 산물은 메틸화 DNA 대 메틸화되지 않은 DNA에 특이적인 프라이

머로 증폭된다. MSP는 소량의 DNA만 필요하고 주어진 CpG 섬 유전자좌의 0.1% 메틸화 대립 유전자에 민감하며

파라핀 봉입된 샘플에서 추출한 DNA에서 수행할 수 있다. MSP 분석을 위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인

MSP 기반 키트에서 발견될 수 있는 것)은 다음을 포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌(예를

들어, 특정 유전자, 마커, 유전자 영역, 마커 영역, 중아황산염처리된 DNA 서열, CpG 섬 등)에 대한 메틸화 및

메틸화되지 않은 PCR 프라이머; 최적화된 PCR 완충액 및 데옥시뉴클레오타이드, 및 특정 프로브.

MethyLight™ 검정은 PCR 단계 후에 추가 조작이 필요하지 않은 형광 기반 실시간 PCR(예를 들어, TaqMan®)을[0258]

활용하는  고처리량  정량  메틸화  검정이다(Eads  등,  Cancer  Res.  59:  2302-2306,  1999).  간단히  말해서

MethyLight™ 공정은 중아황산나트륨 반응에서 표준 절차에 따라 메틸화 의존적 서열 차이의 혼합 풀로 전환되

는 게놈 DNA의 혼합 샘플로 시작된다(중아황산염 공정은 메틸화되지 않은 사이토신 잔기를 우라실로 전환한다).

형광  기반  PCR은,  예를  들어,  알려진  CpG  디뉴클레오타이드와  겹치는  PCR  프라이머를  사용하여  "편향된

(biased)" 반응으로 수행된다. 서열 식별은 증폭 과정 수준과 형광 검출 과정 수준 모두에서 발생한다.

MethyLight™ 검정은 핵산, 예를 들어, 게놈 DNA 샘플에서 메틸화 패턴에 대한 정량 테스트로 사용되며, 프로브[0259]

혼성화 수준에서 서열 식별이 발생한다. 정량적 버전에서 PCR 반응은 특정 추정 메틸화 부위와 겹치는 형광 프

로브의 존재하에 메틸화 특이적 증폭을 제공한다. 투입 DNA의 양에 대한 편향되지 않은 제어는 프라이머도 프로

브도 어떠한 CpG 디뉴클레오타이드 위에도 놓이지 않는 반응에 의해 제공된다. 대안으로, 게놈 메틸화에 대한
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정성 테스트는 알려진 메틸화 부위를 덮지 않는 대조군 올리고뉴클레오타이드(예를 들어, HeavyMethyl™ 및 MSP

기술의 형광 기반 버전) 또는 잠재적인 메틸화 부위를 덮는 올리고뉴클레오타이드로 편향된 PCR 풀을 프로빙하

여 달성된다.

MethyLight™ 공정은 임의의 적합한 프로브(예를 들어, "TaqMan®" 프로브, Lightcycler® 프로브 등)와 함께[0260]

사용된다. 예를 들어, 일부 응용 분야에서는 이중 가닥 게놈 DNA를 중아황산나트륨으로 처리하고, 예를 들어,

MSP 프라이머 및/또는 HeavyMethyl 차단제 올리고뉴클레오타이드를 사용하는 TaqMan® 프로브, 및 TaqMan® 프

로브를  사용하는  두  세트의  PCR  반응  중  하나에  적용한다.  TaqMan®  프로브는  형광  "리포터"  및  "소광제

(quencher)" 분자로 이중 표지되어 있으며 상대적으로 높은 GC 함량 영역에 특이적으로 설계되어 정방향 또는

역방향 프라이머보다 PCR 사이클에서 약 10℃ 더 높은 온도에서 녹는다. 이를 통해 TaqMan® 프로브는 PCR 어닐

링/확장 단계 동안 완전히 혼성화 상태를 유지할 수 있다. Taq 중합효소가 PCR 동안 새로운 가닥을 효소적으로

합성하면,  결국  어닐링된  TaqMan®  프로브에  도달하게  된다.  Taq  중합효소  5'→3'  엔도뉴클레아제  활성은

TaqMan® 프로브를 분해하여 실시간 형광 검출 시스템을 사용하여 비소멸 신호의 정량 검출을 위해 형광 리포터

분자를 방출함으로써 TaqMan® 프로브를 대체한다.

MethyLight™ 분석을 위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인 MethyLight™ 기반 키트에서 발견될 수 있는[0261]

것)은 다음을 포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌(예를 들어, 특정 유전자, 마커, 유전자

영역, 마커 영역, 중아황산염 처리된 DNA 서열, CpG 섬 등)에 대한 PCR 프라이머; TaqMan® 또는 Lightcycler

® 프로브; 최적화된 PCR 완충액 및 데옥시뉴클레오타이드; 및 Taq 중합효소.

QM™(정량 메틸화) 검정은 게놈 DNA 샘플의 메틸화 패턴에 대한 대체 정량 테스트로, 프로브 혼성화 수준에서[0262]

서열 식별이 발생한다. 이 정량 버전에서 PCR 반응은 특정 추정 메틸화 부위와 겹치는 형광 프로브의 존재하에

편향되지 않은 증폭을 제공한다. 투입 DNA의 양에 대한 편향되지 않은 제어는 프라이머도 프로브도 어떠한 CpG

디뉴클레오타이드 위에도 놓이지 않는 반응에 의해 제공된다. 대안으로, 게놈 메틸화에 대한 정성 테스트는 알

려진 메틸화 부위를 덮지 않는 대조군 올리고뉴클레오타이드(HeavyMethyl™ 및 MSP 기술의 형광 기반 버전) 또

는 잠재적인 메틸화 부위를 덮는 올리고뉴클레오타이드로 편향된 PCR 풀을 조사하여 달성된다.

QM™ 프로세스는 증폭 프로세스에서 "TaqMan®" 프로브, Lightcycler® 프로브와 같은 적합한 프로브와 함께 사[0263]

용할  수  있다.  예를  들어,  이중  가닥  게놈  DNA는  중아황산나트륨으로  처리되고  편향되지  않은  프라이머와

TaqMan® 프로브에 적용된다. TaqMan® 프로브는 형광 "리포터" 및 "소광제" 분자로 이중 표지되어 있으며 상대

적으로 높은 GC 함량 영역에 특이적으로 설계되어 PCR 주기에서 정방향 또는 역방향 프라이머보다 약 10℃ 높은

온도에서 녹는다. 이를 통해 TaqMan® 프로브는 PCR 어닐링/확장 단계 동안 완전히 혼성화 상태를 유지할 수 있

다. Taq 중합효소가 PCR 동안 새로운 가닥을 효소로 합성하면 결국 어닐링된 TaqMan® 프로브에 도달하게 된다.

Taq 중합효소 5'→3' 엔도뉴클레아제 활성은 TaqMan® 프로브를 분해하여 실시간 형광 검출 시스템을 사용하여

비소멸 신호의 정량 검출을 위해 형광 리포터 분자를 방출함으로써 TaqMan® 프로브를 대체한다. QM™ 분석을

위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인 QM™ 기반 키트에서 찾을 수 있는 것)은 다음을 포함할 수 있으나 이

에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌를 위한 PCR 프라이머(예를 들어, 특정 유전자, 마커, 유전자 영역, 마커 영

역, 중아황산염 처리된 DNA 서열, CpG 섬 등); TaqMan® 또는 Lightcycler® 프로브; 최적화된 PCR 완충액 및

데옥시뉴클레오타이드; 및 Taq 중합효소.

Ms-SNuPE™ 기술은 DNA의 중아황산염 처리 후 단일 뉴클레오타이드 프라이머 확장을 기반으로 특정 CpG 부위에[0264]

서 메틸화 차이를 평가하는 정량 방법이다(Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997). 간단

히 말해서, 게놈 DNA는 중아황산나트륨과 반응하여 메틸화되지 않은 사이토신을 우라실로 변환하는 반면 5-메틸

사이토신은 변하지 않은 채로 둔다. 원하는 표적 서열의 증폭은 중아황산염 변환된 DNA에 특이적인 PCR 프라이

머를 사용하여 수행되며, 결과 산물은 분리되어 관심 CpG 부위에서 메틸화 분석을 위한 템플릿으로 사용된다.

소량의 DNA를 분석할 수 있으며(예를 들어, 미세절개된 병리학 절편) CpG 부위에서 메틸화 상태를 결정하기 위

한 제한 효소의 사용을 피할 수 있다.

Ms-SNuPE™ 분석을 위한 전형적인 시약(예를 들어, 전형적인 Ms-SNuPE™ 기반 키트에서 찾을 수 있는 것)은 다[0265]

음을 포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다: 특정 유전자좌를 위한 PCR 프라이머(예를 들어, 특정 유전자, 마

커, 유전자 영역, 마커 영역, 중아황산염 처리된 DNA 서열, CpG 섬 등); 최적화된 PCR 완충액 및 데옥시뉴클레

오타이드; 겔 추출 키트; 양성 대조군 프라이머; 특정 유전자좌를 위한 Ms-SNuPE ™ 프라이머; 반응 완충액(MS-

SNuPE 반응용); 및 표지된 뉴클레오타이드. 추가로, 중아황산염 변환 시약은 다음을 포함할 수 있다: DNA 변성

완충액; 설폰화 완충액; DNA 회수 시약 또는 키트(예를 들어, 침전, 한외여과, 친화성 컬럼); 탈설폰화 완충액;
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및 DNA 회수 성분.

감소된 표현 중아황산염 시퀀싱(Reduced Representation Bisulfite Sequencing, RRBS)은 모든 메틸화되지 않은[0266]

사이토신을 우라실로 변환하기 위한 핵산의 중아황산염 처리로 시작하여 제한 효소 분해(예를 들어, MspI와 같

은 CG 서열을 포함하는 부위를 인식하는 효소에 의함) 및 어댑터 리간드에 결합한 후 단편의 완전한 시퀀싱으로

시작된다. 제한 효소의 선택은 CpG 밀집 영역에 대한 단편을 풍부하게 하여 분석 중에 여러 유전자 위치에 매핑

될 수 있는 중복 서열의 수를 줄인다. 이와 같이, RRBS는 시퀀싱을 위한 제한 단편의 하위세트(예를 들어, 분취

겔 전기영동을 사용한 크기 선택)를 선택함으로써 핵산 샘플의 복잡성을 줄인다. 전체 게놈 중아황산염 시퀀싱

과는 달리, 제한 효소 분해에 의해 생성되는 모든 단편은 적어도 하나의 CpG 디뉴클레오타이드에 대한 DNA 메틸

화 정보를 함유한다. 따라서 RRBS는 이러한 영역에서 높은 빈도의 제한 효소 절단 부위를 사용하여 프로모터,

CpG 섬 및 기타 게놈 특징에 대해 샘플을 풍부하게 하여 하나 이상의 게놈 유전자좌의 메틸화 상태를 평가하는

검정을 제공한다.

RRBS에  대한  전형적인  프로토콜은  MspI와  같은  제한  효소를  이용한  핵산  샘플  분해,  오버행  및  A-테일링[0267]

채우기, 어댑터 연결, 중아황산염 전환 및 PCR 단계로 구성된다. 예를 들어, 문헌 등 (2005) "Genome-scale DNA

methylation  mapping  of  clinical  samples  at  single-nucleotide  resolution"  Nat  Methods  7:  133-6;

Meissner  등 (2005)  "Reduced  representation  bisulfite  sequencing  for  comparative  high-resolution  DNA

methylation analysis" Nucleic Acids Res. 33: 5868-77 참조.

일부 구현예에서, 정량 대립 유전자 특이적 실시간 표적 및 신호 증폭(quantitative allele-specific  real-[0268]

time target and signal amplification, QuARTS) 검정을 사용하여 메틸화 상태를 평가한다. 1차 반응에서 증폭

(반응 1) 및 표적 프로브 절단(반응 2); 및 2차 반응에서 FRET 절단 및 형광 신호 생성(반응 3)을 포함하여 각

QuARTS 분석에서 세 가지 반응이 순차적으로 발생한다. 표적 핵산이 특정 프라이머로 증폭되면 플랩 서열이 있

는 특정 검출 프로브가 앰플리콘에 느슨하게 결합한다. 표적 결합 부위에 특이적인 침습성 올리고뉴클레오타이

드의 존재는 5' 뉴클레아제, 예를 들어, FEN-1 엔도뉴클레아제가 검출 프로브와 플랩 서열 사이를 절단함으로써

플랩 서열을 방출하게 한다. 플랩 서열은 해당 FRET 카세트의 비헤어핀 부분(non-hairpin portion)에 상보적이

다. 따라서 플랩 서열은 FRET 카세트에서 침습성 올리고뉴클레오타이드로서 기능하고 FRET 카세트 형광단과 형

광 신호를 생성하는 소광제 사이의 절단에 영향을 미친다. 절단 반응은 표적당 여러 개의 프로브를 절단하여 플

랩당 여러 개의 형광단을 방출함으로써 지수 신호 증폭을 제공할 수 있다. QuARTS는 다양한 염료가 포함된 FRET

카세트를 사용하여 단일 반응으로 여러 표적을 검출할 수 있다. 예를 들어, 각각 모든 목적을 위해 본원에 참조

로  포함된  Zou  등  (2010)  "Sensitive  quantification  of  methylated  markers  with  a  novel  methylation

specific technology" Clin Chem 56: A199), 및 미국 특허 제8,361,720호; 제8,715,937호; 제8,916,344호; 및

제9,212,392호 참조.

용어 "중아황산염 시약"은 메틸화 CpG 디뉴클레오타이드 서열과 메틸화되지 않은 CpG 디뉴클레오타이드 서열을[0269]

구별하기 위해 본원에 개시된 바와 같이 유용한 중아황산염, 디설파이트, 아황산수소 또는 이들의 조합을 포함

하는 시약을 지칭한다. 상기 치료 방법은 당해 분야에 공지되어 있다(예를 들어, 각각 그 전체가 참조로 포함된

PCT/EP2004/011715  및 WO  2013/116375).  일부 구현예에서, 중아황산염 처리는 n-알킬렌글리콜 또는 디에틸렌

글리콜 디메틸 에테르(DME)와 같은 변성 용매의 존재하에, 또는 디옥산 또는 디옥산 유도체의 존재하에 수행된

다. 일부 구현예에서 변성 용매는 1% 내지 35%(v/v) 농도로 사용된다. 일부 구현예에서, 중아황산염 반응은 크

로만 유도체, 예를 들어, 6-하이드록시-2,5,7,8,-테트라메틸크로만 2-카복실산 또는 트리하이드록시벤존산 및

그의 유도체, 예를 들어, 갈산과 같은, 그러나 이에 제한되지 않는 스캐빈저의 존재하에 수행된다(참조: 그 전

체가  참조로  포함된  PCT/EP2004/011715).  특정  바람직한  구현예에서,  중아황산염  반응은,  예를  들어,  WO

2013/116375에 기술된 바와 같이 아황산수소암모늄으로 처리하는 것을 포함한다.

일부 구현예에서, 처리된 DNA의 단편은 본 발명에 따른 프라이머 올리고뉴클레오타이드 세트(예를 들어, 표 1C[0270]

및 6B 참조) 및 증폭 효소를 사용하여 증폭한다. 여러 DNA 세그먼트의 증폭은 하나의 동일한 반응 용기에서 동

시에 수행할 수 있다. 일반적으로 증폭은 중합효소 연쇄 반응(PCR)을 사용하여 수행한다. 앰플리콘은 일반적으

로 길이가 100 내지 2000개인 염기쌍이다.

상기 방법의 또 다른 구현예에서, DMR(예를 들어, DMR 1-560, 표 1A 및 6A)을 포함하는 마커 내부 또는 근처의[0271]

CpG 위치의 메틸화 상태는 메틸화 특이적 프라이머 올리고뉴클레오타이드를 사용하여 검출할 수 있다. 이 기술

(MSP)은 허먼(Herman)의 미국 특허 제6,265,171호에 기술되어 있다. 중아황산염 처리된 DNA의 증폭을 위한 메틸

화 상태 특이적 프라이머를 사용하면 메틸화 핵산과 메틸화되지 않은 핵산을 구별할 수 있다. MSP 프라이머 쌍

공개특허 10-2022-0092561

- 57 -



은 중아황산염 처리된 CpG 디뉴클레오타이드에 혼성화하는 하나 이상의 프라이머를 함유한다. 따라서 상기 프라

이머의 서열은 하나 이상의 CpG 디뉴클레오타이드를 포함한다. 메틸화되지 않은 DNA에 특이적인 MSP 프라이머는

CpG의 C 위치에 "T"를 함유한다.

증폭을 통해 수득한 단편은 직접 또는 간접적으로 검출 가능한 표지를 가질 수 있다. 일부 구현예에서, 상기 표[0272]

지는 형광 표지, 방사성핵종(radionuclide) 또는 질량 분광계에서 검출될 수 있는 전형적인 질량을 갖는 분리

가능한 분자 단편이다. 상기 표지가 질량 표지인 경우, 일부 구현예에서는 표지된 앰플리콘이 단일 양 또는 음

의 순전하를 가져 질량 분석기에서 더 나은 편향성이 허용된다. 검출은, 예를 들어, 매트릭스 보조 레이저 탈착

/이온화 질량 분석법(matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry, MALDI) 또는 전자 분

무 질량 분석법(electron spray mass spectrometry, ESI)을 사용하여 수행하고 시각화할 수 있다.

이들 분석 기술에 적합한 DNA를 분리하는 방법은 당해 분야에 공지되어 있다. 특히, 일부 구현예는 그 전체가[0273]

본원에 참조로 포함된 미국 특허출원 제13/470,251호("Isolation of Nucleic Acids")에 기술된 바와 같은 핵산

단리를 포함한다.

일부 구현예에서, 본원에 기술된 마커는 대변 샘플에 대해 수행된 QUARTS 검정에 사용된다. 일부 구현예에서,[0274]

DNA 샘플을 생성하는 방법, 특히 소량(예를 들어, 100마이크로리터 미만, 60마이크로리터 미만)의 고도로 정제

된 소량의 핵산을 포함하고 DNA 샘플을 테스트하는 데 사용되는 검정(예를 들어, PCR, INVADER, QuARTS 검정

등)을 저해하는 물질이 실질적으로 및/또는 효과적으로 없는 DNA 샘플을 생성하는 방법이 제공된다. 이러한 DNA

샘플은 환자로부터 채취한 샘플에 존재하는 유전자, 유전자 변이체(예를 들어, 대립 유전자) 또는 유전자 변형

(gene modification)(예를 들어, 메틸화)의 존재를 정성 검출하거나 그 활성, 발현 또는 양을 정량 측정하는 진

단 검정에 사용된다. 예를 들어, 일부 암은 특정 돌연변이 대립 유전자 또는 특정 메틸화 상태의 존재와 상관관

계가 있으며, 따라서 이러한 돌연변이 대립 유전자 또는 메틸화 상태를 검출 및/또는 정량화하면 암의 진단 및

치료에 예측 가치가 있다. 많은 귀중한 유전자 마커가 샘플에 극히 적은 양으로 존재하며 이러한 마커를 생성하

는 많은 이벤트는 드물다. 결과적으로, PCR과 같은 민감한 검출 방법조차도 검정의 검출 임계값을 충족하거나

대체하기에 충분한 적은 양의 표적을 제공하기 위해 많은 양의 DNA가 필요하다. 더욱이, 이러한 적은 양의 억제

물질의 존재는 이러한 적은 양의 표적을 검출하기 위한 이러한 검정의 정확성과 정밀도를 손상시킨다. 따라서

이러한 DNA 샘플을 생산하기 위해 부피 및 농도의 필수 관리를 제공하는 방법이 본원에 제공된다.

일부 구현예에서, 샘플은 혈액, 혈청, 백혈구, 혈장 또는 타액을 포함한다. 일부 구현예에서, 대상체는 인간이[0275]

다. 이러한 샘플은 당업자에게 명백한 바와 같이 당해 분야에 공지된 임의의 수의 수단에 의해 수득될 수 있다.

무세포 또는 실질적으로 무세포 샘플은 원심분리 및 여과를 포함하나 이에 제한되지 않는 당해 분야의 기술자에

게 공지된 다양한 기술을 샘플에 적용함으로써 수득할 수 있다. 샘플을 수득하기 위해 침습적 기술을 사용하지

않는 것이 일반적으로 바람직하지만, 조직 균질물, 조직 절편 및 생검 표본과 같은 샘플을 수득하는 것이 여전

히 바람직할 수 있다. 이 기술은 샘플을 준비하고 테스트를 위한 핵산을 제공하는 데 사용되는 방법에 제한되지

않는다. 예를 들어, 일부 구현예에서, DNA는, 예를 들어, 미국 특허 제8,808,990호 및 제9,169,511호, 및 WO

2012/155072에 기술된 바와 같은 직접 유전자 포획을 이용하여 또는 관련 방법에 의해 대변 샘플에서 또는 혈액

또는 혈장 샘플에서 단리된다.

마커 분석은 하나의 테스트 샘플 내에서 추가 마커를 사용하여 개별적으로 또는 동시에 수행할 수 있다. 예를[0276]

들어, 여러 샘플을 효율적으로 처리하고 잠재적으로 더 큰 진단 및/또는 예후 정확도를 제공하기 위해 여러 마

커를 하나의 테스트로 결합할 수 있다. 또한, 당해 분야의 기술자는 동일한 대상체로부터 여러 샘플을 (예를 들

어, 연속인 시점에서) 테스트하는 값을 인식할 것이다. 이러한 일련의 샘플 테스트를 통해 시간에 따른 마커 메

틸화 상태의 변화를 식별할 수 있다. 메틸화 상태의 변화 및 메틸화 상태 변화의 부재는 질병 정도에 대한 유용

한 정보를 제공할 수 있는데, 여기에는 이벤트 발생 후 대략적인 시간, 구제 가능한 조직의 존재 및 양, 약물

요법의 적절성, 다양한 요법의 효과 및 미래 이벤트의 위험을 포함하여 대상체의 결과 식별을 식별하는 것이 포

함되지만 이에 제한되지는 않는다. 바이오마커 분석은 다양한 물리적 형식으로 수행할 수 있다. 예를 들어, 마

이크로타이터 플레이트 또는 자동화를 사용하여 많은 수의 테스트 샘플을 쉽게 처리할 수 있다. 대안으로 단일

샘플 형식을 개발하여, 예를 들어, 외래 수송 또는 응급실 설정으로 적시에 즉각적인 치료 및 진단을 수행할 수

있다.

상기 기술의 구현예는 키트 형태로 제공되는 것이 고려된다. 키트는 본원에 기술된 조성물, 장치, 기구 등의 구[0277]

현예, 및 키트 사용 설명서를 포함한다. 이러한 설명서는 샘플에서 분석물을 준비하기 위해, 예를 들어, 샘플을

수집하고 샘플에서 핵산을 준비하기 위해 적절한 방법을 설명한다. 키트의 개별 구성요소는 적절한 용기 및 포
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장(예를 들어, 바이알, 상자, 블리스터 팩, 앰플, 병(jar), 병(bottle), 튜브 등)에 포장되고 구성요소는 편리

한 보관, 배송 및/또는 키트 사용자에 의한 사용을 위해 적절한 용기(예를 들어, 상자 또는 상자들)에 함께 포

장된다. 액체 구성요소(예를 들어, 완충액)은 사용자에 의해 재구성될 동결 건조된 형태로 제공될 수 있음을 이

해한다. 키트는 키트의 성능을 평가, 검증 및/또는 보장하기 위한 대조군 또는 기준을 포함할 수 있다. 예를 들

어, 샘플에 존재하는 핵산의 양을 검정하기 위한 키트는 비교를 위한 동일한 또는 다른 핵산의 알려진 농도를

포함하는 대조군과, 일부 구현예에서는 대조군 핵산에 특이적인 검출 시약(예를 들어, 프라이머)을 포함할 수

있다. 키트는 임상 환경에서 사용하기에 적합하며, 일부 양태에서는 사용자의 집에서 사용하기에 적합하다. 키

트의 구성요소는 일부 구현예에서 샘플로부터 핵산 용액을 준비하기 위한 시스템의 기능을 제공한다. 일부 구현

예에서, 시스템의 특정 구성요소는 사용자에 의해 제공된다.

방법[0278]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0279]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0280]

부터 단리된 것)을 DMR(예를 들어, DMR 1-560, 예를 들어, 표 1A 및 6A에서 제공된 것)을 포함하는 적어도 하나

의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉

시키는 단계, 및

2) 난소암, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC, 또는 장액성 OC(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이[0281]

상의 특이도로 제공됨)를 검출하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0282]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0283]

부터 단리된 것)을 AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,

ELMO1_B, ELMO1_C, EMX1, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D, FAIM2_A, FLJ34208_A, GPRIN1, GYPC_A,

INA_A,  ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,

MAX.chr1.110626771-110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,

MAX.chr15.28351937-28352173,  MAX.chr15.28352203-28352671,  MAX.chr15.29131258-29131734,

MAX.chr4.8859995-8860062,  MAX.chr5.42952182-42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,

PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,  SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,

VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,

IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,  MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,

MAX.chr17.76254728-76254841, MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을

갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는

적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0284]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0285]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0286]

부터 단리된 것)을 GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를

들어,  SRC_A,  SRC_B),  SIM2  (예를  들어,  SIM2_A,  SIM2_B),  AGRN  (예를  들어,  AGRN_A,  AGRN_B,  AGRN_C,

AGRN_8794), FAIM2 (예를 들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CELF2 (예를 들어, CELF2_A, CELF2_B), DSCR6, GYPC (예

를 들어, GYPC_A, GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1로 이루어진 군으로부터

선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오

티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0287]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0288]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0289]

부터 단리된 것)을 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들

어, EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를 들어, C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를 들어,

FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,
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ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, SIM2_A, AGRN_8794, BCAT1_6015, KCNA3_7518, KCNA3_7320, LOC10013136, GYPC_C, SRC (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333으로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖

는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는

적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0290]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0291]

1) 대상체로부터 얻은 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플) 내의 CA-125의 수[0292]

준을 측정하는 단계.

2) 대상체로부터 얻은 핵산 (예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플,[0293]

백혈구 샘플, 혈청 샘플)로부터 단리된 것)을 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D,

ATP10A_E),  EPS8L2  (예를  들어,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,

C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),

ZMIZ1  (예를 들어, ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를 들어, GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1

(예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체

영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나

의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

3) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0294]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0295]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0296]

부터  단리된  것)을  MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,

MAX.chr17.76254728-76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2로 이루어진 군으로

부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클

레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0297]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0298]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0299]

부터  단리된  것)을  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAML3_A,  SKI,  DNMT3A_A,  및

C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸

화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0300]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0301]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0302]

부터 단리된 것)을 TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4로

이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메

틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 투명 세포 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0303]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0304]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0305]

부터 단리된 것)을 MT1A_A, CELF2_A, KCNA3_A, MDFI, PALLD, PRDM14, PARP15, TACC2_A, MAX.chr1.147790358-

147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖
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는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는

적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 투명 세포 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0306]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0307]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0308]

부터  단리된  것)을  NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-

147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

SKI, GPRIN1_A, CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D로 이루어진 군으로부터

선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오

티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 투명 세포 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0309]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0310]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0311]

부터 단리된 것)을 AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159,

LOC100131366, FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6으로 이루어진 군으로부

터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레

오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 투명 세포 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0312]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0313]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0314]

부터 단리된 것)을 PARP15,  GPRIN1_A,  GYPC1_A,  FLJ34208,  MAX.chr1.147790358-147790381,  FAIM2_A,  SH2B3,

KCNQ5, IRF4, 및 BCAT1로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의

마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시

키는 단계, 및

2) 자궁내막양 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0315]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0316]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0317]

부터  단리된  것)을  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

MAX.chr11.14926602-14926671, MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택

된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드

를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 자궁내막양 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0318]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0319]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0320]

부터  단리된  것)을  NCOR2,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr11.14926602-14926671,

DSCR6, GPRIN1_A, CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영

역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의

시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 자궁내막양 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0321]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0322]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0323]

부터 단리된 것)을 BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,

DNMT3A_A, 및 CELF2_A로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의
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마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시

키는 단계, 및

2) 자궁내막양 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0324]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0325]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0326]

부터  단리된  것)을  CMTM3_A,  ATP10A_C,  TSHZ3,  ZMIZ1_B,  ATP10A_B,  ELMO1_B,  TACC2_A,  LRRC4,  VIM,  및

ZNF382_A로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메

틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 점액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0327]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0328]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0329]

부터  단리된  것)을  NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,

AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으

로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시

약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 점액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0330]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0331]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0332]

부터 단리된 것)을 NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11로 이루어진 군

으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디

뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 점액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0333]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0334]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0335]

부터 단리된 것)을 BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,

ATP10A_E, CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A로 이루어진 군으로부터 선택된

주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를

구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 점액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0336]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0337]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0338]

부터  단리된  것)을  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAML3,  NR2F6,  DNMT3A_A,  SKI,  SOBP,  UBTF,  AGRN_C,

MAX.chr12.30975740-30975780, 및 CAPN2_A로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선

택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일

련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 장액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0339]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0340]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0341]

부터  단리된  것)을  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,

SKI, NR2F6, IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체

영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나

의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 장액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0342]
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기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0343]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0344]

부터 단리된 것)을 NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및

C2CD4D로 이루어진 군으로부터 선택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸

화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 장액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0345]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0346]

1) 대상체로부터 얻은 핵산(예를 들어, 게놈 DNA, 예를 들어, 체액 예컨대 혈액 또는 혈장 또는 난소 조직으로[0347]

부터 단리된 것)을 SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6으로 이루어진 군으로부터 선

택된 주석을 갖는 염색체 영역으로부터 선택된 적어도 하나의 마커 내의 메틸화 및 비메틸화 CpG 디뉴클레오티

드를 구별하는 적어도 하나의 시약 또는 일련의 시약과 접촉시키는 단계, 및

2) 장액성 난소암(예를 들어, 80% 이상의 민감도 및 80% 이상의 특이도로 제공됨)을 검출하는 단계.[0348]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0349]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0350]

체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 시약은 중아

황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효소)임, 상기 하나 이상의 유전자는 하기 그

룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,[0351]

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A, 6B; 실시예 I 참조);

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-[0352]

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시[0353]

예 I 참조); 및

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조).[0354]

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0355]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0356]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0357]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0358]

체의 생물학적 샘플 (예를 들어, 혈액 샘플, 혈장 샘플)에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하

는 단계로서 (예를 들어, 상기 시약은 중아황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효

소임),  상기  하나  이상의  유전자는  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,

CDO1_B),  SRC  (예를 들어, SRC_A,  SRC_B),  SIM2  (예를 들어, SIM2_A,  SIM2_B),  AGRN  (예를 들어, AGRN_A,

AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2 (예를 들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CELF2 (예를 들어, CELF2_A, CELF2_B),

DSCR6, GYPC (예를 들어, GYPC_A, GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1로부터 선

택되는, 단계;
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2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0359]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0360]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0361]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0362]

체의 생물학적 샘플 (예를 들어, 혈액 샘플, 혈장 샘플)에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하

는 단계로서 (예를 들어, 상기 시약은 중아황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효

소임), 상기 하나 이상의 유전자는 ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E),

EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D), C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를 들어, CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를 들어,

ZMIZ1_A, ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A,

CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, SIM2_A, AGRN_8794, BCAT1_6015, KCNA3_7518, KCNA3_7320, LOC10013136, GYPC_C,

SRC  (예를 들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어,

TACC2_A, TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333로부터 선택되는, 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0363]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0364]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0365]

1) 인간 개체로부터 얻은 혈액 샘플(예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플) 내의 CA-125의[0366]

수준을 측정하는 단계;

2) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0367]

체의 혈액 샘플 (예를 들어, 혈장 샘플, 전혈 샘플, 백혈구 샘플, 혈청 샘플)에서 하나 이상의 유전자에 대한

메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 상기 시약은 중아황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는

메틸화  의존성  제한  효소임),  상기  하나  이상의  유전자는  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,

ATP10A_E),  EPS8L2  (예를  들어,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,

C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),

ZMIZ1  (예를 들어, ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를 들어, GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1

(예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A로부터 선택되는, 단계;

3) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0368]

4) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0369]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0370]

1) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 하나 이상의 유전[0371]

자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,[0372]

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A, 6B; 실시예 I 참조);

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-[0373]
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76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조);

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,[0374]

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예 III 참조);

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,[0375]

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,

DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시[0376]

예 I 참조); 및

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조).[0377]

2) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및[0378]

3) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 유[0379]

전자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양

을 나타내는, 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0380]

1) 메틸화 특이적 방식으로 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들[0381]

어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약)으로 처리함으로써 인간 개체의

생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 변형된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0382]

3) 메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성 DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이[0383]

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계.

상기 하나 이상의 유전자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택된다:[0384]

●   AGRN_A,  ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  BCAT1,  CCND2_D,  CMTM3_A,  ELMO1_A,  ELMO1_B,[0385]

ELMO1_C,  EMX1,  EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D,  FAIM2_A,  FLJ34208_A,  GPRIN1,  GYPC_A,  INA_A,

ITGA4_B,  KCNA3_A,  KCNA3_C,  LBH,  LIME1_A,  LIME1_B,  LOC646278,  LRRC4,  LRRC41_A,  MAX.chr1.110626771-

110626832,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr1.161591532-161591608,  MAX.chr15.28351937-28352173,

MAX.chr15.28352203-28352671, MAX.chr15.29131258-29131734, MAX.chr4.8859995-8860062, MAX.chr5.42952182-

42952292,  MDFI,  NCOR2,  NKX2-6,  OPLAH_A,  PARP15,  PDE10A,  PPP1R16B,  RASSF1_B,  SEPTIN9,  SKI,  SLC12A8,

SRC_A,  SSBP4_B,  ST8SIA1,  TACC2_A,  TSHZ3,  UBTF,  VIM,  VIPR2_A,  ZBED4,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,  ZMIZ1_C,

ZNF382_A,  ZNF469_B,  ATP6V1B1_A,  BZRAP1,  GDF6,  IFFO1_A,  IFFO1_B,  KCNAB2,  LIMD2,  MAML3_B,

MAX.chr14.102172350-102172770,  MAX.chr16.85482307-85482494,  MAX.chr17.76254728-76254841,

MAX.chr5.42993898-42994179, 및 RASAL3 (표 1A, 1B, 6A, 6B; 실시예 I 참조);

●  GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B), SRC (예를 들어, SRC_A,[0386]

SRC_B), SIM2 (예를 들어, SIM2_A, SIM2_B), AGRN (예를 들어, AGRN_A, AGRN_B, AGRN_C, AGRN_8794), FAIM2

(예를 들어, FAIM2_A,  FAIM2_B),  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  DSCR6,  GYPC  (예를 들어, GYPC_A,

GYPC_B, GYPC_C), CAPN2 (예를 들어, CAPN2_A, CAPN2_B), 및 BCAT1 (표 9; 실시예 III 참조); 

●  ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2 (예를 들어, EPS8L2_A,[0387]

EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,  FAIM2_A,

FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,  ZMIZ1_B,

ZMIZ1_C,  ZMIZ1_D),  GPRIN1  (예를  들어,  GPRIN1_A,  GPRIN1_B),  CDO1  (예를  들어,  CDO1_A,  CDO1_B),  GP5,
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DSCR6,  SKI,  SIM2_A,  AGRN_8794,  BCAT1_6015,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  LOC10013136,  GYPC_C,  SRC  (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333 (표 10, 실시예 III 참조);

●   MAX.chr16.85482307-85482494,  GDF6,  IFFO_A,  MAX.chr5.42993898-42994179,  MAX.chr17.76254728-[0388]

76254841, MAX.chr14.102172350-102172770, RASAL3, BZRAP1, 및 LIMD2 (표 3; 실시예 I 참조);

●  PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, BCAT1, MAML3_A, SKI, DNMT3A_A, 및 C2CD4D (표 4A; 실시[0389]

예 I 참조); 및

●  BCAT1_6015, SKI, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8A; 실시예 II 참조).[0390]

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0391]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0392]

체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 시약은 중아

황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효소임), 상기 하나 이상의 유전자는 하기 그

룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예 I[0393]

참조);

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,[0394]

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0395]

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조); 및 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,[0396]

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참조);

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0397]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0398]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0399]

1) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 하나 이상의 유전[0400]

자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예 I[0401]

참조);

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,[0402]

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0403]

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6 및 C2CD4D(표 5B 참조, 실시예 I); 그리고  

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,[0404]

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참조);

2) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및[0405]

3) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 유[0406]
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전자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양

을 나타내는, 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0407]

1) 메틸화 특이적 방식으로 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들[0408]

어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약)으로 처리함으로써 인간 개체의

생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 변형된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0409]

3) 메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성 DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이[0410]

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계.

상기 하나 이상의 유전자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택된다:[0411]

●  TACC2_A, LRRC41_A, EPS8L2, LBH, LIME1_B, MDFI, FAIM2_A, GYPC_A, AGRN_B, 및 ZBED4 (표 2A; 실시예 I[0412]

참조);

●   MT1A_A,  CELF2_A,  KCNA3_A,  MDFI,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,[0413]

BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,

MAX.chr14.105512178-105512224,  EPS8L2_E,  SKI,  GPRIN1_A,  MAX.chr8.142215938-142216298,  CDO1_A,

DNMT3A_A, SIM2_A, SKI, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, PISD, 및 C2CD4D (표 4B; 실시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_B,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  PARP15,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,[0414]

MAX.chr11.14926602-14926671,  AGRN_B,  MAX.chr6.10382190-10382225,  DSCR6,  MAML3_A,  SKI,  GPRIN1_A,

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, MT1A_B, GYPC_A, BCL2L11, GDF6, 및 C2CD4D (표 5B; 실시예 I 참조); 및 

●  AGRN_8794, BHLHE23_8339, EPS8L2_F, RASSF1_8293, MDFI_6321, SKI, GYPC_C, NKX2-6_4159, LOC100131366,[0415]

FAIM2_B, GPRIN1_B, LRRC41_B, TACC2_B, LBH, SIM2_B, CDO1_A, 및 DSCR6 (표 8B; 실시예 II 참조).

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0416]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0417]

체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 시약은 중아

황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효소임), 상기 하나 이상의 유전자는 하기 그

룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및[0418]

BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,[0419]

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,[0420]

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조); 및 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및[0421]

CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조);

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0422]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0423]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0424]

1) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 하나 이상의 유전[0425]

자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및[0426]

BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조);
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●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,[0427]

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,[0428]

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조); 및 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및[0429]

CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조);

2) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및[0430]

3) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 유[0431]

전자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양

을 나타내는, 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0432]

1) 메틸화 특이적 방식으로 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들[0433]

어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약)으로 처리함으로써 인간 개체의

생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 변형된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0434]

3) 메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성 DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이[0435]

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계.

상기 하나 이상의 유전자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택된다:[0436]

●  PARP15, GPRIN1_A, GYPC1_A, FLJ34208, MAX.chr1.147790358-147790381, FAIM2_A, SH2B3, KCNQ5, IRF4, 및[0437]

BCAT1 (표 2B; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  CELF2_A,  PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  MAX.chr11.14926602-14926671,[0438]

MAML3_A, SKI, GPRIN1_A, SKI, BCL2L11, 및 C2CD4D (표 4C; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, PRDM14, MAX.chr1.147790358-147790381, MAX.chr11.14926602-14926671, DSCR6, GPRIN1_A,[0439]

CDO1_A, SIM2_A, IFFO1_A, 및 C2CD4D (표 5C; 실시예 I 참조); 및 

●  BCAT1_6015,  EPS8L2_F,  SKI,  NKX2-6_4159,  C1QL3_B,  GPRIN1_B,  PARP15,  OXT_C,  SIM2_B,  DNMT3A_A,  및[0440]

CELF2_A (표 8C; 실시예 II 참조).

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0441]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0442]

체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 시약은 중아

황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효소임), 상기 하나 이상의 유전자는 하기 그

룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실[0443]

시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,[0444]

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조); 및 [0445]

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,[0446]

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조);

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0447]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0448]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.
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기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0449]

1) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 하나 이상의 유전[0450]

자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실[0451]

시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,[0452]

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조); 및 [0453]

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,[0454]

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조);

2) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및[0455]

3) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 유[0456]

전자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양

을 나타내는, 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0457]

1) 메틸화 특이적 방식으로 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들[0458]

어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약)으로 처리함으로써 인간 개체의

생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 변형된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0459]

3) 메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성 DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이[0460]

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계.

상기 하나 이상의 유전자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택된다:[0461]

●  CMTM3_A, ATP10A_C, TSHZ3, ZMIZ1_B, ATP10A_B, ELMO1_B, TACC2_A, LRRC4, VIM, 및 ZNF382_A (표 2C; 실[0462]

시예 I 참조);

●   NCOR2,  MT1A_A,  KCNA3_A,  ZMIZ1_C,  TACC2_A,  MAX.chr1.147790358-147790381,  BCAT1,  AGRN_B,  SKI,[0463]

SLC12A8, ZMIZ1_B, BCL2L11, 및 GATA2 (표 4D; 실시예 I 참조);

●  NCOR2, PALLD, TACC2_A, BCAT1, AGRN_B, SKI, SLC12A8, ZMIZ1_B, 및 BCL2L11 (표 5D; 실시예 I 참조); 및 [0464]

●   BCAT1_6015,  ELMO1_9100,  KCNA3_7518,  KCNA3_7320,  MDFI_6321,  SKI,  VIPR_B,  ZNF382_B,  ATP10A_E,[0465]

CMTM3_B, ZMIZ1_D, SRC_B, HDGFRP3, TACC2_B, TSHZ3, LBH, DNMT3A_A (표 8D; 실시예 II 참조).

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0466]

1) 생물학적 샘플에서의 게놈 DNA를 메틸화 특이적 방식으로 DNA를 변형시키는 시약으로 처리함으로써 인간 개[0467]

체의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 메틸화 수준을 측정하는 단계로서 (예를 들어, 시약은 중아

황산염 시약, 메틸화 민감성 제한 효소, 또는 메틸화 의존성 제한 효소임), 상기 하나 이상의 유전자는 하기 그

룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-[0468]

30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조);

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,[0469]

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및 C2CD4D  (참고,[0470]

표 5A; 실시예 I); 및 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조);[0471]
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2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 처리된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0472]

3) 중합효소 연쇄 반응, 핵산 시퀀싱, 질량 분석법, 메틸화 특이적 뉴클레아제, 질량 기반 분리 및 표적 포획에[0473]

의해 상기 하나 이상의 유전자의 메틸화 수준을 결정하는 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0474]

1) 샘플로부터의 DNA에서 적어도 하나의 메틸화 마커 유전자의 양을 측정하는 단계로서, 상기 하나 이상의 유전[0475]

자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택되는, 단계:

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-[0476]

30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조);

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,[0477]

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및 C2CD4D  (참고,[0478]

표 5A; 실시예 I); 및 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조);[0479]

2) DNA에서 적어도 하나의 참조 마커의 양을 측정하는 단계; 및[0480]

3) DNA에서 측정된 침조 마커 유전자의 양에 대한 백분율로서 DNA에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 유[0481]

전자의 양에 대한 값을 계산하는 단계로서, 상기 값은 샘플에서 측정된 적어도 하나의 메틸화된 마커 DNA의 양

을 나타내는, 단계.

기술의 일부 구현예에서, 하기 단계를 포함하는 방법이 제공된다:[0482]

1) 메틸화 특이적 방식으로 중아황산염으로 생물학적 샘플에서 게놈 DNA를 DNA를 변형할 수 있는 시약(예를 들[0483]

어, 메틸화 민감성 제한 효소, 메틸화 의존성 제한 효소, 및 중아황산염 시약)으로 처리함으로써 인간 개체의

생물학적 샘플에서 하나 이상의 유전자에 대한 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계;

2) 선택된 하나 이상의 유전자에 대한 프라이머 세트를 사용하여 상기 변형된 게놈 DNA를 증폭하는 단계; 및[0484]

3) 메틸화 특이적 PCR, 정량적 메틸화 특이적 PCR, 메틸화 민감성 DNA 제한 효소 분석, 정량적 중아황산염 파이[0485]

로시퀀싱, 또는 중아황산염 게놈 시퀀싱 PCR에 의해 CpG 부위의 메틸화 수준을 측정하는 단계.

상기 하나 이상의 유전자는 하기 그룹 중 하나로부터 선택된다:[0486]

●  MAX.chr1.147790358-147790381, MAML3, NR2F6, DNMT3A_A, SKI, SOBP, UBTF, AGRN_C, MAX.chr12.30975740-[0487]

30975780, 및 CAPN2_A (표 2D; 실시예 I 참조);

●   PALLD,  PRDM14,  MAX.chr1.147790358-147790381,  CAPN2_A,  MAX.chr6.10382190-10382225,  SKI,  NR2F6,[0488]

IFFO1_A, MT1A_B, IFFO1_B, GDF6, 및 C2CD4D (표 4E; 실시예 I 참조);

●  NCOR2,  MAX.chr1.147790358-147790381,  MAX.chr6.10382190-10382225,  IFFO1_A,  GDF6,  및 C2CD4D  (참고,[0489]

표 5A; 실시예 I); 및 

●  SKI, PEAR1_B, CAPN2_B, SIM2_B, DNMT3A_A, CDO1_A, 및 NR2F6 (표 8E; 실시예 II 참조).[0490]

임의의 그러한 방법 내에서, 임의의 그러한 마커에 대한 메틸화 수준을 결정하는 것은 표 1C 또는 6B에 인용된[0491]

프라이머로 달성된다.

바람직하게는, 이러한 방법에 대한 민감도는 약 70% 내지 약 100%, 또는 약 80% 내지 약 90%, 또는 약 80% 내지[0492]

약 85%이다. 바람직하게는, 특이성은 약 70% 내지 약 100%, 또는 약 80% 내지 약 90%, 또는 약 80% 내지 약

85%이다.

게놈 DNA는 상업적으로 이용 가능한 키트의 사용을 포함하여 임의의 방법으로 단리할 수 있다. 간단히 말해서,[0493]

관심 DNA가 세포막에 의해 캡슐화되는 경우 생물학적 샘플은 효소적, 화학적 또는 기계적 수단에 의해 파괴되고

용해되어야 한다. 그런 다음 DNA 용액에서 단백질 및 기타 오염 물질을, 예를 들어, 단백질 분해 효소 K로 분해

하여 제거할 수 있다. 그런 다음 게놈 DNA를 용액에서 회수한다. 이것은 염석, 유기 추출, 또는 고체상 지지체

로의 DNA의 결합을 포함하는 다양한 방법에 의해 수행될 수 있다. 방법의 선택은 시간, 비용 및 필요한 DNA 양
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을 포함하는 여러 요인의 영향을 받는다. 신생물 물질 또는 전종양 물질을 포함하는 모든 임상 샘플 유형, 예를

들어, 세포주, 조직학적 슬라이드, 생검, 파라핀 봉입된 조직, 체액, 대변, 난소 조직, 결장 유출물, 소변, 혈

장, 혈청, 전혈, 단리된 혈액 세포, 혈액에서 단리된 세포 및 이들의 조합이 본 방법에 사용하기 적합하다.

상기 기술은 샘플을 준비하고 테스트를 위한 핵산을 제공하는 데 사용되는 방법에 제한되지 않는다. 예를 들어,[0494]

일부 구현예에서, DNA는, 예를 들어, 미국 특허출원 제61/485386호에 기술된 바와 같은 직접 유전자 포획을 이

용하여 또는 관련 방법으로 대변 샘플에서 또는 혈액 또는 혈장 샘플에서 단리된다.

그런 다음 게놈 DNA 샘플은 DMR을 포함하는 하나 이상의 마커(예를 들어, DMR 1-560, 예를 들어, 표 1A 및 6A에[0495]

의해 제공되는 것) 내의 메틸화 CpG 디뉴클레오타이드와 메틸화되지 않은 CpG 디뉴클레오타이드를 구별하는 적

어도 하나의 시약 또는 일련의 시약으로 처리된다.

일부 구현예에서, 시약은 5' 위치에서 메틸화되지 않은 사이토신 염기를 우라실, 티민, 또는 혼성화 거동 측면[0496]

에서 사이토신과 유사한 또 다른 염기로 전환한다. 그러나 일부 구현예에서, 시약은 메틸화 민감성 제한 효소일

수 있다.

일부 구현예에서, 게놈 DNA 샘플은 5' 위치에서 메틸화되지 않은 사이토신 염기가 우라실, 티민, 또는 혼성화[0497]

거동 측면에서 사이토신과 유사하지 않은 또 다른 염기로 전환되는 방식으로 처리된다. 일부 구현예에서, 이 처

리는 중아황산염(아황산수소, 디설파이트)를 이용한 다음 알칼리성 가수분해로 수행된다.

그런 다음 처리된 핵산을 분석하여 표적 유전자 서열(DMR, 예를 들어, DMR 1-560, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 의[0498]

해 제공되는 것으로부터 선택된 적어도 하나의 DMR을 포함하는 마커로부터의 적어도 하나의 유전자, 게놈 서열

또는 뉴클레오타이드)의 메틸화 상태를 결정한다. 분석 방법은 본원에 나열된 것들, 예를 들어, 본원에 기술된

바와 같은 QuARTS 및 MSP를 포함하여 당해 분야에 공지된 것들로부터 선택될 수 있다.

비정상적인 메틸화, 보다 구체적으로 DMR(예를 들어, DMR 1-560, 예를 들어, 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같음)[0499]

을 포함하는 마커의 과메틸화는 난소암과 연관된다.

상기 기술은 난소암과 관련된 모든 샘플의 분석에 관한 것이다. 예를 들어, 일부 구현예에서 샘플은 환자로부터[0500]

수득한  조직  및/또는  생물학적  유체를  포함한다.  일부  구현예에서,  샘플은  분비물을  포함한다.  일부

구현예에서, 샘플은 혈액, 혈청, 혈장, 위 분비물, 췌장액, 위장 생검 샘플, 유방 생검으로부터의 미세절개된

세포 및/또는 대변에서 회수된 세포를 포함한다. 일부 구현예에서, 샘플은 난소 조직을 포함한다. 일부 구현예

에서, 대상체는 인간이다. 샘플은 난소, 유방, 간, 담관, 췌장, 위, 결장, 직장, 식도, 소장, 충수, 십이지장,

폴립, 담낭, 항문 및/또는 복막의 세포, 분비물 또는 조직을 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 샘플은 세포액,

복수, 소변, 대변, 췌장액, 내시경 검사 중에 얻은 체액, 혈액, 점액 또는 타액을 포함한다. 일부 구현예에서,

샘플은 대변 샘플이다.

이러한 샘플은 당업자에게 명백한 바와 같이 당해 분야에 공지된 임의의 수의 수단에 의해 수득될 수 있다. 예[0501]

를 들어, 소변 및 대변 샘플은 쉽게 얻을 수 있는 반면, 혈액, 복수, 혈청 또는 췌장액 샘플은, 예를 들어, 바

늘과 주사기를 사용하여 비경구로 얻을 수 있다. 무세포 또는 실질적으로 무세포 샘플은 원심분리 및 여과를 포

함하나  이에 제한되지 않는 당해 분야의 기술자에게 공지된 다양한 기술을 샘플에 적용함으로써 수득할 수

있다. 일반적으로 샘플을 수득하기 위해 침습적 기술을 사용하지 않는 것이 바람직하지만, 조직 균질물, 조직

절편 및 생검 표본과 같은 샘플을 수득하는 것이 여전히 바람직할 수 있다.

일부 구현예에서, 기술은 환자 (예를 들어, 난소암이 있는 환자) (예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점[0502]

액성 OC, 장액성 OC 중 하나 이상이 있는 환자)를 치료하는 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 본원에 제공된 바

와 같은 하나 이상의 DMR의 메틸화 상태를 결정하고 상기 메틸화 상태를 결정한 결과에 기초하여 상기 환자에게

치료를 투여하는 것을 포함한다. 상기 치료는 약제학적 화합물, 백신의 투여, 수술 수행, 환자 영상화, 다른 검

사 수행일 수 있다. 바람직하게는, 상기 용도는 임상 스크리닝 방법, 예후 평가 방법, 치료 결과 모니터링

방법, 특정 치료적 치료에 가장 반응할 가능성이 높은 환자를 식별하는 방법, 환자 또는 대상체를 영상화하는

방법 및 약물 스크리닝 및 개발 방법에 있다.

본 기술의 일부 구현예에서, 대상체의 난소암을 진단하는 방법이 제공된다. 본원에 사용된 용어 "진단하는" 및[0503]

"진단"은 숙련된 기술자가 대상체가 주어진 질병 또는 병태를 앓고 있는지, 또는 주어진 질병 또는 병태가 미래

에 생길 수 있는지를 추정하고 결정할 수도 있는 방법을 지칭한다. 숙련된 기술자는 종종 하나 이상의 진단 지

표, 예컨대 바이오마커(예를 들어, 본원에 개시된 DMR)에 기초하여 진단을 내리며, 이의 메틸화 상태는 병태의
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존재, 중증도 또는 부재를 나타낸다.

진단과 함께 임상 암 예후는 암의 공격성과 종양 재발 가능성을 결정하여 가장 효과적인 치료법을 계획하는 것[0504]

과 관련이 있다. 더 정확한 예후를 만들 수 있거나 암 발병의 잠재적 위험을 평가할 수 있다면 적절한 치료법을

선택하고 어떤 경우에는 환자에게 덜 심각한 치료법을 선택할 수 있다. 암 바이오마커의 평가(예를 들어, 메틸

화 상태 결정)는 치료가 필요하지 않거나 제한적인 치료가 필요하지 않은 암 발병 위험이 낮거나 예후가 좋은

대상체를  더  집중적인  치료의  혜택을  받는  암에  걸리거나  재발할  가능성이  높은  대상체와  구분하는  데

유용하다.

이와 같이, 본원에 사용된 "진단하기" 또는 "진단"은 암 발병 위험을 결정하거나 예후를 결정하는 것을 추가로[0505]

포함하며, 이는 본원에 개시된 진단 바이오마커(예를 들어, DMR)의 측정에 기초하여 (의학적 치료 유무에 관계

없이) 임상 결과의 예측, 적절한 치료(또는 치료가 효과적인지 여부), 또는 본 치료의 모니터링 및 잠재적으로

치료의 변경을 제공할 수 있다. 또한, 지금 개시되는 주제의 일부 구현예에서, 진단 및/또는 예후를 용이하게

하기 위해 시간에 따른 바이오마커의 다중 결정이 이루어질 수 있다. 바이오마커의 시간적 변화는 임상 결과를

예측하고, 난소암의 진행을 모니터링하고, 암에 대한 적절한 치료의 효능을 모니터링하는 데 사용될 수 있다.

예를 들어, 그러한 구현예에서, 효과적인 치료 과정 동안 시간 경과에 따라 생물학적 샘플에서 본원에 개시된

하나 이상의 바이오마커(예를 들어, DMR)(및 잠재적으로 모니터링되는 경우 하나 이상의 추가 바이오마커(들))

의 메틸화 상태의 변화를 기대할 수 있다.

지금 개시되는 주제는 일부 구현예에서 대상체에서 암의 예방 또는 치료를 개시할지 또는 계속할지를 결정하는[0506]

방법을 추가로 제공한다. 일부 구현예에서, 상기 방법은 대상체로부터 일정 기간 일련의 생물학적 샘플을 제공

하는 단계; 상기 일련의 생물학적 샘플을 분석하여 각각의 생물학적 샘플에서 본원에 개시된 적어도 하나의 바

이오마커의 메틸화 상태를 결정하는 단계; 및 상기 각각의 생물학적 샘플에서 하나 이상의 바이오마커의 메틸화

상태의 임의의 측정 가능한 변화를 비교하는 단계를 포함한다. 일정 기간 동안 바이오마커의 메틸화 상태의 임

의의 변화는 암 발병 위험을 예측하고, 임상 결과를 예측하고, 암 예방 또는 치료를 시작 또는 계속할지 및 본

치료가 암을 효과적으로 치료하고 있는지를 결정하는 데 사용될 수 있다. 예를 들어, 제1 시점은 치료 개시 전

에 선택될 수 있고 제2 시점은 치료 개시 후 어느 시점에서 선택될 수 있다. 메틸화 상태는 서로 다른 시점에서

채취한 각 샘플에서 측정할 수 있으며 정성 및/또는 정량 차이를 기록할 수 있다. 다른 샘플로부터의 바이오마

커 수준의 메틸화 상태의 변화는 난소암 위험, 예후, 치료 효능 결정 및/또는 대상체에서 암의 진행과 상관될

수 있다.

바람직한 구현예에서, 본 발명의 방법 및 조성물은, 예를 들어, 질병의 증상이 나타나기 전에 초기 단계에서 질[0507]

병의 치료 또는 진단을 위한 것이다. 일부 구현예에서, 본 발명의 방법 및 조성물은 임상 단계에서 질병의 치료

또는 진단을 위한 것이다.

언급된 바와 같이, 일부 구현예에서, 하나 이상의 진단 또는 예후 바이오마커의 다중 결정이 이루어질 수 있고,[0508]

마커의 시간적 변화가 진단 또는 예후를 결정하는 데 사용될 수 있다. 예를 들어, 진단 마커는 처음에 결정될

수 있고 두 번째에 다시 결정될 수 있다. 이러한 구현예에서, 처음에서 두 번째 시간까지 마커의 증가는 암의

특정 유형 또는 중증도의 진단 또는 주어진 예후일 수 있다. 마찬가지로, 처음에서 두 번째 시간까지 마커의 감

소는 암의 특정 유형 또는 중증도 또는 주어진 예후를 나타낼 수 있다. 또한, 하나 이상의 마커의 변화 정도는

암의 중증도 및 향후 부작용과 관련될 수 있다. 숙련된 기술자는 특정 구현예에서 여러 시점에서 동일한 바이오

마커로 비교 측정을 수행할 수 있지만, 한 시점에서 주어진 바이오마커를 측정할 수 있고, 두 번째 시점에서 두

번째  바이오마커를  측정할  수  있으며,  이들  마커를  비교하여  진단  정보를  제공할  수  있다는  것을  이해할

것이다.

본원에 사용된 "예후 결정"이라는 문구는 숙련된 기술자가 대상체에서 병태의 과정 또는 결과를 예측할 수 있는[0509]

방법을 의미한다. 용어 "예후"는 100% 정확도로 병태의 과정 또는 결과를 예측하는 능력을 의미하지 않으며, 심

지어 주어진 과정 또는 결과가 바이오마커(예를 들어, DMR)의 메틸화 상태를 기반으로 어느 정도 예측 가능하게

발생할 가능성이 있음을 의미하지 않는다. 대신, 숙련된 기술자는 용어 "예후"가 특정 과정 또는 결과가 발생할

확률이 증가함을 의미한다는 것을 이해할 것이다; 즉, 해당 병태를 나타내지 않는 개체와 비교할 때 주어진 병

태를 나타내는 대상체에서 특정 과정 또는 결과가 발생할 가능성이 더 크다. 예를 들어, 병태를 나타내지 않는

(예를 들어, 하나 이상의 DMR의 정상 메틸화 상태를 갖는) 개체에서 주어진 결과(예를 들어, 난소암을 앓고 있

음)의 변화 가능성은 매우 작을 수 있다.

일부 구현예에서, 통계 분석은 예후 지표를 불리한 결과에 대한 소인과 연관시킨다. 예를 들어, 일부 구현예에[0510]
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서, 암이 없는 환자로부터 수득한 정상 대조군 샘플에서와 다른 메틸화 상태는 통계적 유의 수준에 의해 결정된

대조군 샘플의 메틸화 상태와 더 유사한 수준을 갖는 대상체보다 암에 걸릴 가능성이 더 크다는 신호를 보낼 수

있다. 추가로, 기준선(예를 들어, "정상") 수준으로부터의 메틸화 상태의 변화는 대상 예후를 반영할 수 있고,

메틸화 상태의 변화 정도는 부작용의 심각성과 관련될 수 있다. 통계적 유의성은 종종 두 집단 이상을 비교하고

신뢰 구간 및/또는 p  값을  결정함으로써 결정된다.  예를  들어,  그  전체가 본원에 참조로 포함된 Dowdy  및

Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons, New York, 1983 참조. 본 주제의 예시적인 신뢰 구간

은 90%,  95%,  97.5%,  98%,  99%,  99.5%,  99.9%  및 99.99%이고, 예시적인 p  값은 0.1,  0.05,  0.025,  0.02,

0.01, 0.005, 0.001 및 0.0001이다.

다른 구현예에서, 본원에 개시된 예후 또는 진단 바이오마커(예를 들어, DMR)의 메틸화 상태 변화의 역치 정도[0511]

가 확립될 수 있고, 생물학적 샘플에서 바이어마커의 메틸화 상태의 변화 정도가 메틸화 상태 변화의 역치 정도

와 간단히 비교된다. 본원에 제공된 바이오마커에 대한 메틸화 상태의 바람직한 역치 변화는 약 5%, 약 10%, 약

15%,  약 20%,  약 25%,  약 30%,  약 50%,  약 75%,  약 100%  및 약 150%이다. 또 다른 구현예에서, "노모그램

(nomogram)"이 확립될 수 있으며, 이에 의해 예후 또는 진단 지표(바이오마커 또는 바이오마커의 조합)의 메틸

화 상태가 주어진 결과에 대해 연관된 배치와 직접 관련된다. 숙련된 기술자는 개별 샘플 측정이 집단 평균이

아니라 참조되기 때문에 이 측정의 불확실성이 마커 농도의 불확실성과 동일하다는 것을 포함하여 두 숫자 값을

관련시키기 위해 이러한 노모그램을 사용하는 것에 대해 잘 알고 있다.

일부 구현예에서, 대조군 샘플은 생물학적 샘플과 동시에 분석되어 생물학적 샘플에서 수득한 결과를 대조군 샘[0512]

플에서 수득한 결과와 비교할 수 있다. 추가로, 생물학적 샘플에 대한 검정 결과를 비교할 수 있는 표준 곡선이

제공될 수 있음이 고려된다. 이러한 표준 곡선은 형광 표지가 사용되는 경우 검정 단위(예를 들어, 형광 신호

강도)의 함수로서 바이오마커의 메틸화 상태를 나타낸다. 여러 기증자로부터 채취한 샘플을 사용하여, 정상 조

직에서 하나 이상의 바이오마커의 대조군 메틸화 상태에 대한 표준 곡선뿐만 아니라 화생(metaplasia) 또는 난

소암을 가진 기증자로부터 채취한 조직 내 하나 이상의 바이오마커의 "위험" 수준에 대한 표준 곡선을 제공할

수 있다. 상기 방법의 특정 구현예에서, 대상체로부터 수득한 생물학적 샘플에서 본원에 제공된 하나 이상의

DMR의 비정상적인 메틸화 상태를 확인하면 대상체가 화생을 갖는 것으로 인정된다. 상기 방법의 다른 구현예에

서, 대상체로부터 수득한 생물학적 샘플에서 이러한 바이오마커 중 하나 이상의 비정상적인 메틸화 상태의 검출

은 대상체가 암을 갖는 것으로 인정된다.

마커 분석은 하나의 테스트 샘플 내에서 추가 마커를 사용하여 개별적으로 또는 동시에 수행할 수 있다. 예를[0513]

들어, 여러 마커를 하나의 테스트로 합하여 여러 샘플을 효율적으로 처리하고 잠재적으로 더 큰 진단 및/또는

예후 정확도를 제공할 수 있다. 또한, 당업자는 동일한 대상체로부터 여러 샘플을 (예를 들어, 연속적인 시점에

서) 테스트하는 값을 인식할 것이다. 이러한 일련의 샘플 테스트를 통해 시간에 따른 마커 메틸화 상태의 변화

를 확인할 수 있다. 메틸화 상태의 변화와 메틸화 상태의 변화 부재는 질병 상태에 대해 유용한 정보를 제공할

수 있는데, 는 이벤트 발생 후 대략적인 시간의 식별, 구제 가능한 조직의 존재 및 양, 약물 요법의 적절성, 다

양한 요법의 효과 및 미래 이벤트의 위험을 포함하여 대상체의 결과 식별을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

바이오마커 분석은 다양한 물리적 형식으로 수행할 수 있다. 예를 들어, 마이크로타이터 플레이트 또는 자동화[0514]

를 사용하여 많은 수의 테스트 샘플을 쉽게 처리할 수 있다. 대안으로, 단일 샘플 형식을 개발하여, 예를 들어,

외래 수송 또는 응급실 세팅과 같이 적시에 즉각적인 치료 및 진단을 수행할 수 있다.

일부 구현예에서, 대조군 메틸화 상태와 비교할 때 샘플에서 하나 이상의 바이오마커의 메틸화 상태에 측정 가[0515]

능한 차이가 있는 경우 대상체는 난소암을 갖는 것으로 진단된다. 반대로, 생물학적 샘플에서 메틸화 상태의 변

화가 확인되지 않으면 대상체는 난소암이 없거나 암 위험이 없거나 암 위험이 낮은 것으로 확인될 수 있다. 이

와 관련하여, 암 또는 이의 위험이 있는 대상체는 암 또는 이의 위험이 낮거나 실질적으로 없는 대상체와 구별

될 수 있다. 난소암의 진행 위험이 있는 대상체는 내시경 감시(endoscopic surveillance)를 포함하여 더욱 집중

적이고/거나 정기적인 스크리닝 일정에 배치될 수 있다. 반면에, 위험이 낮거나 실질적으로 없는 대상체는, 예

를 들어, 본 기술에 따라 수행되는 스크리닝과 같은 향후 스크리닝이 해당 대상체에서 난소암 위험이 나타났음

을 나타내는 시간까지 난소암에 대한 추가 테스트(예를 들어, 침습적 절차)를 피할 수 있다.

위에서 언급한 바와 같이, 본 기술의 방법의 구현예에 따라 하나 이상의 바이오마커의 메틸화 상태의 변화를 검[0516]

출하는 것은 정성적 결정일 수도 있고 정량적 결정일 수도 있다. 이와 같이, 난소암이 있거나 발병할 위험이 있

는 대상체를 진단하는 단계는 특정 임계값 측정이 이루어짐을 나타내는데, 예를 들어, 생물학적 샘플에서 하나

이상의 바이오마커의 메틸화 상태는 미리 결정된 대조군 메틸화 상태와 다르다. 상기 방법의 일부 구현예에서,
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대조군 메틸화 상태는 바이오마커의 임의의 검출 가능한 메틸화 상태이다. 대조군 샘플이 생물학적 샘플과 동시

에 시험되는 방법의 다른 구현예에서, 미리 결정된 메틸화 상태는 대조군 샘플의 메틸화 상태이다. 상기 방법의

다른 구현예에서, 미리 결정된 메틸화 상태는 표준 곡선에 기초하고/거나 이에 의해 확인된다. 상기 방법의 다

른 구현예에서, 미리 결정된 메틸화 상태는 특정 병태 또는 병태 범위이다. 이와 같이, 미리 결정된 메틸화 상

태는 실시되는 방법의 구현예 및 원하는 특이성 등에 부분적으로 기초하여 당해 분야의 숙련가에게 명백할 허용

가능한 한계 내에서 선택될 수 있다.

또한, 진단 방법과 관련하여 바람직한 대상은 척추동물 대상이다. 바람직한 척추동물은 온혈동물이다. 바람직한[0517]

온혈 척추동물은 포유동물이다. 바람직한 포유동물은 가장 바람직하게는 인간이다. 본 명세서에서 사용되는 용

어 "대상체"는 인간 및 동물 대상체를 모두 포함한다. 따라서 수의학적 치료 용도가 본원에서 제공된다. 따라서

본 기술은 인간과 같은 포유동물뿐만 아니라 시베리아 호랑이와 같이 멸종 위기에 처한 중요한 포유동물; 인간

에 의해 소비되기 위해 농장에서 자란 동물과 같이 경제적으로 중요한 포유동물; 및/또는 인간에게 사회적으로

중요한 동물, 예를 들어, 애완동물 또는 동물원에 기르는 동물의 진단을 제공한다. 그러한 동물의 예는 고양이

와 개와 같은 육식 동물; 돼지(pig), 돼지(hog), 멧돼지를 포함한 돼지(swine); 소, 황소, 양, 기린, 사슴, 염

소, 들소 및 낙타와 같은 반추 동물 및/또는 유제류; 및 말을 포함하나 이에 제한되지 않는다. 따라서, 사육된

돼지,  반추  동물,  유제류,  말(경주마  포함)  등을  포함하나  이에  제한되지  않는  가축의  진단  및  치료도

제공된다.

지금 개시되는 주제는 대상체에서 난소암 및/또는 특정 형태의 난소암(예를 들어, 투명 세포 OC, 자궁내막양[0518]

OC, 점액성 OC, 장액성 OC)를 진단하기 위한 시스템을 추가로 포함한다. 상기 시스템은, 예를 들어, 생물학적

샘플을 수집한 대상체에서 난소암 위험을 스크리닝하거나 난소암을 진단하는 데 사용할 수 있는 상용 키트로서

제공될 수 있다. 본 기술에 따라 제공된 예시적인 시스템은 표 1A 및 6A에 제공된 바와 같이 DMR의 메틸화 상태

를 평가하는 것을 포함한다.

실시예 [0519]

실시예 I.[0520]

조직과 혈액은 기관의 IRB 감독하에 Mayo Clinic 생물견본 저장소에서 얻었다. 샘플은 주제 연구 승인 및 포함/[0521]

제외 기준을 엄격하게 준수하여 선택되었다. 암 하위유형에는 1) 장액성 OC, 2) 투명 세포 OC, 3) 점액성 OC 및

4) 자궁내막양 OC가 포함되었다. 대조군에는 비-신생물성 나팔 조직 및 전혈 유래 백혈구가 포함되었다. 조직을

거시적으로 절개하고 전문 부인과 병리학자가 조직학을 검토하였다. 샘플은 연령 일치, 무작위, 맹검이었다. 77

개의 냉동 조직(18개의 장액성 OC, 15개의 투명 세포 OC, 6개의 점액성 OC, 18개의 자궁내막성 OC, 6개의 양성

나팔관, 14개의 양성 나팔관 브러싱) 및 암이 없는 여성으로부터의 19개 버피 코트의 샘플 DNA를 각각 QIAamp

DNA  Tissue  Mini  kit  및 QIAamp  DNA  Blood  Mini  kit  (Qiagen, Valencia CA)를 사용하여 정제하였다. DNA를

AMPure XP 비드(Beckman-Coulter, Brea CA)로 재정제하고 PicoGreen(Thermo-Fisher, Waltham MA)으로 정량화하

였다. DNA 무결성은 qPCR을 사용하여 평가되었다. 4개의 난소암 세포주도 시퀀싱되었다(TOV21G, SKOV3, OVCAR3,

CAOV3).

RRBS 시퀀싱 라이브러리를 Meissner 프로토콜(참조: Gu 등 Nature Protocols 2011 Apr;6(4):468-81)에 따라 수[0522]

정하여 준비하였다. 샘플은 4-플렉스 형식으로 합하고 Illumina HiSeq 2500 기기(Illumina, San Diego CA)로

Mayo Genomics Facility에서 시퀀싱하였다. 이미지 분석 및 염기 콜링을 위해 Illumina 파이프라인 모듈로 판독

처리하였다.  2차  분석은  Mayo가  개발한  생물  정보학  제품군인  SAAP-RRBS를  사용하여  수행하였다.  간단히

말해서, Trim-Galore를 사용하여 판독을 정리하고 BSMAP를 사용하여 GRCh37/hg19 기준 게놈 빌드로 정렬하였다.

메틸화 비율은 커버리지가 10X 이상이고 염기 품질 점수가 20 이상인 CpG에 대해 C/(C + T)를 계산하거나 반대

로 역 가닥에 대한 판독 매핑의 경우 G/(G + A)를 계산하여 결정하였다.

개별 CpG는 과메틸화 비율, 즉 해당 부위의 총 사이토신 수에 대해 주어진 유전자좌에서 메틸화된 사이토신의[0523]

수로 순위를 매겼다. 사례들에서, 비율은 ≥0.20(20%), 조직 대조군의 경우 ≤0.05(5%), 버피 코트 대조군의 경

우 ≤0.01(1%)이어야 한다. 이러한 기준을 충족하지 않는 CpG는 폐기하였다. 그 후, 후보 CpG는 게놈 위치에 따

라 영역당 최소 컷오프가 5개의 CpG인 약 60 - 200bp 범위의 DMR(메틸화 가변 영역)로 비닝(binning)되었다.

CpG 밀도가 지나치게 높은(>30%) DMR은 검증 단계에서 GC 관련 증폭 문제를 피하기 위해 제외하였다. 각 후보

영역에 대해 샘플의 개별 CpG를 사례와 대조군 모두에 대한 샘플 방식과 비교하는 2D 매트릭스를 생성하였다.

전체 OC 대 모든 양성 난소 조직 및/또는 암이 없는 버피 코트와 하위유형 비교를 분석하였다. 그런 다음 이러

한 CpG 매트릭스를 기준 서열과 다시 비교하여 게놈적으로 인접한 메틸화 부위가 초기 필터링 동안 폐기되었는
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지를 평가하였다. 영역의 이 하위세트로부터, 최종 선택에는 각 샘플 수준에서 DMR 서열 전반에 걸쳐 개별 CpG

의 조정되고 연속적인 과메틸화(경우에 따라)가 필요하였다. 반대로 대조군 샘플은 사례보다 메틸화가 적어도

10배 적어야 하고 CpG 패턴은 더 무작위적이고 덜 조정되어야 한다. 하위 유형 코호트 내 암 샘플의 적어도 10%

는 DMR 내 모든 CpG 부위에 대해 과메틸화 비율이 적어도 50%여야 한다.

별도의 분석에서, CpG의 평균 메틸화 값을 기반으로 DMR을 도출하기 위해 독점 DMR 식별 파이프라인 및 회귀 패[0524]

키지를 사용하였다. 평균 메틸화 비율의 차이는 OC 사례, 조직 대조군 및 버피 코트 대조군간에 비교하였다; 각

각의 매핑 된 CpG의 100개의 염기쌍 내의 타일링된 판독 프레임(tiled reading frame)을 사용하여 대조군 메틸

화가 <5%인 DMR을 확인하였다; DMR은 총 커버리지 깊이가 대상체당 평균 10회 판독이고 하위 그룹 간의 분산이

>0인 경우에만 분석하였다. 생물학적으로 관련된 교차비(odds ratio) 증가가 >3x배이고 커버리지 깊이가 10개의

판독이라고  가정하면,  5%의  유의  수준에서  양측  검정을  수행하고  이항  분산  팽창  요인(binomial  variance

inflation factor) 1을 가정하여 80% 검정력을 달성하려면 그룹당 ≥18개의 샘플이 필요하였다.

회귀 분석 후, DMR은 p 값, 수신자 조작 특성 곡선(receiver operating characteristic curve)(AUC) 아래 영역[0525]

및 케이스와 모든 대조군 간의 배수 변화 차이로 순위를 매겼다. 독립 검증이 사전에(a priori) 계획되었기 때

문에 이 단계에서는 잘못된 발견에 대한 조정이 이루어지지 않았다.

샘플 제조, 시퀀싱, 분석 파이프라인 및 필터의 독점 방법론을 사용하여 이들 부인과 암에 영향을 미치고 임상[0526]

시험 환경에서 뛰어날 것으로 차등적 메틸화 영역 (DMR)을 확인하고 좁혔다. 조직 대 조직 분석에서, 471개의

과메틸화 난소암(OC) DMR이 확인되었다(표 1A 및 1B). 본원에는 OC 특정 영역, OC 하위유형 특정 영역, 뿐만 아

니라 보다 보편적인 암 스펙트럼을 표적으로 하는 영역이 포함되었다. 상위 하위유형 순위 DMR은 표 2A, 2B, 2C

및 2D에 나열되어 있다. 조직 대 백혈구(버피 코트) 분석은 WBC에서 노이즈가 1% 미만인 55개의 과메틸화 난소

조직 DMR을 생성하였다(표 1A 및 1B에 표시된 DMR 472-525). 상위 전체 버피 DMR은 표 3에 나열되어 있다. 조직

및 버피 마커 그룹에서, 초기 파일럿을 위해 68명의 후보가 선택되었다. 메틸화 특이적 PCR 검정이 개발되었고

두 차례의 조직 샘플에 대해 테스트되었다; 시퀀싱된 것(동결) 및 더 큰 독립 코호트(FFPE)인 것들. 짧은 앰플

리콘 프라이머(<150bp)는 DMR에서 가장 구별되는 CpG를 표적으로 하도록 설계되었으며 완전히 메틸화된 단편이

강력하고 선형 방식으로 증폭되었는지 확인하기 위해 대조군에서 테스트되었고; 메틸화되지 않은 및/또는 전환

되지 않은 단편은 증폭되지 않는다. 136개의 프라이머 서열은 표 1C에 나열되어 있다. 궁극적으로 54개의 검정

이 진행되었다(14개의 검정이 QC에 실패하여 탈락하였다).

1단계 검증의 결과를 논리적으로 분석하여 AUC 및 배수 변화를 결정하였다. 이전 작업에서 기관 내 암 하위유형[0527]

의 후성 유전학이 다르며 최상의 패널이 하위유형 마커의 조합에서 파생된다는 것이 인식되었다. 조직 및 버피

코트 대조군에 대한 분석은 별도로 수행되었다. 결과는 표 4A, 4B, 4C, 4D 및 4E에 강조 표시되어 있다. 다수의

검정은 OC에서 버피 코트 샘플과 100% 구별되었고 OC 대 양성 나팔관 비교에서 100%에 접근하였다.

이러한 결과는 독립적인 샘플 테스트에 참여할 수 있는 우수한 성과를 보이는 후보자의 풍부한 소스를 제공하였[0528]

다. 원래의 54개 검정 중 33개가 선택되었다. 대부분은 AUC 범위 0.90 - 1.00에 속했지만 FC 번호가 매우 높은

(배경이 거의 없음) 및/또는 다른 메틸화 DNA 마커(MDMS)와 상보성을 나타내는 다른 것도 포함되었다. 모든 검

정은 높은 분석 성능 - 선형성, 효율성, 서열 특이성(용융 곡선 분석을 사용하여 평가) 및 강력한 증폭을 입증

하였다.

이전 단계에서와 같이 2차 검증에서, 전체 샘플 및 마커 세트가 하나의 배치에서 실행되었다. 마커당 ~10 ng의[0529]

FFPE 유래 샘플 DNA가 실행되었다 - 총 350개. 개별 MDM에 대한 OC 하위 유형 대 정상 조직 및 버피 코트 결과

는 표 5A, 5B, 5C 및 5D에 나열되어 있다. 다중 MDM은 모든 OC 조직학에서 현저한 메틸화 배수 변화 대 대조군

(10 내지 >1000)를 보여주었다.

데이터는 상보성을 시각화할 수 있는 히트 매트릭스 형식으로 플롯팅되었다. 교차 입증된 2-MDM 패널은 rPART[0530]

모델링에서 파생되었다: (C2CD4D, NCOR2)는 99%의 민감도와 97%의 특이도로 전체 OC를 양성 나팔 조직과 구별하

였다. 하위유형 rPART 및 랜덤 포레스트 모델링은 모든 조직학에서 완벽한 구별을 산출하였다(AUC = 1).

전체 메틸롬 시퀀싱, 엄격한 필터링 기준 및 생물학적 검증을 통해 난소암에 대한 탁월한 후보 MDM을 산출하였[0531]

다. 일부 MDM은 비교적 높은 감도로 대조군으로부터 모든 OC 조직을 구별하는 반면, 다른 MDM은 조직을 정확하

게 구별한다. 높은 식별력과 분석 용이성을 감안할 때, 이러한 MDM은 조기 발견 마커로서 임상 적용을 위한 추

가 탐색을 할 가치가 있다.

표  1A는  이러한  마커에  대한  염색체  번호,  유전자  주석  및  DMR  시작/종료  위치를  포함하는  DMR  정보를[0532]
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제공한다. 표 1B는 p-값, 리시버 작동 특성 곡선(AUC) 아래 면적 및 OC 사례와 모든 대조군 사이의 배수 변화

차이를 제공한다. 표 1C는 표 1A 및 1B에 제공된 다양한 마커에 대한 프라이머 서열 정보를 제공한다.

[0533]
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[0535]
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[0536]
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[0537]
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[0538]

공개특허 10-2022-0092561

- 81 -



[0539]

공개특허 10-2022-0092561

- 82 -



[0540]
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[0541]
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[0542]
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[0543]
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[0544]
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[0545]
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[0546]
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[0548]

공개특허 10-2022-0092561

- 91 -
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[0553]
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[0554]
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[0555]
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[0556]

[0557]

추가 진행을 위해 DMR의 하위 집합을 선택하였다. 기준은 주로 영역의 판별식 퍼텐셜(discriminant potential)[0558]
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에 대한 성능 평가를 제공하는 ROC 곡선 메트릭 아래의 로지스틱 유래 영역이었다. 0.85의 AUC가 컷오프로 선택

되었다. 또한, 메틸화 배수 변화 비율(평균 암 과메틸화 비율/평균 대조군 과메틸화 비율)을 계산하고 조직 대

조직 비교를 위해 10의 하한을 사용하고 조직 대 버피 코트 비교를 위해 20을 사용하였다. p 값은 0.01 미만이

어야 하였다. DMR은 평균 및 개별 CpG 선택 프로세스 모두에 나열되어야 하였다. 정량 메틸화 특이적 PCR(qMSP)

프라이머는 MethPrimer(Li LC and Dahiya R. Bioinformatics 2002 Nov;18(11):1427-31)를 사용하여 후보 영역

에 대해 설계되었고 QC는 양성 및 음성 게놈 메틸화 대조군 20ng(6250 당량)에 대해 체크하였다. 최적의 판별을

위해 다중 어닐링 온도를 테스트하였다. 검증은 두 단계의 qMSP로 수행하였다. 첫 번째는 시퀀싱된 DNA 샘플을

다시 테스트하는 것으로 구성되었다. 이는 DMR이 매우 큰 차세대 데이터 세트를 과도하게 피팅한 결과가 아니라

진정으로 판별적인지 확인하기 위해 수행되었다. 두 번째는 더 큰 독립 샘플 세트를 활용하였다(장액성 OC - 36

개의 샘플; 투명 세포 OC - 21개의 샘플; 점액성 OC - 14개의 샘플; 자궁내막양 OC - 23개의 샘플; 대조군 나팔

관 양성 - 29개의 샘플; 대조군 버피 코트 - 28개의 샘플).

조직은 전문적인 임상 및 병리학적 검토를 통해 이전과 같이 확인되었다. DNA 정제는 이전에 설명한 대로 수행[0559]

하였다. 중아황산염 전환 단계에는 EZ-96 DNA 메틸화 키트(Zymo Research, Irvine CA)를 사용하였다. 10ng의

전환된 DNA(마커당)는 Roche 480 LightCyclers(Roche, Basel Switzerland)에서 SYBR Green 검출을 사용하여 증

폭하였다. 연속 희석된 범용 메틸화 게놈 DNA(Zymo  Research)를 정량 표준으로 사용하였다. CpG  애그노스틱

(agnostic) ACTB(β-액틴) 검정은 입력 기준 및 정규화 제어로서 사용되었다. 결과는 ACTB의 메틸화 카피(특정

마커)/ACTB 카피로 표현되었다.

결과는 개별 MDM(메틸화 DNA 마커) 성능에 대해 논리적으로 분석되었다. 마커 조합의 경우 두 가지 기술이 사용[0560]

되었다. 첫째, rPart 기술은 전체 MDM 세트에 적용되었고 3개의 MDM 조합으로 제한되었으며, rPart 예측 암 확

률을 계산하였다. 두 번째 접근 방식은 무작위 포레스트 회귀(random forest regression)(rForest)를 사용하여

원본 데이터의 부트 스트랩 샘플(학습용 데이터의 약 2/3)에 적합하고 전체 MDM 패널의 교차 검증 오류(테스트

용 데이터 중 1/3)를 추정하는 데 사용되며 는 500개의 개별 rPart 모델을 생성하였고 500회 반복하여 실제 교

차 검증 매트릭스를 과소평가 또는 과대평가하는 허위 분할(spurious split)을 방지하였다. 그런 다음 결과는

500회 반복에 걸쳐 평균화되었다.

표 2A는 투명 세포 OC 조직을 버피 코트 대조군 및 대조군 나팔관 조직과 구별하는 10개의 메틸화 영역을 보여[0561]

준다 (대조군 버피 코트, 대조군 나팔관 조직 및 투명 세포 OC 조직에 대한 백분율 메틸화)(% 메틸화 투명 세포

조직과 % 메틸화 대조군 나팔관 사이의 AUC 및 p-값).

[0562]

표 2B는 자궁내막양 OC 조직을 버피 코트 대조군 및 대조군 나팔관 조직과 구별하는 10개의 메틸화된 영역을 보[0563]

여준다 (대조군 버피 코트, 대조군 나팔관 조직, 및 자궁내막양 OC 조직에 대한 백분율 메틸화)(% 메틸화 자궁

내막양 조직 및 % 메틸화 대조군 나팔관 사이의 AUC 및 p-값).
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[0564]

표 2C는 점액성 OC 조직을 버피 코트 대조군 및 대조군 나팔관 조직과 구별하는 10개의 메틸화 영역을 보여준다[0565]

(대조군 버피 코트, 대조군 나팔관 조직 및 점액성 OC 조직에 대한 백분율 메틸화)(% 메틸화 점액성 조직과 %

메틸화 대조군 나팔관 사이의 AUC 및 p-값).

[0566]

표 2D는 장액성 OC 조직을 버피 코트 대조군 및 대조군 나팔관 조직과 구별하는 10개의 메틸화 영역을 보여준다[0567]

(대조군 버피 코트, 대조군 나팔관 조직 및 장액성 OC 조직에 대한 백분율 메틸화)(% 메틸화 장액성 조직과 %

메틸화 대조군 나팔관 사이의 AUC 및 p-값).

[0568]
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표 3은 OC 조직을 버피 코트 대조군과 구별한 상위 10개의 메틸화 영역을 보여준다 (제공된 OC와 대조군 버피[0569]

코트 사이의 백분율 메틸화 차이; 제공된 OC와 대조군 나팔관 사이의 백분율 메틸화 차이; 제공된 AUC; 제공된

배수 변화 차이; 및 제공된 p-값.

[0570]

표 4A-E는 60개 이상의 상위 DMR이 시퀀싱 데이터 및 설계된 qMSP 검정으로부터 선택된 초기 조직 검증의 결과[0571]

이다. 이러한 DMR은 OC 조직, 투명 세포 OC 조직, 자궁내막양 OC 조직, 점액성 OC 조직, 장액성 OC 조직, 및 대

조군 나팔관 조직에서 실행되었다. 다음으로, 신규 미검증 사례 및 대조군이 테스트되는 더 크고 독립적인 조직

검증이 수행되었다(표 5 참조).
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[0572]
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[0573]
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[0574]
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[0575]
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[0576]
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[0577]

표 5A는 장액성 OC 조직을 양성 난소 조직 및 버피 코드와 구별하는 표 1의 다양한 마커에 대한 곡선 아래 면적[0578]

을 보여준다.
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[0579]

표 5B는 투명 세포 OC 조직을 양성 난소 조직 및 버피 코드와 구별하는 표 1의 다양한 마커에 대한 곡선 아래[0580]

면적을 보여준다.
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[0581]

표 5C는 자궁내막양 OC 조직을 양성 난소 조직 및 버피 코드와 구별하는 표 1의 다양한 마커에 대한 곡선 아래[0582]

면적을 보여준다.

공개특허 10-2022-0092561

- 110 -



[0583]

표 5D는 점액성 OC 조직을 양성 난소 조직 및 버피 코드와 구별하는 표 1의 다양한 마커에 대한 곡선 아래 면적[0584]

을 보여준다.
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[0585]

실시예 II.[0586]

이 실시예는 난소암 조직 마커, 투명 세포 난소암 조직 마커, 자궁내막양 난소암 조직 마커, 점액성 난소암 조[0587]

직 마커, 및 장액성 난소암 조직 마커의 확인을 기재한다.

난소암, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC 및 장액성 OC의 검출을 위한 후보 메틸화 마커는 난소 조직[0588]

샘플, 투명 세포 OC 조직 샘플, 자궁내막양 OC 조직 샘플, 점액성 OC 조직 샘플, 장액성 OC 조직 샘플, 및 정상

난소 조직 샘플의 RRBS에 의해 확인되었다. 메틸화 DNA 마커를 확인하기 위해, 환자 그룹당 149개 샘플(표 7 참

조)에서 RRBS 프로세스를 거친 후, 중아황산염 전환 인간 게놈에 정렬하였다. 정상 난소 조직 및 버피 코트에

비해 난소암, 투명 세포 OC, 자궁내막양 OC, 점액성 OC 및 장액성 OC에서 메틸화 비율이 높은 CpG 영역을 선택

하고 해당 유전자 이름에 맵핑하였다.

[0589]
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마커가 RRBS에 의해 선택된 후, 총 49개의 메틸화 마커가 확인되었고 표적 풍부화 긴 프로브 정량적 증폭 신호[0590]

검정이 설계 및 정렬되었다 (예를 들어, 일반 기술 참조에 대한 WO2017/075061 및 미국 특허 출원 일련 번호

15/841,006). 표 6A는 49개의 메틸화 마커에 사용된 마커 염색체 영역을 보여준다. 표 6B는 마커에 대한 프라이

머 정보 및 프로브 정보를 보여준다. 도 1은 49개의 메틸화 마커 및 관련 프라이머 및 프로브 정보에 사용되는

마커 염색체 영역을 추가로 제공한다.

[0591]
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[0592]
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[0593]
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[0594]
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[0595]
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[0596]

각 메틸화 마커에 대한 민감도는 하위유형당 95% 컷오프로 계산되었으며 표 8A(난소암), 8B(투명 세포 OC), 8C[0597]

(자궁내막양 OC), 8D(점액성 OC) 및 8E(장액성 OC)에 나열되어 있다. 표 8A-E는 OC, 투명 세포 OC, 자궁내막양

OC, 점액성 및 장액성 OC에 대해 표 6A에 나타낸 마커에 대한 95% 특이도에서 난소암 및 하위유형 조직 민감도

를 보여준다.
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[0598]
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[0599]
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[0600]
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[0601]
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[0602]
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[0603]

실시예 III.[0604]

이 실시예는 난소암(OC)을 검출하기 위한 혈장 마커의 확인을 기재한다.[0605]

DNA 메틸화는 발암의 초기 사건이며 암 환자의 혈장 샘플에서 검출될 수 있다. 조직에서 추출한 DNA에서, 실험[0606]

(실시예 I 및 II에 기재됨)을 먼저 발견한 다음, 조직 샘플 내 OC에 대한 판별식 메틸화 DNA 마커(MDM) 후보를

입증하였다. 후속 실험은 OC가 있거나 없는 여성으로부터의 혈장을 독립적으로 테스트하고 OC의 혈장 검출을 위

한 메틸화 DNA 마커에 대한 임상적 실현성을 확인, 검증 및 입증하였다. 

발견을 위해, 67개의 동결 조직(18개의 고등급 장액(HGS), 18개의 자궁내막양, 15개의 투명 세포(CC), 6개의 점[0607]

액성 OC; 10개의 양성 나팔관 상피(FTE); 및 암이 없는 여성의 19개의 버피 코트)의 DNA는 OC와 연관된 MDM을

확인하기 위한 감소된 발현 중아황산염 시퀀싱 (RRBS)을 수행한다. 후보 MDM 선택은 대조군 중에서 리시버 작동

특성(ROC) 식별, 메틸화 배수 변화 및 낮은 배경 메틸화를 기반으로 하였다. 맹검 생물학적 검증은 OC(36개의

HGS, 22개의 자궁내막양, 21개의 CC 및 14개의 점액) 및 29개의 FTE로부터의 독립적인 FFPE 조직에서 추출한

DNA에 대해 MSP를 사용하여 수행되었다. 조직에서 상위 수행 MDM은 OC로 새로 진단된 여성 및 집단 샘플링 건강

한 여성으로부터의 독립적인 전처리 혈장 샘플에서 긴 프로브 정량적 신호 검정을 사용하여 테스트되었다. 질환

의 예측 확률을 생성하기 위해 랜덤 포레스트 모델링 분석이 수행되었고; 결과는 500배 인실리코(in silico) 교

차 검증되었다.

RRBS 발견 및 생물학적 검증 후, 33개의 MDM은 모든 OC 조직학 대 FTE에 걸쳐 현저한 메틸화 배수 변화(10에서[0608]
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>1000)를 보여주었다. 상위 11개 MDM(GPRIN1,  CDO1,  SRC,  SIM2,  AGRN,  FAIM2,  CELF2,  DSCR6,  GYPC,  CAPN2,

BCAT1)은 OC가 있는 91명의 여성(76개(84%) HGS)과 OC가 없는 91명의 여성의 혈장에서 테스트되었고; 교차 검증

된  11-MDM  패널은  대조군으로부터  OC를  매우  구별하였다  (95%  특이도;  79%  민감성,  및  AUC  0.91  (0.86  -

0.96)). HGS 중에서, 패널은 5/6 단계 I/II를 포함하여 83%와 대부분의 다른 하위유형을 정확하게 확인하였다

(표 9).

전체 메틸롬 시퀀싱, 엄격한 필터링 기준 및 생물학적 검증을 통해 혈장에서 유망한 높은 감도와 특이도로 수행[0609]

되는 OC에 대한 뛰어난 후보 MDM을 산출하였다. 

[0610]

다음의 마커 MDM은 OC가 있는 환자로부터의 66개의 혈장 샘플((예를 들어, 6개의 I기 OC, 3개의 II기 OC, 27개[0611]

의 III기 OC, 12개의 IV기 OC, 18개의 ND))를 사용하여 추가로 테스트되었으며 OC가 없는 환자로부터의 237개의

대조군 혈장과 비교되었다: ATP10A (예를 들어, ATP10A_A, ATP10A_B, ATP10A_C, ATP10A_D, ATP10A_E), EPS8L2

(예를 들어, EPS8L2_A, EPS8L2_B, EPS8L2_C, EPS8L2_D), C1QL3 (예를 들어, C1QL3_A, C1QL3_B), FAIM2 (예를

들어, FAIM2_A, FAIM2_B), CAPN2_B, LBH, CMTM3 (예를 들어, CMTM3_A, CMTM3_B), ZMIZ1 (예를 들어, ZMIZ1_A,

ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, SIM2_A, AGRN_8794, BCAT1_6015, KCNA3_7518, KCNA3_7320, LOC10013136, GYPC_C, SRC (예를

들어, SRC_A,  SRC_B),  NR2F6,  TSHZ3,  CELF2  (예를 들어, CELF2_A,  CELF2_B),  TACC2  (예를 들어, TACC2_A,

TACC2_B), VIPR2 (예를 들어, VIPR2_A, VIPR2_B), 및 SPOCK2_74333. 표 10은 OC 검출을 위한 각 마커에 대한

민감도 및 특이도 백분율을 보여준다.
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[0612]

후속 실험은 1) 정상 비암성 수준과 비교하여 증가된 암 항원 125(CA-125) 수준 및 2) 다음의 마커에 대한 정상[0613]

비암성 메틸화와 비교하여 측정된 메틸화 수준 변화의 조합 검출을 통해 OC를 식별하기 위한 임상적 실현성을

입증하였다: ATP10A  (예를 들어, ATP10A_A,  ATP10A_B,  ATP10A_C,  ATP10A_D,  ATP10A_E),  EPS8L2  (예를 들어,

EPS8L2_A,  EPS8L2_B,  EPS8L2_C,  EPS8L2_D),  C1QL3  (예를  들어,  C1QL3_A,  C1QL3_B),  FAIM2  (예를  들어,

FAIM2_A,  FAIM2_B),  CAPN2_B,  LBH,  CMTM3  (예를  들어,  CMTM3_A,  CMTM3_B),  ZMIZ1  (예를  들어,  ZMIZ1_A,

ZMIZ1_B, ZMIZ1_C, ZMIZ1_D), GPRIN1 (예를 들어, GPRIN1_A, GPRIN1_B), CDO1 (예를 들어, CDO1_A, CDO1_B),

GP5, DSCR6, SKI, 및 SIM2_A.

이러한 마커 MDM은 OC가 있는 환자로부터의 66개의 혈장 샘플((예를 들어, 6개의 I기 OC, 3개의 II기 OC, 27개[0614]

의 III기 OC, 12개의 IV기 OC, 18개의 ND))를 사용하여 테스트되었으며 OC가 없는 환자로부터의 237개의 대조군

혈장과 비교되었다: CA-125의 수준은 또한 66개의 혈장 샘플과 237개의 대조 혈장 샘플에서 측정되었다. 표 11

은 MDM에 대한 OC 검출에 대한 90% 특이도를 보여준다. 표 12는 CA-125에 대한 OC 검출에 대한 90% 특이도를 보

여준다. 표 13은 MDM 및 CA-125 모두에 대한 OC 검출에 대한 90% 특이도를 보여준다.

[0615]
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[0616]

[0617]

참조에 의한 통합[0618]

본 명세서에 언급된 각각의 특허 문서 및 과학 기사의 전체 개시 내용은 모든 목적을 위해 참조로 포함된다.[0619]

동등물[0620]

본 발명은 그 정신 또는 본질적인 특성에서 벗어나지 않고 다른 특정 형태로 구체화될 수 있다. 따라서, 전술한[0621]

구현예는 여기에 설명된 발명을 제한하기보다는 예시적인 모든 측면에서 고려되어야 한다. 따라서, 본 발명의

범위는 전술한 설명보다는 첨부된 청구범위에 의해 표시되며, 청구범위와 동등한 의미 및 범위 내에 있는 모든

변경은 여기에 포함되도록 의도된다.
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도면1x

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH

       EXACT SCIENCES DEVELOPMENT COMPANY, LLC

 

<120>  DETECTING OVARIAN CANCER

<130>  EXCTM-38034.601

<150>  US 62/928,888

<151>  2019-10-31

<150>  US 63/065,081

<151>  2020-08-13

<160>  397   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  1

gaggagtttt aatattttta tagcgg                                            26
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<210>  2

<211

>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  2

aacaaacttc aataaacccg acgca                                             25

<210>  3

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  3

ggcgacggcg aggaggagtt ttac                                              24

<210>  4

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  4

gcaacccttc gacgctaaac ccg                                               23

<210>  5

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  5

gatatgttgt cggggttcgt tacga                                             25

<210>  6

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  6

caaaataccc gataaaacaa tcgaa                                             25

<210>  7

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  7

cgttagtcgt ttttattttt aatttatcgt                                        30

<210>  8

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  8

cttcaaaaac tccaacgcgt c                                                 21

<210>  9

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  9

gattagatta gattcggagt ttcgt                                             25

<210>  10

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  10

accaactaaa atcctcctcc cccgc                                             25

<210>  11

<211>  27

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  11

tagtttggtt aaagggtgcg aattcga                                           27

<210>  12

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  12

cgaaactctt ccgaactaaa taatacaccc gct                                    33

<210>  13

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  13

tttgttggga gttcggggtt ttatc                                             25

<210>  14

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  14

aacctatccg aaacctcccc gtt                                               23

<210>  15

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  15

ttgcgtatag gttagtttag gatcgt                                            26

<210>  16

<211>  24
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  16

cttacacccg ccccgctaaa ttcg                                              24

<210>  17

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  17

tcgttggtta tcgtacgttt ttcgt                                             25

<210>  18

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  18

actaaaccta tcccgaaatc ccgat                                             25

<210>  19

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  19

ggttgttttt gtagtgttta taggacgg                                          28

<210>  20

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  20

aaaacaaaat atactacccg ccgaa                                             25
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<210>  21

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  21

ggggaggagt ttttaatcgt ttcgt                                             25

<210>  22

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  22

aaacaaccgc ttcgatttta acgac                                             25

<210>  23

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  23

cggtagggga agtttagtag gtgagcgt                                          28

<210>  24

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  24

gaactaaaaa cgtttccgtc gaacgca                                           27

<210>  25

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  25
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ggtagttagg cggttattac gggtcgc                                           27

<210>  26

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  26

aaaatctact ccctccccga acgct                                             25

<210>  27

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  27

cgcgcgtttt attgttgggt tgc                                               23

<210>  28

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  28

aacgaactat taaactccct cgcc                                              24

<210>  29

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  29

gttagtagtt gttggggcgg cgttc                                             25

<210>  30

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  30

aacccgatac ccccattacc gtacg                                             25

<210>  31

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  31

cgcgtagtag taggggtgag tagagggc                                          28

<210>  32

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  32

gaatctaacc caaaaattaa cacgcgct                                          28

<210>  33

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  33

cgggatcgga gttagaattt ttcgt                                             25

<210>  34

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  34

acctaaacgc ctaacgaccc ccg                                               23

<210>  35

<211>  24
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  35

tatttcgggg gagggttaag ggcg                                              24

<210>  36

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  36

gctacgaatt cgcgaacccg aa                                                22

<210>  37

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  37

gggttgttta gaaagtgatt tttcgggagc                                        30

<210>  38

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  38

aaaaccgaaa caaaacgaaa acgca                                             25

<210>  39

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  39

tgttttttta ttttattttt agttttttcg t                                      31

<210>  40
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<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  40

aatttctcat taccgacttt tcttccaacc gaa                                    33

<210>  41

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  41

ggcgcgtatt tggtttatga aagttacgg                                         29

<210>  42

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  42

caaacgacgc tacccctaca cacga                                             25

<210>  43

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  43

ggcgttagtt ttttatttat ttttaggggg cgc                                    33

<210>  44

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  44
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ccaacccata cttctacccg ccgac                                             25

<210>  45

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  45

acgaaatatt tttaattgag ttcga                                             25

<210>  46

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  46

aaaaaatacg aaacacaaaa acgac                                             25

<210>  47

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  47

ttggcgtatt ataataagcg ttcga                                             25

<210>  48

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  48

gaaaaacaac aaacgcacga ccgtc                                             25

<210>  49

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  49

acgtagttga agattttttg ttagtttttc ga                                     32

<210>  50

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  50

acctcatacg ccgcttaaaa tcgcc                                             25

<210>  51

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  51

tagtagggtt gagtttgggg ttcgt                                             25

<210>  52

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  52

gtaaaatctc tacgcccgct cgaa                                              24

<210>  53

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  53

cgttcgagtt gcgaaaggga cgt                                               23

<210>  54

<211>  23

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  54

gcactcctaa aattccgcgc gaa                                               23

<210>  55

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  55

ggtaaaattt acgttgtgta gaattaggcg g                                      31

<210>  56

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  56

acgtaaaaat ccacgccgaa aacgc                                             25

<210>  57

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  57

ttatttttgg attagcgatc gacga                                             25

<210>  58

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  58

gcgctaacta ttctcgatta cgcc                                              24

<210>  59
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<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  59

cgtttaggtt atcgttattt ttcgt                                             25

<210>  60

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  60

gaaccgccga acatcctacg at                                                22

<210>  61

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  61

gggggcggga gatattcgaa gttatttatc                                        30

<210>  62

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  62

aaacgctatc gcccgaaaaa accg                                              24

<210>  63

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  63

ttttgggtag gaaggatagt agcgt                                             25
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<210>  64

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  64

caaaaacgaa cgacgacgac                                                   20

<210>  65

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  65

gcgagtcggg gttttttgga gac                                               23

<210>  66

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  66

cacccaccct acgtataccc gcgt                                              24

<210>  67

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  67

gatttggcgc ggtttagcgc                                                   20

<210>  68

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  68

ccctctcgca cccatttaaa aaaccg                                            26

<210>  69

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  69

tgaatgttaa ttaagattgc gttcg                                             25

<210>  70

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  70

aacaccctca cgaaaaaccc gcg                                               23

<210>  71

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  71

ttgtagttgt tgttttttgg cggtcgc                                           27

<210>  72

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  72

aaaccgaacg aatttcgctt tcccg                                             25

<210>  73

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  73

tggcggcgtc gtatattttt tacgt                                             25

<210>  74

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  74

accgctataa cgcccccgaa                                                   20

<210>  75

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  75

tagttaaaga gtatattgga ggcgg                                             25

<210>  76

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  76

ctctatccta aaaacgaaaa acgaa                                             25

<210>  77

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  77

aggggtagcg tgtgagtagt atcga                                             25

<210>  78

<211>  25
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  78

taccctttcc caaaataacg tcgaa                                             25

<210>  79

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  79

gttagttttc gcggtttttg ttcgg                                             25

<210>  80

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  80

cgccgtacta ttaaaacttc tcgtcgac                                          28

<210>  81

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  81

tttttggttg ggttaagttc ggcgc                                             25

<210>  82

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  82

gccttctcaa tcgcccctct acgaa                                             25
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<210>  83

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  83

ttagtttcgt tttcggagtt cgcga                                             25

<210>  84

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  84

ctcctatata taacacgata atatcatcat cgcc                                   34

<210>  85

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  85

tttttagttt ttttcgtttt cgcgg                                             25

<210>  86

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  86

acgacttcct ttatctctac tcccgcc                                           27

<210>  87

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  87
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cggaaaatta gtaatattag ggcgt                                             25

<210>  88

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  88

cgaacccgac tcgtaaataa acgac                                             25

<210>  89

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  89

gtcgtacgta tcgggtggac ga                                                22

<210>  90

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  90

ccctaactaa cgcgaacccg                                                   20

<210>  91

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  91

ggaggggcga atagagtttt tttcg                                             25

<210>  92

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  92

aaaacgaccc cttcctctct cgcc                                              24

<210>  93

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  93

tttggttagg aagtagcgga atcgg                                             25

<210>  94

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  94

gcaataacct aaactccaac atcaacgta                                         29

<210>  95

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  95

ataattttaa gggggaaacg ttcgt                                             25

<210>  96

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  96

ccaatataac cgacttctta aacgct                                            26

<210>  97

<211>  25

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  97

gattaattag gcggttcggt agcgg                                             25

<210>  98

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  98

caattaaaac ctatcattaa cttcccctcg ac                                     32

<210>  99

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  99

ggttgtaagg gtttttggtt ttcgacgc                                          28

<210>  100

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  100

aacgaattca tacgtccccc gaa                                               23

<210>  101

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  101

cgtttcgtta gtagttatcg attttcgt                                          28

<210>  102
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<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  102

aaacgaaccc cctccttcgc gt                                                22

<210>  103

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  103

gtttacgcgc gagagcgtgt tgc                                               23

<210>  104

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  104

gcccgaaccc gacctaatat tcgat                                             25

<210>  105

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  105

ggatgtttgt gtttttaatt taatttttga gttc                                   34

<210>  106

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  106
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aaatactact accccgaacg acgct                                             25

<210>  107

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  107

acatatacac acatatcctt ccttccccaa cgat                                   34

<210>  108

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  108

ttttgtaaag ttttcgcggt tgcga                                             25

<210>  109

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  109

tcgtcggtta cgttttttac gtgac                                             25

<210>  110

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  110

cgaaaccgac tccaaacgct                                                   20

<210>  111

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  111

gggtgtcgaa gtcggatttt acga                                              24

<210>  112

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  112

aaccacaaaa aaacatttcc tccccgc                                           27

<210>  113

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  113

gagtttcggc ggtttttcga aagtagc                                           27

<210>  114

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  114

ccacgaacaa cgacactacg acgct                                             25

<210>  115

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  115

tgttttttcg tttttggtcg tcggc                                             25

<210>  116

<211>  24
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  116

aaccccaaat tccctccata cgaa                                              24

<210>  117

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  117

gggaggcgtt taggaatcgt cgc                                               23

<210>  118

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  118

cctatatccc gaaaactcgc a                                                 21

<210>  119

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  119

aggagtgttt gagtaggggt ttcgg                                             25

<210>  120

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  120

tttttcctct acaccgaatt acgaa                                             25

<210>  121
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<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  121

tagggttagt aggcggttta ggcgc                                             25

<210>  122

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  122

cgaactccaa ctttaaaaaa taccgcgta                                         29

<210>  123

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  123

gatttatttt cggcgagggg ttcgc                                             25

<210>  124

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  124

cgctttcccg ataaaaacga cgacgta                                           27

<210>  125

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  125
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agtagtagtt gttggagtag aatcgcgt                                          28

<210>  126

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  126

gcccgaaacg ataaaaataa tcgcgc                                            26

<210>  127

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  127

ttttattttc gaggtcggaa atcgg                                             25

<210>  128

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  128

caaatcaaaa acgcgaacgc tctcg                                             25

<210>  129

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  129

ttagttgcgg gaagatagtg atcgg                                             25

<210>  130

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  130

aacgcctacc gaacaaatac ccgaa                                             25

<210>  131

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  131

tcgtgtttac gtggggacgg                                                   20

<210>  132

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  132

cgcgaacaaa attaaacgaa tcgta                                             25

<210>  133

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  133

tagacgttag gagtgagggt cggggc                                            26

<210>  134

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  134

taaaacgaat acgaaaatcg cgaaacgaa                                         29

<210>  135

<211>  25

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  135

tttaggtggg tagtcgcgta ttcgg                                             25

<210>  136

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  136

ctaacgataa cccgtaatct ccgca                                             25

<210>  137

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  137

gcggtttttc gagttttttg cg                                                22

<210>  138

<211>  15

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  138

gaacgaatcc gcgcc                                                        15

<210>  139

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  139

gcggtgtggt taagtttcgg                                                   20

<210>  140

공개특허 10-2022-0092561

- 180 -



<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  140

cgcgacccca aatcgta                                                      17

<210>  141

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  141

cgggttttat ttttttttcg ttttcgtttc                                        30

<210>  142

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  142

aacgaaatcc caccgaacg                                                    19

<210>  143

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  143

gtagagcgtt tcgacgcg                                                     18

<210>  144

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  144

tcgaacgaaa ataaccgccg                                                   20
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<210>  145

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  145

gtttttagtt aggcgcggat ttc                                               23

<210>  146

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  146

aacccgtaaa ccaaccgc                                                     18

<210>  147

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  147

tggtcgtttt agcgttatgt cg                                                22

<210>  148

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  148

cgaaaactac aaaccgcgc                                                    19

<210>  149

<211>  16

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  149

cggttatgtc gggcgg                                                       16

<210>  150

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  150

caacgacgat acccacacg                                                    19

<210>  151

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  151

tcgttttttc gtcgttttcg ttttc                                             25

<210>  152

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  152

cccgtacgaa aacccga                                                      17

<210>  153

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  153

gttcgttatg cgcgtttgtt tc                                                22

<210>  154

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  154

gaacacccga aaaccaacga                                                   20

<210>  155

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  155

gttttgtggt ttcgttcggt tc                                                22

<210>  156

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  156

ccgattaaac ccgtacttcg c                                                 21

<210>  157

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  157

tttcgttttt gtatttattt tagcgacgt                                         29

<210>  158

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  158

acgcgaaaaa aacgcgaaaa cg                                                22

<210>  159

<211>  21
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  159

gttaggcggt tattacgggt c                                                 21

<210>  160

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  160

gaaatctact ccctccccga                                                   20

<210>  161

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  161

tatgttgttt ttttttcgta aagtttacgg t                                      31

<210>  162

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  162

ccgacaataa aaataacatc gactcg                                            26

<210>  163

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  163

tcgttcgcgt tttagtattc gg                                                22
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<210>  164

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  164

cgaaaaaaac gctcctcccg                                                   20

<210>  165

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  165

gttcgttcgg tagcggc                                                      17

<210>  166

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  166

accacttcgc tacgaaaaaa cg                                                22

<210>  167

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  167

tagtcgtaat agggcggtcg                                                   20

<210>  168

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  168
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ccgaaacgac ccgttaatcg                                                   20

<210>  169

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  169

tgatttaggt gtcgtttttt ttcgtc                                            26

<210>  170

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  170

gaaaaaaaat cgcgctcccg                                                   20

<210>  171

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  171

atttattgga ggtcgcggtt c                                                 21

<210>  172

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  172

ccgaaacacc aaaacgtccg                                                   20

<210>  173

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  173

gtgtttttgg tggtttcggc                                                   20

<210>  174

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  174

atactaaacg tataaaaaca aacataccgc                                        30

<210>  175

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  175

ggttcgtaag atttagtagt tcgagc                                            26

<210>  176

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  176

cgaaacaaaa aaatcaatat aatcgacgc                                         29

<210>  177

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  177

taggacgtcg cggtttattt c                                                 21

<210>  178

<211>  21

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  178

cgcaatactc gaaaaacgac g                                                 21

<210>  179

<211>  16

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  179

tcgcgtcgtc gttcgt                                                       16

<210>  180

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  180

gacgccatct aaaaacgcga                                                   20

<210>  181

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  181

ggcgacgtgg acgatac                                                      17

<210>  182

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  182

ctaaaactcg taacgtcgct atcg                                              24

<210>  183
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<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  183

ggtttgtgag tgatatcggt cg                                                22

<210>  184

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  184

cgaacccaaa aactcgaaaa aacc                                              24

<210>  185

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  185

gggtttagta gtatttcgaa ggcg                                              24

<210>  186

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  186

gaaaaattca aaataccgct cctcac                                            26

<210>  187

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  187
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gaaggttacg aggtgtttaa gttcg                                             25

<210>  188

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  188

aacaaataaa cttaccgata ataaaatcgt aataatttc                              39

<210>  189

<211>  16

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  189

ttgcggagga cgttgc                                                       16

<210>  190

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  190

gaaaaaaaac gatacgccgc c                                                 21

<210>  191

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  191

tttcgatttc gtagtttcgc gg                                                22

<210>  192

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  192

ctcgcgaaac gtaacgaaaa c                                                 21

<210>  193

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  193

cgttcgtttt cgttcggttt c                                                 21

<210>  194

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  194

acctaacgcc gaaacaacg                                                    19

<210>  195

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  195

gttgtttttt ttatcgtttc ggagtg                                            26

<210>  196

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  196

cctctaccca ccgtaccg                                                     18

<210>  197

<211>  28
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  197

gttttcgggt tatttttatt tgaagtcg                                          28

<210>  198

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  198

tcccctacca cccaacg                                                      17

<210>  199

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  199

gggtttaata tttgttgcgc gg                                                22

<210>  200

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  200

cgaagcgttg cgttgttag                                                    19

<210>  201

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  201

ttggcgaggg ttcgagt                                                      17

<210>  202
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<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  202

ctaatcgcaa aaccgaaaaa aacg                                              24

<210>  203

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  203

gagaggaaat cgcgaagcg                                                    19

<210>  204

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  204

cccctaaaaa aacgcgcga                                                    19

<210>  205

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  205

gacgtttatt tggacgtttg gc                                                22

<210>  206

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  206
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accgaaatca aaaccctccg                                                   20

<210>  207

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  207

gtttcgcgac gtttatttgg ac                                                22

<210>  208

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  208

accgaaatca aaaccctccg                                                   20

<210>  209

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  209

gcgcggaatt ttaggagtgc                                                   20

<210>  210

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  210

cgcgacccca cgataatc                                                     18

<210>  211

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  211

gttttcgagg gagtgcgttc                                                   20

<210>  212

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  212

cgaaaaaaaa aaacgaaacc cgc                                               23

<210>  213

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  213

ggtgttgaag agtagtcgcg t                                                 21

<210>  214

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  214

cgacgcaaaa aacgacgc                                                     18

<210>  215

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  215

cgaaacgtaa ggatgtcgtc g                                                 21

<210>  216

<211>  27

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  216

aatttatata tacaccgcgt ctccaac                                           27

<210>  217

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  217

tgttttgttc ggtgaggttt cg                                                22

<210>  218

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  218

caaaccgcca cctaatcgc                                                    19

<210>  219

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  219

aaagggagtt ttcgggcg                                                     18

<210>  220

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  220

acccgatacc cccattacc                                                    19

<210>  221
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<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  221

ggtggttaag aaagtcgtaa gaaaatttcg                                        30

<210>  222

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  222

tctaaacaac aaaaaccccg acc                                               23

<210>  223

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  223

ggatggtttc ggttgggttc                                                   20

<210>  224

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  224

gcaaaacgcc aacaaaaaac g                                                 21

<210>  225

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  225

ggtcgaggga attagagttt tcg                                               23
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<210>  226

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  226

aacctaaccc gccaaaacac                                                   20

<210>  227

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  227

gggatcggtt cgtttattcg ttc                                               23

<210>  228

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  228

cccgaaacat cttccgcg                                                     18

<210>  229

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  229

gattcgtttt cgaaagtggg c                                                 21

<210>  230

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  230

taaaacaaaa actcccgacc tcg                                               23

<210>  231

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  231

gtttttgtgt gtgatacgat gatgttatta tc                                     32

<210>  232

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  232

gtttccgaaa cccgcga                                                      17

<210>  233

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  233

tagtttttcg taagttaacg cgtttc                                            26

<210>  234

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  234

cccgcaacct tacgatcaac                                                   20

<210>  235

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  235

aggccacgga cgggcgattt cgatttattt tcg                                    33

<210>  236

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  236

cgcgccgagg gcgtacggtt tatagggc                                          28

<210>  237

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  237

cgcgccgagg cggttttaag tcgcgga                                           27

<210>  238

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  238

aggccacgga cggcgctcga caaaataaaa ac                                     32

<210>  239

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  239

cgcgccgagg cgttcggatt cgattcgt                                          28

<210>  240

<211>  26
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  240

aggccacgga cgccgcgcta ccgcta                                            26

<210>  241

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  241

cgcgccgagg gctaataaac cacgactacg                                        30

<210>  242

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  242

aggccacgga cgcgagtcga gtttatcgtt tg                                     32

<210>  243

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  243

cgcgccgagg cgggcgtttt tgtttagg                                          28

<210>  244

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  244

aggccacgga cgcgcgtttg ttagcgttta aa                                     32
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<210>  245

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  245

cgcgccgagg gcgaaataaa taacaacgac ga                                     32

<210>  246

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  246

aggccacgga cgcgcgtttt ttattagtta gtcgtt                                 36

<210>  247

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  247

cgcgccgagg gcgcgatacc ctctattc                                          28

<210>  248

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  248

aggccacgga cggccgatct tcgcctt                                           27

<210>  249

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  249
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cgcgccgagg gcgaacgaat ataaatcgaa aac                                    33

<210>  250

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  250

aggccacgga cggccgcgcg atactaa                                           27

<210>  251

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  251

aggccacgga cgcgtcgagg gttaggagt                                         29

<210>  252

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  252

cgcgccgagg gtaaccgtaa ctcgaccc                                          28

<210>  253

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  253

aggccacgga cgcgcgctcc gaaaaaac                                          28

<210>  254

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  254

cgcgccgagg cgggcgtaga gattttacg                                         29

<210>  255

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  255

aggccacgga cggtaacgcg catctccg                                          28

<210>  256

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  256

cgcgccgagg tcgttcgtgt cggtttc                                           27

<210>  257

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  257

aggccacgga cggaaccgca cgcacta                                           27

<210>  258

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  258

cgcgccgagg ccgaacgatc cgtaaaaaat ataa                                   34

<210>  259

<211>  27

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  259

aggccacgga cgcccgaacc tcctcga                                           27

<210>  260

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  260

cgcgccgagg gacgacgtgg ttattaattt cg                                     32

<210>  261

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  261

cgcgccgagg cggattcgcg agttcg                                            26

<210>  262

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  262

aggccacgga cggcgcgttt tttgaggc                                          28

<210>  263

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  263

cgcgccgagg cgttttggcg ttcgttc                                           27

<210>  264
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<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  264

aggccacgga cggcgtctac ttcccacc                                          28

<210>  265

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  265

cgcgccgagg gaccacctcg aacacaaa                                          28

<210>  266

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  266

aggccacgga cggacgatac ccacgaaaca a                                      31

<210>  267

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  267

cgcgccgagg gccgaaaaac gaaaaacaaa aa                                     32

<210>  268

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  268
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aggccacgga cggcgagaaa aggcgttttc                                        30

<210>  269

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  269

cgcgccgagg cgattttcgt ttcgcgtt                                          28

<210>  270

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  270

cgcgccgagg cgtttggcga ttttcgtt                                          28

<210>  271

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  271

aggccacgga cgcggggttc gagtgtaaat                                        30

<210>  272

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  272

cgcgccgagg cgacggaaac gtttttagtt c                                      31

<210>  273

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  273

aggccacgga cgtcgttagt tcgtatacgt tgtc                                   34

<210>  274

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  274

cgcgccgagg cgatcccgaa tccactac                                          28

<210>  275

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  275

aggccacgga cgcgaacaaa cgccccc                                           27

<210>  276

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  276

cgcgccgagg cgtacgcaaa cctaaaaaat tc                                     32

<210>  277

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  277

aggccacgga cgcgtaatat cgactccgca a                                      31

<210>  278

<211>  27
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  278

aggccacgga cgcgcgttag gatgcgt                                           27

<210>  279

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  279

cgcgccgagg cgcacgaaac cctctta                                           27

<210>  280

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  280

aggccacgga cgcgcgtttt ttggttcgg                                         29

<210>  281

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  281

cgcgccgagg cggaaggatg gtcgtttt                                          28

<210>  282

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  282

aggccacgga cgcgtcgagt agttttaacg tttg                                   34

<210>  283
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<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  283

cgcgccgagg cgtgggtatt cggtttttc                                         29

<210>  284

<211>  180

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  284

gcgccgcacc tggggccctc ccccacctac gccccgccag ggcggggccg cgggcgcaga       60

cactcgcggg cacacgcacg acgacgcgca cacgcggtcg cacgcggccc cccgagcccc      120

ctgcggcgac tccgattcac ccccgcgggt gcggggcgcg gacccgcccg gcccagctcc      180

<210>  285

<211>  180

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  285

gcgtcgtatt tggggttttt ttttatttac gtttcgttag ggcggggtcg cgggcgtaga       60

tattcgcggg tatacgtacg acgacgcgta tacgcggtcg tacgcggttt ttcgagtttt      120

ttgcggcgat ttcgatttat tttcgcgggt gcggggcgcg gattcgttcg gtttagtttt      180

<210>  286

<211>  199

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  286

gcggggctgc agagagcggc agtggcacgg agcgcgcggc tggaagcgaa agcaggcggt       60

gtggccaagc cccggcgcac ggcccatagg gcgctgggta ccacgacctg gggccgcgcg      120

ccagggccag gcgcagggta cgacgcaacc cctccagcat cccttgggga ggagcctcca      180

accgtctcgt cccagtctg                                                   199

<210>  287
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<211>  199

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  287

gcggggttgt agagagcggt agtggtacgg agcgcgcggt tggaagcgaa agtaggcggt       60

gtggttaagt ttcggcgtac ggtttatagg gcgttgggta ttacgatttg gggtcgcgcg      120

ttagggttag gcgtagggta cgacgtaatt tttttagtat tttttgggga ggagttttta      180

atcgtttcgt tttagtttg                                                   199

<210>  288

<211>  213

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  288

gcgacgcgca gggggcgggc tctacctccc cctcgccccc gcttcggttt taagccgcgg       60

aggcgcccgg tgggacctcg ctgctgtcca atcagggggg accgggtgag ctcctcttcc      120

tggagccggg ctccaccagc gccgcaggct cacaggccgg gggtgggggc tctggaccga      180

ggggcggcgc ggggcggcgc ggggcggcgc gcg                                   213

<210>  289

<211>  213

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  289

gcgacgcgta gggggcgggt tttatttttt tttcgttttc gtttcggttt taagtcgcgg       60

aggcgttcgg tgggatttcg ttgttgttta attagggggg atcgggtgag tttttttttt      120

tggagtcggg ttttattagc gtcgtaggtt tataggtcgg gggtgggggt tttggatcga      180

ggggcggcgc ggggcggcgc ggggcggcgc gcg                                   213

<210>  290

<211>  112

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens
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<400>  290

aactgcagag cgccccgacg cgcccgcagc cctcaccctg ccgagcgcgg cggccacccc       60

cgcccgagcc gcggcgcccc cagggaggaa acaaaagtgt ctccgcggcg cc              112

<210>  291

<211>  112

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  291

aattgtagag cgtttcgacg cgttcgtagt ttttattttg tcgagcgcgg cggttatttt       60

cgttcgagtc gcggcgtttt tagggaggaa ataaaagtgt tttcgcggcg tt              112

<210>  292

<211>  123

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  292

gcccgggccc cagctcatcc cccgcccccg ctcaccgcgg gctgaaggcc ttggcttcca       60

gccaggcgcg gacctcgtcc ggacccgact cgtaggtgag cggctggctc acgggctggc      120

tgc                                                                    123

<210>  293

<211>  123

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  293

gttcgggttt tagtttattt ttcgttttcg tttatcgcgg gttgaaggtt ttggttttta       60

gttaggcgcg gatttcgttc ggattcgatt cgtaggtgag cggttggttt acgggttggt      120

tgt                                                                    123

<210>  294

<211>  104

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  294
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gagccggagt cgcggtggcc gcctcagcgc catgtcgagg gttgctgagg ggccagcggc       60

agcgcggcgc ggcttgtagt ccccgcgcgc atgcgcccag cctg                       104

<210>  295

<211>  104

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  295

gagtcggagt cgcggtggtc gttttagcgt tatgtcgagg gttgttgagg ggttagcggt       60

agcgcggcgc ggtttgtagt tttcgcgcgt atgcgtttag tttg                       104

<210>  296

<211>  108

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  296

aggtggtccc cgggcaccac ggtcatgtcg ggcggcagct cgcggcctgc ggcgggctcc       60

gcgtagccgt ggttcaccag cgtgtgggca ccgccgctgc tcgctggg                   108

<210>  297

<211>  108

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  297

aggtggtttt cgggtattac ggttatgtcg ggcggtagtt cgcggtttgc ggcgggtttc       60

gcgtagtcgt ggtttattag cgtgtgggta tcgtcgttgt tcgttggg                   108

<210>  298

<211>  199

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  298

ctccccgccc tttcgccgcc tccgcccccg agccgagccc accgcctgtt gcagccaaag       60

ccgcgatgct ctgtctgggt ctggcgcggt cagccgggct cccgcacggg gacgcctcct      120

ccctccttct cgcgctctcc gccccctccc ctgcggggcg cgcgcccgcc tccgcgtccc      180
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cttaggattc ccgcccacc                                                   199

<210>  299

<211>  199

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  299

tttttcgttt tttcgtcgtt ttcgttttcg agtcgagttt atcgtttgtt gtagttaaag       60

tcgcgatgtt ttgtttgggt ttggcgcggt tagtcgggtt ttcgtacggg gacgtttttt      120

tttttttttt cgcgtttttc gttttttttt ttgcggggcg cgcgttcgtt ttcgcgtttt      180

tttaggattt tcgtttatt                                                   199

<210>  300

<211>  294

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  300

gatccccgcg cggggcccgc catgcgcgcc tgctccgggc gcccctgccc aggtcccgct       60

ggctcccggg tgctcgcctg gcgccccttc ccctctcact cgctgctttc tcccatttcg      120

gcgccagctc acgccgttcg ccccttcctt cttccttctc tccctccagc ccccctcgct      180

cctcccctac tcgcctctcc cctcccctct tccctggccc accctctccc cgccccctcc      240

tcgccttctc agtcgcccct ctgcgggtcc cctcccccgc gccgggcttg gccc            294

<210>  301

<211>  294

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  301

gattttcgcg cggggttcgt tatgcgcgtt tgtttcgggc gtttttgttt aggtttcgtt       60

ggttttcggg tgttcgtttg gcgttttttt tttttttatt cgttgttttt ttttatttcg      120

gcgttagttt acgtcgttcg tttttttttt tttttttttt tttttttagt ttttttcgtt      180

ttttttttat tcgttttttt tttttttttt tttttggttt attttttttt cgtttttttt      240

tcgttttttt agtcgttttt ttgcgggttt tttttttcgc gtcgggtttg gttt            294
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<210>  302

<211>  169

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  302

gattttcgcg cggggttcgt tatgcgcgtt tgtttcgggc gtttttgttt aggtttcgtt       60

ggttttcggg tgttcgtttg gcgttttttt tttttttatt cgttgttttt ttttatttcg      120

gcgttagttt acgtcgttcg tttttttttt tttttttttt tttttttag                  169

<210>  303

<211>  211

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  303

tttccattgc gcggctctcc tcagctcctt cccgccgccc agtctggatc ctgggggagg       60

cgctgaagtc ggggcccgcc ctgtggcccc gcccggcccg cgcttgctag cgcccaaagc      120

cagcgaagca cgggcccaac cgggccatgt cgggggagcc tgagctcatt gagctgcggg      180

agctggcacc cgctgggcgc gctgggaagg g                                     211

<210>  304

<211>  211

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  304

tttttattgc gcggtttttt ttagtttttt ttcgtcgttt agtttggatt ttgggggagg       60

cgttgaagtc ggggttcgtt ttgtggtttc gttcggttcg cgtttgttag cgtttaaagt      120

tagcgaagta cgggtttaat cgggttatgt cgggggagtt tgagtttatt gagttgcggg      180

agttggtatt cgttgggcgc gttgggaagg g                                     211

<210>  305

<211>  651

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  305
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gccgcccacc ttcctcgttt ctgcactcat tttagcgacg cagccgccgc tgctacctac       60

cccgcgctcc cgcgtctcct ccgcgctggg gtctcccctt tcttttggtt tgggtgggag      120

aaaaagatgg tgaggacggg gaatcggaga ccggcatggg ggtaaaaatc gtgcagacat      180

tcggaatcgc tcccttggaa acatttgcct gagcaactga aataaaattg gcagtagtag      240

ttttggagcg tgctccagcg aggatggtct ttttgttcat tattttctct ttaaagtaat      300

atcctgtcac ttaggggctt tccggttgtc tcctcttatt cgaccccctt tcaaaattgc      360

tgacttgagc tggttctgga gtttattttt taatatgcgt gcgtgggtat gtgtatgtgt      420

gtgtatgttt tgcagaaatc cgccaaaatg caactgtagg aactgcgaga tgtatttatt      480

gattttgacc aggggcggtg ggaaggggct ggagggagct gggggatcct ggagggtggg      540

aagtggctga ttctcggtgg ccggacactc atccagagcc tgatccgtac tcgtgttttc      600

ttggaagcgc cacaactgcg gggaaggagt ctttagaaac cgtgccagtt t               651

<210>  306

<211>  651

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  306

gtcgtttatt tttttcgttt ttgtatttat tttagcgacg tagtcgtcgt tgttatttat       60

ttcgcgtttt cgcgtttttt tcgcgttggg gttttttttt ttttttggtt tgggtgggag      120

aaaaagatgg tgaggacggg gaatcggaga tcggtatggg ggtaaaaatc gtgtagatat      180

tcggaatcgt ttttttggaa atatttgttt gagtaattga aataaaattg gtagtagtag      240

ttttggagcg tgttttagcg aggatggttt ttttgtttat tatttttttt ttaaagtaat      300

attttgttat ttaggggttt ttcggttgtt tttttttatt cgattttttt ttaaaattgt      360

tgatttgagt tggttttgga gtttattttt taatatgcgt gcgtgggtat gtgtatgtgt      420

gtgtatgttt tgtagaaatt cgttaaaatg taattgtagg aattgcgaga tgtatttatt      480

gattttgatt aggggcggtg ggaaggggtt ggagggagtt gggggatttt ggagggtggg      540

aagtggttga ttttcggtgg tcggatattt atttagagtt tgattcgtat tcgtgttttt      600

ttggaagcgt tataattgcg gggaaggagt ttttagaaat cgtgttagtt t               651

<210>  307

<211>  94

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  307

gtcgtttatt tttttcgttt ttgtatttat tttagcgacg tagtcgtcgt tgttatttat       60

ttcgcgtttt cgcgtttttt tcgcgttggg gttt                                   94

<210>  308

<211>  112

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  308

gaagtggctg attctcggtg gccggacact catccagagc ctgatccgta ctcgtgtttt       60

cttggaagcg ccacaactgc ggggaaggag tctttagaaa ccgtgccagt tt              112

<210>  309

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  309

ctgattctcg gtggccg                                                      17

<210>  310

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><

223>  synthetic

<400>  310

ggcgcttcca agaaaacacg                                                   20

<210>  311

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  311

aggccacgga cgcgagtacg gatcaggct                                         29
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<210>  312

<211>  311

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  312

cctgtaaagc cggggatggc aggacgcatt gtcaccccct cctgccgctc ttacgaaaca       60

ctcttaattg agtccgattc ttggtgaatc agccttccaa gaaccgcgac cgcagcatcc      120

tgtgccgctt ctgtgttccg catttttctc tttctgcagc gtttcctctc attctggatg      180

gaaaggcctg tttgtctccc tcaatctttg gcgagggtgg caggcagcca ggcggccatt      240

acgggccgcg cctcccacca gccagtcgct ggcaggagcg tccggggagg gagcagaccc      300

cgttcaccct c                                                           311

<210>  313

<211>  311

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  313

tttgtaaagt cggggatggt aggacgtatt gttatttttt tttgtcgttt ttacgaaata       60

tttttaattg agttcgattt ttggtgaatt agttttttaa gaatcgcgat cgtagtattt      120

tgtgtcgttt ttgtgtttcg tatttttttt tttttgtagc gttttttttt attttggatg      180

gaaaggtttg tttgtttttt ttaatttttg gcgagggtgg taggtagtta ggcggttatt      240

acgggtcgcg ttttttatta gttagtcgtt ggtaggagcg ttcggggagg gagtagattt      300

cgtttatttt t                                                           311

<210>  314

<211>  92

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  314

gtaggtagtt aggcggttat tacgggtcgc gttttttatt agttagtcgt tggtaggagc       60

gttcggggag ggagtagatt tcgtttattt tt                                     92

<210>  315
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<211>  112

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  315

cccagagccc cggtcacact cccgtcccat gctgtccccc tcccgcaaag cccacggtgg       60

gaacagaggg caccgcgcga gccgatgcca ccctcactgc cggccccacc ca              112

<210>  316

<211>  112

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  316

tttagagttt cggttatatt ttcgttttat gttgtttttt tttcgtaaag tttacggtgg       60

gaatagaggg tatcgcgcga gtcgatgtta tttttattgt cggttttatt ta              112

<210>  317

<211>  287

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  317

cctcccaacc cgagtcccgc aacccggcgg gaccggagct cagcgcttca cgctctccgg       60

gaggaagctc cggaccccgg gcgaccccgc tccctctccc ggaccccgcc cgcgctccag      120

cacccgggag gaaggcgaag accggcggga ggagcgctct tctcggaagg ggagaaccgg      180

gtccgaggcg ccgtggggcg ggggtcgcgg gcgcactcac gggggcgagc agccagcagg      240

tcagcagcgc gggaggcagc agcgtccgca tcccgagctc agcgtgc                    287

<210>  318

<211>  287

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  318

ttttttaatt cgagtttcgt aattcggcgg gatcggagtt tagcgtttta cgtttttcgg       60

gaggaagttt cggatttcgg gcgatttcgt tttttttttc ggatttcgtt cgcgttttag      120

tattcgggag gaaggcgaag atcggcggga ggagcgtttt tttcggaagg ggagaatcgg      180
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gttcgaggcg tcgtggggcg ggggtcgcgg gcgtatttac gggggcgagt agttagtagg      240

ttagtagcgc gggaggtagt agcgttcgta tttcgagttt agcgtgt                    287

<210>  319

<211>  215

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  319

gtcgggtcgt gcgttcgctc ggcagcggcg tgcaccagca ccacccctgc gtgcaagttt       60

gaaatgtgag ctgcctccga ttcatactcg ctcgcgctcc ctcgcagcga agtggctggg      120

ctgacggtct gcgcgcgcga gtgagtgcgg gcggcgggct ggggggcggg gtgcggacgg      180

cgaggctcgc ggggcgggga gggcgcgcgc gagcc                                 215

<210>  320

<211>  215

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  320

gtcgggtcgt gcgttcgttc ggtagcggcg tgtattagta ttatttttgc gtgtaagttt       60

gaaatgtgag ttgttttcga tttatattcg ttcgcgtttt ttcgtagcga agtggttggg      120

ttgacggttt gcgcgcgcga gtgagtgcgg gcggcgggtt ggggggcggg gtgcggacgg      180

cgaggttcgc ggggcgggga gggcgcgcgc gagtt                                 215

<210>  321

<211>  140

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  321

tggcagaagc gtagtgccag ccgcaatagg gcggccgtgg gtgcaaacgg aggggagcgc       60

cggcagctag caccgcgcgg cgactaacgg gccgccccgg agactcctgg gagctcaggc      120

ccacgcgcga gtgcgcaggc                                                  140

<210>  322

<211>  140

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  322

tggtagaagc gtagtgttag tcgtaatagg gcggtcgtgg gtgtaaacgg aggggagcgt       60

cggtagttag tatcgcgcgg cgattaacgg gtcgtttcgg agatttttgg gagtttaggt      120

ttacgcgcga gtgcgtaggt                                                  140

<210>  323

<211>  316

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  323

agaagtgggc gggtgtgtgt ttaaaaaaaa aaaagggggt ggaaacccca ccagccaagt       60

ctgcagaaaa aaaataaatg aagtctgcct atctccgggc cagagcccct cccctcggcc      120

cgcgcgggag gagtgtgacc caggtgccgc ttcctctcgc cgccgagggt caggagcccg      180

ggagcgcgac cctcccccgg cccggcctgg cccggcctgg ccagtccccg cggtctctgc      240

ccgggctgac gcccaggaat gtggtcgacg agaagcccca acagcacggc gtggcctctc      300

agcctcggtg agtacc                                                      316

<210>  324

<211>  316

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  324

agaagtgggc gggtgtgtgt ttaaaaaaaa aaaagggggt ggaaatttta ttagttaagt       60

ttgtagaaaa aaaataaatg aagtttgttt attttcgggt tagagttttt tttttcggtt      120

cgcgcgggag gagtgtgatt taggtgtcgt tttttttcgt cgtcgagggt taggagttcg      180

ggagcgcgat tttttttcgg ttcggtttgg ttcggtttgg ttagttttcg cggtttttgt      240

tcgggttgac gtttaggaat gtggtcgacg agaagtttta atagtacggc gtggtttttt      300

agtttcggtg agtatt                                                      316

<210>  325

<211>  77

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  325

ggagtgtgat ttaggtgtcg ttttttttcg tcgtcgaggg ttaggagttc gggagcgcga       60

ttttttttcg gttcggt                                                      77

<210>  326

<211>  105

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  326

ggtgagtacc cgccgtgggg aagggtcctg gggacccact ggaggccgcg gcccgcagca       60

gccaggggcc gagccacggc cacggacgcc ctggtgtccc ggtcc                      105

<210>  327

<211>  105

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  327

ggtgagtatt cgtcgtgggg aagggttttg gggatttatt ggaggtcgcg gttcgtagta       60

gttaggggtc gagttacggt tacggacgtt ttggtgtttc ggttt                      105

<210>  328

<211>  184

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  328

ggggactctc ggcacccgcg tccctgtgct tctggtggtt ccggcgcttc ctcggagcgc       60

gcggcatgtc tgctcctaca cgtccagcac ctctgtcccc agagcaaacc cacctcccag      120

ggcacacgca gaggggcagt caggcaccgc ctccaccctg ccccacccag gccgcgcgca      180

cccc                                                                   184

<210>  329

<211>  184

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  329

ggggattttc ggtattcgcg tttttgtgtt tttggtggtt tcggcgtttt ttcggagcgc       60

gcggtatgtt tgtttttata cgtttagtat ttttgttttt agagtaaatt tattttttag      120

ggtatacgta gaggggtagt taggtatcgt ttttattttg ttttatttag gtcgcgcgta      180

tttt                                                                   184

<210>  330

<211>  180

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  330

ctcttcctcc cggagtatgg tgaggagcgc gggggacggg tgcgggaagg ggacagcagg       60

gctgagcctg gggcccgcaa gacccagcag cccgagcggg cgcagagacc ccacgccacg      120

cacaaccctc tcttctaggg ggcgccgact acactgactt ccctgttccg gaagaggggg      180

<210>  331

<211>  180

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  331

tttttttttt cggagtatgg tgaggagcgc gggggacggg tgcgggaagg ggatagtagg       60

gttgagtttg gggttcgtaa gatttagtag ttcgagcggg cgtagagatt ttacgttacg      120

tataattttt ttttttaggg ggcgtcgatt atattgattt ttttgtttcg gaagaggggg      180

<210>  332

<211>  123

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  332

ctctgcagga cgccgcggcc cattccgaag agcaggatgt gcgtgaggtt ggtgggcagg       60

cctagcgcgg agatgcgcgc cacgtcgccc cccgagcact gcgcggcgtc ccggaagaca      120

cac                                                                    123

<210>  333

<211>  123

<212>  DNA

공개특허 10-2022-0092561

- 224 -



<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  333

ttttgtagga cgtcgcggtt tatttcgaag agtaggatgt gcgtgaggtt ggtgggtagg       60

tttagcgcgg agatgcgcgt tacgtcgttt ttcgagtatt gcgcggcgtt tcggaagata      120

tat                                                                    123

<210>  334

<211>  101

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  334

gccaaggggc gcccgcgccg ccgcccgccg cccgtgccgg ccccggccgt tcgggctcgg       60

tgcgcaccgc gcccccagat ggcgccgcca agcgtccgcc c                          101

<210>  335

<211>  101

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  335

gttaaggggc gttcgcgtcg tcgttcgtcg ttcgtgtcgg tttcggtcgt tcgggttcgg       60

tgcgtatcgc gtttttagat ggcgtcgtta agcgttcgtt t                          101

<210>  336

<211>  147

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  336

gcttcctctc cgtgggcgac gtggacgaca cgcagtgcgt gcggctcgac agcgacgcca       60

cgagtcccag gatggagccg cgggcgccgt ggatggagca ggaggggccg gaatattggg      120

aagaggagac agggaccgcc aaggcca                                          147

<210>  337

<211>  147

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  337

gttttttttt cgtgggcgac gtggacgata cgtagtgcgt gcggttcgat agcgacgtta       60

cgagttttag gatggagtcg cgggcgtcgt ggatggagta ggaggggtcg gaatattggg      120

aagaggagat agggatcgtt aaggtta                                          147

<210>  338

<211>  153

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  338

cagttttacc gagtgaacct gcggaccctg agcggctact acaaccagag tgaggcctgt       60

gagtgacacc ggccgggggc gcaggtcact acccctccac atcccccacg gaccgcccgg      120

gtctccccga gtctctgggt ccgagatcca cgc                                   153

<210>  339

<211>  153

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  339

tagttttatc gagtgaattt gcggattttg agcggttatt ataattagag tgaggtttgt       60

gagtgatatc ggtcgggggc gtaggttatt atttttttat attttttacg gatcgttcgg      120

gttttttcga gtttttgggt tcgagattta cgt                                   153

<210>  340

<211>  138

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  340

tgtccttgac cgagaagggg gtggaggtga cggggctcag cagcatcccg aaggcggatg       60

gggcggggcc gaggaggtcc gggtgaggag cggcaccctg aacttcccgt cttgtcgctg      120

caggccccgc agacagac                                                    138

<210>  341

<211>  138
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  341

tgtttttgat cgagaagggg gtggaggtga cggggtttag tagtatttcg aaggcggatg       60

gggcggggtc gaggaggttc gggtgaggag cggtattttg aatttttcgt tttgtcgttg      120

taggtttcgt agatagat                                                    138

<210>  342

<211>  104

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  342

atgaaggcta cgaggtgctc aagttcgacg acgtggtcac caacctcgga aaccactacg       60

accccaccac cggcaagttc acctgctcca tcccgggcat ctac                       104

<210>  343

<211>  104

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  343

atgaaggtta cgaggtgttt aagttcgacg acgtggttat taatttcgga aattattacg       60

attttattat cggtaagttt atttgtttta tttcgggtat ttat                       104

<210>  344

<211>  185

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  344

agcctgcctg cgtctcttcc ttcctccgcg tgggttctag caacatccac tgcagccggg       60

ccaggcgagc cggcgcgtac catcggcgcg gggggaggag agggccgggc ctgggaagat      120

gctgcggagg acgctgcgga ttcgcgagcc cggggtaagg cggcggcgca ccgccccctc      180

ccgcc                                                                  185

<210>  345

<211>  185
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  345

agtttgtttg cgtttttttt ttttttcgcg tgggttttag taatatttat tgtagtcggg       60

ttaggcgagt cggcgcgtat tatcggcgcg gggggaggag agggtcgggt ttgggaagat      120

gttgcggagg acgttgcgga ttcgcgagtt cggggtaagg cggcggcgta tcgttttttt      180

tcgtt                                                                  185

<210>  346

<211>  132

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  346

ggggggcggg gctggggaga gggtggcccc tgcacactag tcccctcccc tcgaccccgc       60

agccccgcgg cgcgtttcct gaggcgcccc cgccacgtcc cgcgagtctc tgccaagttc      120

ccgcgcgggt gc                                                          132

<210>  347

<211>  132

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  347

ggggggcggg gttggggaga gggtggtttt tgtatattag tttttttttt tcgatttcgt       60

agtttcgcgg cgcgtttttt gaggcgtttt cgttacgttt cgcgagtttt tgttaagttt      120

tcgcgcgggt gt                                                          132

<210>  348

<211>  302

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  348

ggggaggggc cgccgagggt cccgcccccc gcgccgtgcg gccccgcccc ctccctcccc       60

ccacctggga aagccctcgc gggccaagtc cgcggcggcc gggccaaggc gcccgctctc      120

gctcggcccc gccctggcgc ccgcccgccc gcccgcccgc tgcctcggcg ctaggccttc      180
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ttgcacttgc ccttcttctc acgctgctgg aacttgcgca gccgccgcgc ccacgtgtcc      240

cgccactgga tcaccaggct gcttttatcg gccacgatgc cgctctggtc cggagagtcc      300

tc                                                                     302

<210>  349

<211>  302

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  349

ggggaggggt cgtcgagggt ttcgtttttc gcgtcgtgcg gtttcgtttt tttttttttt       60

ttatttggga aagttttcgc gggttaagtt cgcggcggtc gggttaaggc gttcgttttc      120

gttcggtttc gttttggcgt tcgttcgttc gttcgttcgt tgtttcggcg ttaggttttt      180

ttgtatttgt tttttttttt acgttgttgg aatttgcgta gtcgtcgcgt ttacgtgttt      240

cgttattgga ttattaggtt gtttttatcg gttacgatgt cgttttggtt cggagagttt      300

tt                                                                     302

<210>  350

<211>  82

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  350

gttaaggcgt tcgttttcgt tcggtttcgt tttggcgttc gttcgttcgt tcgttcgttg       60

tttcggcgtt aggttttttt gt                                                82

<210>  351

<211>  158

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  351

gccccgggcc tttcagacac ttttctggaa tgtgaaggga ggtgggggct cagctgtctt       60

ttccaccgtc ccggagtggg gcaggtgtcg gagctgggtg ggaagcagac gcggtacggt      120

gggcagaggt ccccagcctg cggggagcgc tatctcct                              158

<210>  352
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<211>  158

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  352

gtttcgggtt ttttagatat ttttttggaa tgtgaaggga ggtgggggtt tagttgtttt       60

ttttatcgtt tcggagtggg gtaggtgtcg gagttgggtg ggaagtagac gcggtacggt      120

gggtagaggt ttttagtttg cggggagcgt tatttttt                              158

<210>  353

<211>  86

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  353

gggcctccgg gctaccccta cttgaagccg ctatgcccct ctcctgtgcc cgaggtggcc       60

gctgggtggc aggggaggcc cgggcc                                            86

<210>  354

<211>  86

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  354

gggttttcgg gttattttta tttgaagtcg ttatgttttt tttttgtgtt cgaggtggtc       60

gttgggtggt aggggaggtt cgggtt                                            86

<210>  355

<211>  149

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  355

gggcaaaggc cgctgcttcg ggcccaatat ctgctgcgcg gaagagctgg gctgcttcgt       60

gggcaccgcc gaagcgctgc gctgccagga ggagaactac ctgccgtcgc cctgccagtc      120

cggccagaag gcgtgcggga gcgggggcc                                        149

<210>  356

<211>  149
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  356

gggtaaaggt cgttgtttcg ggtttaatat ttgttgcgcg gaagagttgg gttgtttcgt       60

gggtatcgtc gaagcgttgc gttgttagga ggagaattat ttgtcgtcgt tttgttagtt      120

cggttagaag gcgtgcggga gcgggggtt                                        149

<210>  357

<211>  146

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  357

tttccctccc gggcgcctgg atctcccctc ccccggctcc tgtttccttg tcaaaacttc       60

ctgccttggc gagggcccga gttcccaccc ccttcctgcc ccccgcccct cggcgcccct      120

cccggccctg cgatcagcag cgtccc                                           146

<210>  358

<211>  146

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  358

tttttttttc gggcgtttgg attttttttt tttcggtttt tgtttttttg ttaaaatttt       60

ttgttttggc gagggttcga gtttttattt tttttttgtt tttcgttttt cggcgttttt      120

ttcggttttg cgattagtag cgtttt                                           146

<210>  359

<211>  289

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  359

cggtggccac ggccccgccc tcgttccgcg cccggactgg gccacgccgg atagcgggaa       60

acaaaaaaag cccgagctgg aaacttcaga gaggtttagt ttcgtttccc agaagcatca      120

gttcggtccc aaaacgctgc aaacgcgcgc tgcctgcagt aggagagagg aaaccgcgaa      180

gcgcgagaaa aggcgccccc gtccccaagc agcccgcgcg cccttccagg ggccagacct      240
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gctccatcct ggacggcgaa acgacctcgg gagaccccgg ttaggacct                  289

<210>  360

<211>  289

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  360

cggtggttac ggtttcgttt tcgtttcgcg ttcggattgg gttacgtcgg atagcgggaa       60

ataaaaaaag ttcgagttgg aaattttaga gaggtttagt ttcgtttttt agaagtatta      120

gttcggtttt aaaacgttgt aaacgcgcgt tgtttgtagt aggagagagg aaatcgcgaa      180

gcgcgagaaa aggcgttttc gtttttaagt agttcgcgcg tttttttagg ggttagattt      240

gttttatttt ggacggcgaa acgatttcgg gagatttcgg ttaggattt                  289

<210>  361

<211>  608

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  361

gggggtgcgg ggaggagtcg ggagcagccc ctggagcaca ggggccgcca gcaccggctg       60

cttccagccc tcctgcctac ccgcccttcc tcctgcaggc tgggggctcg gacagcccca      120

gtgccccgcg acgcccacct ggacgcctgg cgacccccgc cccgcgctct gtacctttac      180

tctgcggagg gttctgactc cggtcccgga ggacgttgat ctggtagacg gctccgtaag      240

gctcaaaaag ttctttcagc tccttttccg accatgaccg ggggatctgt ccgacaaaca      300

tcttaatggc atctgggtct ggttggtctg agtgatccaa agctccgttc atcttgttgg      360

ctgtgccgtt actgtcaaaa acggaaccgg gagccagagt tagggcggca cgatgaggga      420

caggaagaaa aaatagtggg ggtgggggag cggggaggcg gaaggaggag gaagaagagc      480

agtggcaaag tgcctaatga gtcgtagaaa tttgatgaac taaaacaaag cggaggcacc      540

atgagttgct cctcggcggc ggcgaggctc tcactgcgtg ctgctgtcga gcagagccgg      600

gggagcac                                                               608

<210>  362

<211>  608

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic

<400>  362

gggggtgcgg ggaggagtcg ggagtagttt ttggagtata ggggtcgtta gtatcggttg       60

tttttagttt ttttgtttat tcgttttttt ttttgtaggt tgggggttcg gatagtttta      120

gtgtttcgcg acgtttattt ggacgtttgg cgattttcgt ttcgcgtttt gtatttttat      180

tttgcggagg gttttgattt cggtttcgga ggacgttgat ttggtagacg gtttcgtaag      240

gtttaaaaag tttttttagt ttttttttcg attatgatcg ggggatttgt tcgataaata      300

ttttaatggt atttgggttt ggttggtttg agtgatttaa agtttcgttt attttgttgg      360

ttgtgtcgtt attgttaaaa acggaatcgg gagttagagt tagggcggta cgatgaggga      420

taggaagaaa aaatagtggg ggtgggggag cggggaggcg gaaggaggag gaagaagagt      480

agtggtaaag tgtttaatga gtcgtagaaa tttgatgaat taaaataaag cggaggtatt      540

atgagttgtt tttcggcggc ggcgaggttt ttattgcgtg ttgttgtcga gtagagtcgg      600

gggagtat                                                               608

<210>  363

<211>  96

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  363

gttttagtgt ttcgcgacgt ttatttggac gtttggcgat tttcgtttcg cgttttgtat       60

ttttattttg cggagggttt tgatttcggt ttcgga                                 96

<210>  364

<211>  152

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  364

gcacccggcg cccgagctgc gaaagggacg cccttctcct cccgcgcgga acttcaggag       60

tgcggggccc gagtgtaaac tggaccaccg tggggccgcg cgggcccctg ggcatcacca      120

caaactgtgc ctgtggccat cgtgtcagga ca                                    152

<210>  365

<211>  152

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  365

gtattcggcg ttcgagttgc gaaagggacg tttttttttt ttcgcgcgga attttaggag       60

tgcggggttc gagtgtaaat tggattatcg tggggtcgcg cgggtttttg ggtattatta      120

taaattgtgt ttgtggttat cgtgttagga ta                                    152

<210>  366

<211>  384

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  366

ggagaagccg ggactcctca catcccacat ccggcagggg aagcccagca ggtgagcgca       60

ggtcccccca gtccccgagg gagtgcgccc gacggaaacg cccctagccc gcgggcctcg      120

ctttcctctc ccgggttcct gggtcacttc ccgctgtctc cagcccgagc tcgtggcccc      180

aatccctggt acctccatcc tctggtcacc ccttctctgg tgccccctcc ccgacttttc      240

tttgtcccgt ccccaccctt gcccgggcct gccggacccc cctccttgac acccggcgcc      300

acctccttga gcttttctcg tctcctcccc atccccggct ccctggtccc ctcccggaac      360

ttctctggtc ccctccgctc ctcc                                             384

<210>  367

<211>  384

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  367

ggagaagtcg ggatttttta tattttatat tcggtagggg aagtttagta ggtgagcgta       60

ggttttttta gttttcgagg gagtgcgttc gacggaaacg tttttagttc gcgggtttcg      120

tttttttttt tcgggttttt gggttatttt tcgttgtttt tagttcgagt tcgtggtttt      180

aatttttggt atttttattt tttggttatt ttttttttgg tgtttttttt tcgatttttt      240

tttgtttcgt ttttattttt gttcgggttt gtcggatttt tttttttgat attcggcgtt      300

atttttttga gtttttttcg tttttttttt attttcggtt ttttggtttt ttttcggaat      360

ttttttggtt tttttcgttt tttt                                             384

<210>  368
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<211>  75

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  368

gtttttttag ttttcgaggg agtgcgttcg acggaaacgt ttttagttcg cgggtttcgt       60

tttttttttt cgggt                                                        75

<210>  369

<211>  447

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  369

cagccatact cggccgagtc gacctgcagg cggcccagct tgtccacctg ctcctggaag       60

gcgcgcacct ggtccatgaa agccacggcg cgctcggcgg ccataggcgc ggcgtggagg      120

ccggcggcgg ccagtagcgg cgccgtgtgc aggggcagcg ccgcctgcgc cgcgttcagc      180

acgaagagct cgctccagct caggcgcagc agcgccacct ggtcggccac cggcagctcg      240

gggaagaagg gcgcgtggcg cgcccactcc acggtgctga agagcagccg cgccgccagc      300

tcgcacacgt tgtcgatgcc cagcaccgcg cccgccgcgc cgccccctgc gccgaagcgt      360

ccggccgccg cagggtaggg ctcagcgcgc agcagctgcg cgatcagttc ggacaccggc      420

tgccccggga agaggtctcc gccgctc                                          447

<210>  370

<211>  447

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  370

tagttatatt cggtcgagtc gatttgtagg cggtttagtt tgtttatttg tttttggaag       60

gcgcgtattt ggtttatgaa agttacggcg cgttcggcgg ttataggcgc ggcgtggagg      120

tcggcggcgg ttagtagcgg cgtcgtgtgt aggggtagcg tcgtttgcgt cgcgtttagt      180

acgaagagtt cgttttagtt taggcgtagt agcgttattt ggtcggttat cggtagttcg      240

gggaagaagg gcgcgtggcg cgtttatttt acggtgttga agagtagtcg cgtcgttagt      300

tcgtatacgt tgtcgatgtt tagtatcgcg ttcgtcgcgt cgttttttgc gtcgaagcgt      360

tcggtcgtcg tagggtaggg tttagcgcgt agtagttgcg cgattagttc ggatatcggt      420
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tgtttcggga agaggttttc gtcgttt                                          447

<210>  371

<211>  98

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  371

gtttatttta cggtgttgaa gagtagtcgc gtcgttagtt cgtatacgtt gtcgatgttt       60

agtatcgcgt tcgtcgcgtc gttttttgcg tcgaagcg                               98

<210>  372

<211>  416

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  372

gccggcaaag agctggtgca ggatgcggat cagatcagcc agggtccgtg gcttcagcac       60

ttcggtctgt tccatctcgt ggggagctgg ctgcgcgcgc gtctcactgc tgggctgcgg      120

tggaggagct gagcgagcca aggagctggg ggcgagggag cctaacagcc cgctagaccg      180

ctaagcagac acacacgcac aaacccagca ttagagtgcc gaaacgtaag gatgtcgtcg      240

cagagacagc aagagaccca cccccaggcc cctggcagcg cagtggatcc gggatcgctg      300

gagacgcggt gcacacacaa atcaggttca gatctgtggg gttcatcctc ccgggcccct      360

tttaagcgct tggagtcact aggaatgtac caacggccct cggagggagg acgagg          416

<210>  373

<211>  416

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  373

gtcggtaaag agttggtgta ggatgcggat tagattagtt agggttcgtg gttttagtat       60

ttcggtttgt tttatttcgt ggggagttgg ttgcgcgcgc gttttattgt tgggttgcgg      120

tggaggagtt gagcgagtta aggagttggg ggcgagggag tttaatagtt cgttagatcg      180

ttaagtagat atatacgtat aaatttagta ttagagtgtc gaaacgtaag gatgtcgtcg      240

tagagatagt aagagattta tttttaggtt tttggtagcg tagtggattc gggatcgttg      300
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gagacgcggt gtatatataa attaggttta gatttgtggg gtttattttt tcgggttttt      360

tttaagcgtt tggagttatt aggaatgtat taacggtttt cggagggagg acgagg          416

<210>  374

<211>  119

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  374

gagtgtcgaa acgtaaggat gtcgtcgtag agatagtaag agatttattt ttaggttttt       60

ggtagcgtag tggattcggg atcgttggag acgcggtgta tatataaatt aggtttaga       119

<210>  375

<211>  267

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  375

gcactcgcca gcgctttgtt cgtgaccggc cttttaaggg ctgtctcacc catcttgtct       60

ggctctgcct ccctgtttcc tttccgtcct ctctcccacc acagccagct ccccactttt      120

ttcgcggggg ccccctccag cctgtccggg gcctccccgt tcccaggcca gggcttcccc      180

ctcctcccag acctcgttgc tctgcccggt gaggccccgg gctcccagca gggggcgcct      240

gctcgcgatc aggtggcggc ctggggg                                          267

<210>  376

<211>  267

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  376

gtattcgtta gcgttttgtt cgtgatcggt tttttaaggg ttgttttatt tattttgttt       60

ggttttgttt ttttgttttt ttttcgtttt tttttttatt atagttagtt ttttattttt      120

ttcgcggggg ttttttttag tttgttcggg gttttttcgt ttttaggtta gggttttttt      180

ttttttttag atttcgttgt tttgttcggt gaggtttcgg gtttttagta gggggcgttt      240

gttcgcgatt aggtggcggt ttggggg                                          267

<210>  377
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<211>  78

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  377

gatttcgttg ttttgttcgg tgaggtttcg ggtttttagt agggggcgtt tgttcgcgat       60

taggtggcgg tttggggg                                                     78

<210>  378

<211>  155

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  378

gaggggacct ggatccctga accccggggc ggaaagggag cctccgggcg gctgtgggtg       60

ccgcgctcct cggagccagc agctgctggg gcggcgtccg aactccccag gtctgcgcac      120

ggcaatgggg gcaccgggcc ttctgtctgt cctca                                 155

<210>  379

<211>  155

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  379

gaggggattt ggatttttga atttcggggc ggaaagggag ttttcgggcg gttgtgggtg       60

tcgcgttttt cggagttagt agttgttggg gcggcgttcg aattttttag gtttgcgtac      120

ggtaatgggg gtatcgggtt ttttgtttgt tttta                                 155

<210>  380

<211>  79

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  380

gaattcgggt ttagcgcggg tttttcgcgg tagtggtcgt agttcgggaa gttcgggggc       60

gcggtgtttt cgtgaattc                                                    79
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<210>  381

<211>  160

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  381

cggggacagg aggggtggcc aagaaagtcg caagaaaact ccggccccca agaaaaagag       60

agggcatggg ttgcggagcc gacatcacgg ccggggtctt tgctgtttag acgcctgggt      120

tcccggatcc cagacacgcg cacgggcagg aagttagacc                            160

<210>  382

<211>  160

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  382

cggggatagg aggggtggtt aagaaagtcg taagaaaatt tcggttttta agaaaaagag       60

agggtatggg ttgcggagtc gatattacgg tcggggtttt tgttgtttag acgtttgggt      120

tttcggattt tagatacgcg tacgggtagg aagttagatt                            160

<210>  383

<211>  163

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  383

gttgcctggg tccgcccaga gatgagtcgg gacgcgcggc ccacgtgcgg cggaggggca       60

gctgggtcgc tcggggaacg gggcaccgga tggccccggt tgggcccgcg ccaggatgcg      120

cccctgcgcc ctctgctggc gctctgcggt caccgcagcc ccg                        163

<210>  384

<211>  163

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  384

gttgtttggg ttcgtttaga gatgagtcgg gacgcgcggt ttacgtgcgg cggaggggta       60

gttgggtcgt tcggggaacg gggtatcgga tggtttcggt tgggttcgcg ttaggatgcg      120
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tttttgcgtt ttttgttggc gttttgcggt tatcgtagtt tcg                        163

<210>  385

<211>  311

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  385

cggacgaatt ctggggaaag gtcgagggaa ctagagctcc cgactatgca aaccctagag       60

ggtaaactgg gggctaagag ggccccgtgc gtgttttggc gggctaggtc ctgggcttca      120

gggcagagaa gagggccgag tggatcgcct tgccttacct cctcaggatc tccggattcg      180

gtaagcatct tttgctcgtc ctccagtccc atgtctggct acggttctag attcaacacg      240

agcagcaaca gcggcaccta acccagttca ggatcaagaa ggacttgtaa gggtcactca      300

gcggaaatcc g                                                           311

<210>  386

<211>  311

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  386

cggacgaatt ttggggaaag gtcgagggaa ttagagtttt cgattatgta aattttagag       60

ggtaaattgg gggttaagag ggtttcgtgc gtgttttggc gggttaggtt ttgggtttta      120

gggtagagaa gagggtcgag tggatcgttt tgttttattt ttttaggatt ttcggattcg      180

gtaagtattt tttgttcgtt ttttagtttt atgtttggtt acggttttag atttaatacg      240

agtagtaata gcggtattta atttagttta ggattaagaa ggatttgtaa gggttattta      300

gcggaaattc g                                                           311

<210>  387

<211>  154

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  387

cggacgaatt ttggggaaag gtcgagggaa ttagagtttt cgattatgta aattttagag       60

ggtaaattgg gggttaagag ggtttcgtgc gtgttttggc gggttaggtt ttgggtttta      120
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gggtagagaa gagggtcgag tggatcgttt tgtt                                  154

<210>  388

<211>  706

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  388

cgtcccagaa ctaagtgcta tgcggagatg agggtgggag cagcagtaca aggagggggt       60

gggggcgagg aaacacaaac aggggagaag gaaacgccag catctaacat ggacttgaca      120

gtcatctgac aatacccaga ccctgtgcgc tccgggttcc accgctgtgc ccagtttggg      180

cccaagaaat gaggaatcaa tcgtgttagt actaaggtgg ccgaggggac cggctcgctc      240

actcgttcgc gctccctggc tcggcggaca ccaggcagtc ccccggcggt cggccgctcg      300

gaggacgcgg aagatgtccc ggggaactca ggtgaccccg cccgccaccc acagaaagag      360

ccaggccggg gttgcttccc attccctctg cagccggaga gctgaggagg tagggacctg      420

gcgcggctca gcgcgctccg cgagcggctc cccaaatggg tgcgagaggg aagagggcag      480

agcgcggcgg ggcgtccggg gggcgcccgg tacccgaggc gggcgcacgc acccaaacag      540

gagagcggcg cccggagtta ctcagtgcgg gcagaagagc ggggcgagga gcggggtcgc      600

gcccgctgga ggcgcggggc gagcggagga agaggaggag gagagcagaa ggaaggggaa      660

gcggctcgta cctgctgcgc gccggggcgc ctgctgcttc ctcctc                     706

<210>  389

<211>  706

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  389

cgttttagaa ttaagtgtta tgcggagatg agggtgggag tagtagtata aggagggggt       60

gggggcgagg aaatataaat aggggagaag gaaacgttag tatttaatat ggatttgata      120

gttatttgat aatatttaga ttttgtgcgt ttcgggtttt atcgttgtgt ttagtttggg      180

tttaagaaat gaggaattaa tcgtgttagt attaaggtgg tcgaggggat cggttcgttt      240

attcgttcgc gttttttggt tcggcggata ttaggtagtt tttcggcggt cggtcgttcg      300

gaggacgcgg aagatgtttc ggggaattta ggtgatttcg ttcgttattt atagaaagag      360

ttaggtcggg gttgtttttt attttttttg tagtcggaga gttgaggagg tagggatttg      420
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gcgcggttta gcgcgtttcg cgagcggttt tttaaatggg tgcgagaggg aagagggtag      480

agcgcggcgg ggcgttcggg gggcgttcgg tattcgaggc gggcgtacgt atttaaatag      540

gagagcggcg ttcggagtta tttagtgcgg gtagaagagc ggggcgagga gcggggtcgc      600

gttcgttgga ggcgcggggc gagcggagga agaggaggag gagagtagaa ggaaggggaa      660

gcggttcgta tttgttgcgc gtcggggcgt ttgttgtttt tttttt                     706

<210>  390

<211>  154

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  390

gaattaatcg tgttagtatt aaggtggtcg aggggatcgg ttcgtttatt cgttcgcgtt       60

ttttggttcg gcggatatta ggtagttttt cggcggtcgg tcgttcggag gacgcggaag      120

atgtttcggg gaatttaggt gatttcgttc gtta                                  154

<210>  391

<211>  120

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  391

cgtcgggcct gcgggggccg gacccgcctt cgaaagtggg cggaaggatg gccgccctgg       60

cggagtgcgg gcgaggccgg gagcccttgc ctcagccccg gcccggtctt cttcgtgccg      120

<210>  392

<211>  120

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  392

cgtcgggttt gcgggggtcg gattcgtttt cgaaagtggg cggaaggatg gtcgttttgg       60

cggagtgcgg gcgaggtcgg gagtttttgt tttagtttcg gttcggtttt tttcgtgtcg      120

<210>  393

<211>  190

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens
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<400>  393

cggtgtggtc cgaaaggctc ttctcttaaa ccccccggca gccggctcct gtgtgtgaca       60

cgatgatgtc atcatcgccg agcagcccca acgcctgcat cttcacaaag ctccatcgcg      120

ggctccggaa acggggctgg gggtggggag gcgaagaccc tccctctgcc ccggcccctc      180

ccgcctcgcc                                                             190

<210>  394

<211>  190

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  394

cggtgtggtt cgaaaggttt tttttttaaa tttttcggta gtcggttttt gtgtgtgata       60

cgatgatgtt attatcgtcg agtagtttta acgtttgtat ttttataaag ttttatcgcg      120

ggtttcggaa acggggttgg gggtggggag gcgaagattt tttttttgtt tcggtttttt      180

tcgtttcgtt                                                             190

<210>  395

<211>  323

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  395

cgggcgtatg tgtgtctcca atggaaaaat cctacccagg acgacaccac atccttgctc       60

ccacaaataa aaccttccac ggaactcagg gctgcagacc agcccttcgc aagccaacgc      120

gccccgtggg cactcggtcc cccggctccg cgtctctgcc accttcccac cgcttcttct      180

ttaaccatgc tcttgtttcc cctcgctgat cgcaaggctg cgggcgagga ttccagagag      240

aggcctagta tggggaacaa acgcttcaga ggggtccgag gtgggctggg gacagccagt      300

ggatgggaag gagggcgctg gcg                                              323

<210>  396

<211>  323

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  396

cgggcgtatg tgtgttttta atggaaaaat tttatttagg acgatattat atttttgttt       60
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ttataaataa aattttttac ggaatttagg gttgtagatt agtttttcgt aagttaacgc      120

gtttcgtggg tattcggttt ttcggtttcg cgtttttgtt atttttttat cgtttttttt      180

ttaattatgt ttttgttttt tttcgttgat cgtaaggttg cgggcgagga ttttagagag      240

aggtttagta tggggaataa acgttttaga ggggttcgag gtgggttggg gatagttagt      300

ggatgggaag gagggcgttg gcg                                              323

<210>  397

<211>  177

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  397

tacggaattt agggttgtag attagttttt cgtaagttaa cgcgtttcgt gggtattcgg       60

tttttcggtt tcgcgttttt gttatttttt tatcgttttt tttttaatta tgtttttgtt      120

ttttttcgtt gatcgtaagg ttgcgggcga ggattttaga gagaggttta gtatggg         177
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