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(54) 발명의 명칭 핵산의 증폭, 정량분석 및 동정 방법

(57) 요 약

본 발명은 핵산 분자의 풀로부터 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭 및 임의로 정량분석 및/또는 동정하는 개선

된 방법에 관한 것이다.  1차 라운드 동시다중 증폭에서는 앰플리콘 (amplicon) 간에 반응 구성요소에 대한 심각

한 경쟁이 일어나기 전의 시점까지 증폭반응이 진행되도록 한다.  그 후에는, 선택된 각 핵산 서열을 정량분석하

기 위하여 통상적으로 형광 리포터를 포함하는 2차 라운드 증폭이 이어진다.  본 방법은 유전자 발현산물과 같이

다양한 기원으로부터의 핵산의 증폭 및 정량분석에 있어서 유용함으로써, 극히 제한된 시료 및 분해된 보관 기록

시료로부터 다수의 상기 산물을 증폭 및 정량분석할 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

핵산 분자의 풀로부터 선택된 복수의 핵산 분자들을 증폭하는 방법으로서,

(a)  앰플리콘을  생성하기  위해  1차  라운드  동시다중  증폭반응  (first  round  multiplex  amplification

reaction)에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하는 단계로, 상기 증폭 반응은 선택된 핵산 서열에 특이적인

복수의 외부 프라이머 (outer primer) 쌍들을 포함하고, 여기서 추가 증폭이 더 이상 달성되지 않는 지점 너머

다회 주기가 진행될 경우, 생산될 폴리뉴클레오티드 총량의 5%를 초과하지 않도록 상기 증폭 반응이 다회 주기

동안 진행되도록 하며, 상기 외부 프라이머 쌍들은 상기 1차 라운드 동시 다중 증폭 반응 후에 고갈되지 않는,

단계; 

(b) 상기 앰플리콘 및 남아있는 반응 성분들을 상기 1차 라운드 동시다중 반응으로부터 희석하여 복수의 2차 라

운드 증폭 반응을 수행하는 단계로, 각각은 최소한 하나의 내부 프라이머 쌍을 포함하고, 각 쌍은 상기 선택된

핵산 서열의 하나에 특이적이며, 여기서, 상기 희석은 2차 라운드 증폭에서 추가적인 프라이밍이 상기 내부 프

라이머에 의해 지시되도록 최소한 25배 희석이며, 이에 따라 상기 내부 프라이머에 의해 프라이밍된 상기 선택

된 핵산 서열만을 증폭하는, 단계; 및 

(c) 상기 복수의 2차 라운드 증폭 반응에서 상기 선택된 핵산 분자를 추가로 증폭함에 따라 각 2차 라운드 반응

이 내부 프라이머로부터 상기 복수의 선택된 핵산 분자의 서브셋을 각각 추가적으로 증폭하는 단계;

를 포함하는 방법.

청구항 2 

핵산 분자의 풀로부터 선택된 복수의 핵산 분자들을 증폭하는 방법으로서,

(a) 앰플리콘을 생성하기 위해 1차 라운드 동시다중 증폭 반응에서 복수의 선택된 핵산 분자를 증폭하는 단계로

서, 상기 증폭 반응은 외부 프라이머를 포함하는 복수의 1차 라운드 프라이머 쌍을 포함하고, 각 프라이머 쌍은

선택된 핵산 서열에 특이적이고, 여기서 추가 증폭이 더 이상 달성되지 않는 지점 너머 다회 주기가 진행될 경

우, 생산될 폴리뉴클레오티드 총량의 5%를 초과하지 않도록 상기 증폭 반응이 다회 주기 동안 진행되도록 하며,

상기 외부 프라이머 쌍들은 상기 1차 라운드 동시 다중 증폭 반응 후에 고갈되지 않는, 단계;

(b) 상기 앰플리콘 및 남아있는 반응 성분들을 상기 1차 라운드 동시다중 반응으로부터 희석하여 복수의 2차 라

운드 증폭 반응을 수행하는 단계로, 각각은 2차 라운드 프라이머의 최소한 한 쌍을 포함하고, 각 쌍은 내부 프

라이머 및 상기 외부 프라이머 중 하나를 포함하며, 상기 선택된 핵산 서열의 하나에 특이적이며, 여기서, 상기

희석은 2차 라운드 증폭에서 추가적인 프라이밍이 상기 2차 라운드 프라이머에 의해 지시되도록 최소한 25배 희

석이며, 이에 따라 상기 2차 라운드 프라이머에 의해 프라이밍된 상기 선택된 핵산 서열만을 증폭하는, 단계;

및 

(c) 상기 복수의 2차 라운드 증폭 반응에서 상기 선택된 핵산 분자를 추가로 증폭함에 따라 각 2차 라운드 반

응이 상기 2차 라운드 프라이머로부터 상기 복수의 선택된 핵산 분자의 서브셋을 각각 추가적으로 증폭하는 단

계;

를 포함하는 방법.

청구항 3 

핵산 분자의 풀로부터 선택된 핵산 분자들의 수를 산정하는 방법으로서,

(a) 앰플리콘을 생성하기 위해 1차 라운드 동시다중 증폭반응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하는 단계

로, 상기 증폭 반응은 복수의 외부 프라이머 쌍들을 포함하되 각 쌍은 선택된 핵산 서열에 특이적이고, 여기서

추가 증폭이 더 이상 달성되지 않는 지점 너머 다회 주기가 진행될 경우 생산될 폴리뉴클레오티드 총량의 5%를

초과하지 않도록 상기 증폭 반응이 다회 주기 동안 진행되도록 하며, 상기 외부 프라이머 쌍들은 상기 1차 라운

드 동시 다중 증폭 반응 후에 고갈되지 않는, 단계; 
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(b) 상기 앰플리콘 및 남아있는 반응 성분들을 상기 1차 라운드 동시다중 반응으로부터 희석하여 복수의 2차 라

운드 증폭 반응을 수행하는 단계로, 각각은 탐지가능한 리포터 및 최소한 하나의 내부 프라이머 쌍을 포함하고,

각 쌍은 상기 선택된 핵산 서열의 하나에 특이적이며, 여기서, 상기 희석은 2차 라운드 증폭에서 추가적인 프라

이밍이 상기 내부 프라이머에 의해 지시되도록 최소한 25배 희석이며, 이에 따라 상기 내부 프라이머에 의해 프

라이밍된 상기 선택된 핵산 서열만을 증폭하는, 단계; 

(c) 상기 복수의 2차 라운드 증폭 반응에서 상기 선택된 핵산 분자를 추가적으로 증폭함으로써, 각각의 2차 라

운드 반응이 상기 내부 프라이머로부터 각각 선택된 복수의 핵산 분자의 서브셋을 추가적으로 증폭하는 단계;

및 

(d) 각각의 2차 라운드 증폭반응을 상기 탐지 가능한 리포터에 의해 관찰함으로써 각각의 선택된 서열의 선택된

핵산 분자의 수를 산정하는 단계;

를 포함하는 방법.

청구항 4 

핵산 분자의 풀로부터 선택된 핵산 분자들의 수를 산정하는 방법으로서,

(a) 앰플리콘을 생성하기 위해 1차 라운드 동시다중 증폭반응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하는 단계

로서, 상기 증폭 반응은 복수의 외부 프라이머 쌍들을 포함하되 각 쌍은 선택된 핵산 서열에 특이적이고, 여기

서 추가 증폭이 더 이상 달성되지 않는 지점 너머 다회 주기가 진행될 경우 생산될 폴리뉴클레오티드 총량의 5%

를 초과하지 않도록 상기 증폭 반응이 다회 주기 동안 진행되도록 하며, 상기 외부 프라이머 쌍들은 상기 1차

라운드 동시 다중 증폭 반응 후에 고갈되지 않는, 단계;

(b) 상기 앰플리콘 및 남아있는 반응 성분들을 상기 1차 라운드 동시다중 반응으로부터 희석하여 복수의 2차

라운드 증폭 반응을 수행하는 단계로, 각각은 탐지가능한 리포터 및 최소한 하나의 2차 라운드 프라이머 쌍을

포함하고, 각 쌍은 내부 프라이머 및 상기 외부 프라이머 중 하나를 포함하고, 상기 선택된 핵산 서열의 하나

에 특이적이며, 여기서, 상기 희석은 2차 라운드 증폭에서 추가적인 프라이밍이 상기 2차 라운드 프라이머에

의해 지시되도록 최소한 25배 희석이며, 이에 따라 상기 2차 라운드 프라이머에 의해 프라이밍된 상기 선택된

핵산 서열만을 증폭하는, 단계; 

(c) 상기 복수의 2차 라운드 증폭 반응에서 상기 선택된 핵산 분자를 추가로 증폭함에 따라 각 2차 라운드 반

응이 상기 복수의 선택된 핵산 분자의 서브셋을 각각 추가적으로 증폭하는 단계; 및

(d) 각각의 2차 라운드 증폭반응을 탐지가능한 리포터에 의해 관찰함으로써 각각의 선택된 서열의 선택된 핵산

분자의 수를 산정하는 단계;

를 포함하는 방법.

청구항 5 

제3항 또는 제4항에 있어서, 탐지가능한 리포터가 이중 가닥 DNA에 삽입되는 염료인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

제3항 또는 제4항에 있어서, 탐지가능한 리포터가 단일 가닥 DNA와 상호작용하는 형광발생 탐침인 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 7 

제3항 또는 제4항에 있어서, 선택된 각 서열의 복수의 선택된 핵산 분자들이 증폭되고 정량분석되도록, 2차 라

운드 증폭반응이 복수의 프라이머 쌍 및 복수의 형광발생 탐침을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 8 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 핵산 분자가 DNA 분자를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 2차 라운드 증폭반응에 포함된 프라이머가 1차 라운드 증폭반응에
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포함된 외부 프라이머 중의 적어도 하나에 비하여 더 높은 Tm을 가짐으로써, 2차 라운드 증폭반응의 올리고뉴클

레오티드 프라이밍 (oligonucleotide priming)이 더 높은 Tm을 가진 프라이머를 선호하는 쪽으로 편향되도록 하

는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 외부 프라이머 중 적어도 하나가 UTP 뉴클레오티드를 포함함으로써

프라이머가 UNG 효소에 의해 분해될 수 있도록 하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 1차 라운드 증폭 종료시에 외부 프라이머를 UNG 효소 분해로 제거하여 1차 라운드 프라이머에

의한 2차 라운드 증폭반응의 오염을 방지하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 1차 라운드 동시다중 증폭반응이 1 내지 30 주기 범위, 5 내지 25

주기 범위, 5 내지 20 주기 범위, 또는 10 내지 20 주기 범위에서 진행되도록 하는 방법.

청구항 13 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 동시다중 증폭반응이 4개 이상의 선택된 핵산 분자들을 증폭하는 방

법.

청구항 14 

제13항에 있어서, 동시다중 증폭반응이 4 내지 150개 범위, 10 내지 150개 범위, 또는 20 내지 100개 범위의 선

택된 핵산 분자들을 증폭하는 방법.

청구항 15 

제1항  내지 제4항  중  어느 한 항에 있어서,  다형성 (polymorphism),  돌연변이,  삽입 (insertion)  및  결실

(deletion)을 검출하는 방법에 사용되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 질환 및 장애의 진단 방법에 사용되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서, 신생물의 진단에 사용되는 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 신생물이 유방암 또는 결장 직장암 (colorectal cancer)인 방법.

청구항 19 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,  선택된 유기체의 검출 및 동정에 사용되는 것을 특징으로 하는

방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 핵산 산물의 서열분석에 의해 상기 유기체를 검출 및 동정하는 방법.

청구항 21 

제19항에 있어서, 상기 유기체가 박테리아, 바이러스, 진균류, 마이코플라스마 (mycoplasma) 및 기생충의 그룹

또는 그들의 조합으로부터 선택되는 방법.

청구항 22 
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제16항에 있어서, 융해 곡선 분석 (melt curve analysis)을 포함하는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 융해 곡선이 0.05 ℃ 내지 0.02 ℃ 범위의 해상도로 만들어지는 방법.

청구항 24 

제22항에 있어서, 융해 곡선이 0.02 ℃ 미만의 해상도로 만들어지는 방법.

청구항 25 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 증폭반응이 열 사이클링 기구 (thermal cycling apparatus)에서 자

동적으로 진행되는 방법.

청구항 26 

제25항에 있어서, 열 사이클링 기구가 다중-웰 실시간 (multi-well real time) 열 사이클링 기구, 연속 유동

PCR (continuous flow PCR) 장치 또는 회전식 열 사이클링 기구 (rotary thermal cycling apparatus)인 방법.

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제
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발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 핵산의 증폭, 동정 및 정량분석 방법, 및 특히 진단, 법의학 및 연구 용도를 위한 복수의 유전자 또[0001]

는 유전자 발현산물을 증폭하고 정량분석하거나 동정하는 개선된 방법에 관한 것이다.  본 발명은 또한 소량의

분해된 핵산 시료로부터의 다중의 핵산 서열의 보다 더 정확한 증폭, 동정 및 정량분석에 관한 것이다.

특히, 본 발명은 복수의 핵산 분자의 동시 증폭 및 정량분석에 관한 것으로서 이하 본 출원에 관련하여 기술하[0002]

고자 한다.  그러나, 본 발명이 이러한 특정 분야의 용도에 한정되지 않음이 인식될 것이다.

배 경 기 술

본 명세서 전반에 걸친 선행기술에 관한 모든 논의는 어떠한 경우에도 그러한 선행기술이 주지된 것이거나 당해[0003]

분야에서 공유의 상식의 일부임을 인정하는 것으로 간주되어서는 안 된다.

유전자 발현 분석을 위한 공지 방법은 다수의 상이한 유전자를 대표하는 cDNA 분자 풀 (pool)로부터 단일 유전[0004]

자의 발현산물을 대표하는 선택된 cDNA 서열을 증폭하기 위한 PCR 또는 네스티드 PCR (nested PCR)의 사용을 포

함한다.  단일-유전자 PCR 반응에서 단일 유전자로부터의 유전자 발현산물은 통상 단일 주기의 PCR에서 한 쌍의

프라이머 (primer)를 사용하여 증폭된다.  통상의 네스티드 PCR 증폭반응에서는 매우 희귀한 단일 서열이 2개의

순차적 PCR  반응에 의해 증폭되며, 각각은 단일 네스티드 프라이머 조합을 사용하는 30-40 주기로 구성된다.

네스티드 PCR은 보통 희귀한 서열의 클론을 얻기 위해 사용되며, 유전자의 동정 또는 유전자 발현의 정량분석을

위한 것으로는 고려되지 않는다.  PCR을 사용하여 유전자 발현 수준을 정량분석하기 위해서는, 각 증폭주기 후

에 실시간으로 PCR 산물의 축적을 측정하는 재래식 정량적 실시간 PCR (qPCR)을 사용하여 통상적으로 관심의 대

상인 각 PCR 산물의 양을 산정한다.  이는 본 명세서에 원용으로서 포함된 미국특허 제6,713,297호에 개시된 바

와 같이, 통상적으로 삽입 염료 (intercalating dye), 마이너 그루브 결합 염료 (minor groove binding dye),

또는 빛을 가하면 리포터 (reporter)가 활성화되어 형광을 띄게 되고 유발된 형광을 통상 CCD 카메라 또는 광전

자 증배관 (photomultiplier) 검출 시스템을 이용하여 검출하는 형광발생 탐침 (fluorogenic probe)과 같은 검

출 가능한 리포터를 사용한다.  단일-유전자 분석 방법은 현재 일상적인 것이 된 반면에, 다중의 유전자 발현산

물을 동시다중 PCR (multiplex PCR)의 동일한 PCR 반응 내에서 증폭해야 하는 경우에는 난관에 봉착하게 된다.

동시다중 증폭반응에서, 각각의 개별적인 유전자 발현산물은 PCR 과정에서 반응 구성요소에 대해 경쟁해야 하므

로, PCR 반응 시작점에서 많은 카피 (copy) 수로 존재하는 고발현 유전자 산물이 필수적 반응 구성요소를 격리

시킴으로써 적은 카피 수로 존재하는 유전자 산물의 증폭을 사실상 방해한다.  이는 단지 적은 수로 존재하는

고발현 유전자를 의미할 수도 있는 증폭 유전자 산물의 풀을 만들어낸다.  이러한 산물의 분석은 복제 실험 간

에 일어나는 많은 변이에 의해 더욱 복잡해짐으로써 유전자 발현의 정확한 정량분석을 매우 어렵게 한다.  프라

이머 및 반응 구성요소의 최적화가 상기 문제점을 어느 정도 완화시키지만, 이는 통상적으로 대규모의 실험을

요하며 동시다중 반응에서 분석할 유전자의 수가 증가함에 따라 훨씬 더 어려워지고, 이로 인하여 광범위하게

최적화된 시스템에서 신뢰성 있는 분석이 가능한 유전자의 수는 통상 최대 4개이다.  유전자 발현 분석은 통상

적으로 각각의 유전자 발현량이 산정될 것을 요하며, 이는 동시다중 PCR에서 더욱 복잡해진다.

동시다중 PCR에 관한 현대적 시도[0005]

상기 문제점에 대한 현대적 시도는, 유전자 발현산물에 결합하여 특이적 검출 가능 형광을 방출함으로써 각 유[0006]

전자 발현산물을 개별적으로 검출하는 Taqman
®
 탐침과 같은 형광발생 검출 시스템의 사용을 포함한다 (Exner M.

M., and Lewinski. M. A. (2002)).  라이트사이클러 (LightCycler) 및 ABI 프리즘 7700 (ABI PRISM 7700) 서열

검출 시스템을 사용하는 동시다중 실시간 PCR 반응의 감도는 DNA 폴리머라제의 농도에 종속적이다 (Molecular

and  Cellular  Probes.  2002  Oct;16(5):351-7).   상기  탐침  및  그의  용도는  미국특허  제5,210,015호;  제

5,487,972호; 제5,804,375호; 제5,994,056호; 제5,538,848호 및 제6,030,787호에 기술되어 있으며 본 명세서에

원용으로서 포함된다.  이는 상이한 파장에서 형광을 검출할 수 있는 다중 채널이 있는 실시간 열 사이클링 장

비 (thermal cycling machine)를 필요로 한다.  추가로, Taqman
®
 탐침은 가격이 비싸고, 또한 탐침 결합을 위

한 특이적 서열이 요구됨으로 인하여 분석 가능한 서열의 특정 영역이 제한될 수 있다.

다른 형광발생 시도는, 본 명세서에 원용으로서 포함된 미국특허 제5,436,134호 및 제5,658,751호에 개시된 바[0007]
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와 같이 임의의 유전자 발현산물로부터 증폭된 DNA에 삽입되었을 때 형광을 내는 SYBR-그린 염료 (SYBR-green

dye)와 같은 일반적 검출 시스템의 사용을 포함한다.  SYBR-그린은 가격이 저렴하고 우수한 형광발생 특성을 가

졌지만, 각각의 유전자 산물에 대한 형광의 근원을 신뢰성 있게 결정하지 못하므로 동시다중 PCR에서의 유전자

발현 수준 산정에는 보통 적절하지 않다.  

검출 시스템으로서 형광발생 탐침 또는 SYBR-그린 염료의 사용 여부에 상관없이, 동시다중 PCR은 유전자 발현산[0008]

물이 반응 구성요소에 대해 경쟁함으로 인해 다중의 유전자로부터 유전자 발현의 정확한 정량분석이 방해받는다

는 동일한 문제점을 여전히 안고 있다.

고 처리량 시도 (High Throughput Approach)[0009]

동시다중 유전자 발현 측정에 대한 대안적 시도는 마이크로어레이 (microarrays)의 사용을 포함한다.  마이크로[0010]

어레이는 수천의 유전자 발현을 동시에 정량분석하기 위해 사용될 수 있다.  그러나 마이크로어레이는 통상 작

업자의 고도 숙련, 다량의 시료 RNA 및 고가의 장비를 필요로 한다.  또한, 분석할 수 있는 유전자의 수가 방대

한 반면에 유전자 발현의 정량분석 결과는 훨씬 부정확하여 종종 양성 오류 (false positives)를 야기한다.

따라서 다중 유전자 발현의 정확한 정량분석이 요구되거나 특이적 핵산의 검출이 요구되거나 다중 핵산 산물의[0011]

생산이 요구되는 임의의 상황에 사용하기에 적당한 단순하고 저렴한 방법이 필요하다.  본 발명은 레이저 절제

현미경 (laser dissection microscopy) 시료, 단일 세포, 혈흔과 같은 극소량의 시료, 및 포르말린-고정된 파라

핀-포매 (formalin-fixed paraffin-embedded) (FFPE) 절편 및 오래된 시료에서 채취된 것과 같이 부분적으로

단편화된 핵산을 포함하는 시료로부터 핵산을 증폭 및 검출하기에 특히 적합하다.  그러나, 본 발명의 방법은

대량의 시료 및 양질의 시료에 대해서도 동일하게 적용할 수 있다.  본 발명이 유용할 수 있는 상황의 예는 하

기와 같은 것들을 포함하나 이에 한정되지는 않는다: 진단; 예후; 법의학; 환경 및 제품 시험 및 관찰; 생물학

무기 탐지; 연구 등.

따라서 본 발명의 목적은 선행 기술의 단점 중 적어도 하나의 극복 또는 완화, 또는 유용한 대안의 제공에[0012]

있다.

발명의 상세한 설명

발명의 요약[0013]

본 발명은 핵산의 증폭 및 정량분석 방법 및 특히 진단, 법의학 및 연구 용도를 위한 복수의 유전자 발현산물을[0014]

증폭하고 정량분석하거나 동정하는 개선된 방법에 관한 것이다.  본 방법은 특히 소량의 출발 재료를 사용하여

다수의  유전자로부터  유전자  발현을  정량분석하거나  동정하기  위해  적용할  수  있으며,  또한  보관기록

(archival) 또는 법의학적 재료로부터 얻어지는 것과 같이 분해된 시료에도 이용할 수 있다.  본 발명의 방법이

게놈 DNA 또는 바이러스 DNA 와 같은 다른 근원으로부터의 핵산의 증폭에도 동일하게 적용할 수 있음을 당업자

는 이해할 것이다.  본 발명은 2 라운드 (round)의 탠덤 증폭 프로토콜 (tandem amplification protocol)을 포

함하며, 이는 복수의 선택된 핵산 서열을 증폭하는 1차 라운드 동시다중 증폭반응에 이어서 각 반응이 통상 선

택된 핵산 서열 중 하나를 추가로 증폭하는 복수의 2차 라운드 증폭반응들을 포함한다.

본 발명의 첫 번째 태양에 따라:[0015]

(a) 복수의 외부 프라이머 (outer primer) 쌍들을 포함하며 각 쌍이 선택된 핵산 서열에 특이적인 1차 라운드[0016]

동시다중 증폭반응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하고, 여기에서 앰플리콘 (amplicon) 간에 반응 구성

요소에 대한 심각한 경쟁이 일어나기 전의 시점까지 증폭반응이 진행되도록 하며;

(b)  선택된  핵산  분자들을  복수의  2차  라운드  증폭반응들에서  추가로  증폭시키며,  각각은  템플레이트[0017]

(template)로서 완결된 동시다중 반응물의 일부 및 적어도 한 쌍의 내부 프라이머 (inner primer)를 포함하고

각 쌍은 선택된 핵산 서열 중 하나에 대해 특이적임으로써, 각각의 2차 라운드 반응이 복수의 선택된 핵산 분자

들의 서브셋 (subset)을 각각 추가로 증폭함을 특징으로 하여, 핵산 분자의 풀로부터 복수의 선택된 핵산 분자

들을 증폭하는 방법을 제공한다.

본 발명의 두 번째 태양에 따라:[0018]

(a) 복수의 외부 프라이머 쌍들을 포함하며 각 쌍이 선택된 핵산 서열에 특이적인 1차 라운드 동시다중 증폭반[0019]

응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하고, 여기에서 앰플리콘 간에 반응 구성요소에 대한 심각한 경쟁이
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일어나기 전의 시점까지 증폭반응이 진행되도록 하며;

(b) 선택된 핵산 분자들을 복수의 2차 라운드 증폭반응들에서 추가로 증폭시키며, 각각은 템플레이트로서 완결[0020]

된 동시다중 반응물의 일부 및 적어도 한 쌍의 프라이머를 포함하고 각 쌍은 외부 프라이머 중의 하나 및 내부

프라이머를 포함하며 선택된 핵산 서열 중 하나에 대해 특이적임으로써, 각각의 2차 라운드 반응이 복수의 선택

된 핵산 분자들의 서브셋 (subset)을 각각 추가로 증폭함을 특징으로 하여, 핵산 분자의 풀로부터 복수의 선택

된 핵산 분자들을 증폭하는 방법을 제공한다.

본 발명의 세 번째 태양에 따라:[0021]

(a) 복수의 외부 프라이머 쌍들을 포함하며 각 쌍이 선택된 핵산 서열에 특이적인 1차 라운드 동시다중 증폭반[0022]

응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하고, 여기에서 앰플리콘 간에 반응 구성요소에 대한 심각한 경쟁이

일어나기 전의 시점까지 증폭반응이 진행되도록 하며;

(b) 선택된 핵산 분자들을 복수의 2차 라운드 증폭반응들에서 추가로 증폭시키며, 각각은 검출 가능한 리포터,[0023]

템플레이트로서 완결된 동시다중 반응물의 일부 및 적어도 한 쌍의 내부 프라이머를 포함하고 각 쌍은 선택된

핵산 서열 중 하나에 대해 특이적임으로써, 각각의 2차 라운드 반응이 복수의 선택된 핵산 분자들의 서브셋

(subset)을 각각 추가로 증폭하며;

(c) 각각의 2차 라운드 증폭반응을 검출 가능한 리포터를 수단으로 관찰함으로써 각각의 선택된 서열의 선택된[0024]

핵산 분자의 수를 산정함을 특징으로 하여, 핵산 분자의 풀로부터 선택된 핵산 분자들의 수를 산정하는 방법을

제공한다.

본 발명의 네 번째 태양에 따라:[0025]

(a) 복수의 외부 프라이머 쌍들을 포함하며 각 쌍이 선택된 핵산 서열에 특이적인 1차 라운드 동시다중 증폭반[0026]

응에서 복수의 선택된 핵산 분자들을 증폭하고, 여기에서 앰플리콘 간에 반응 구성요소에 대한 심각한 경쟁이

일어나기 전의 시점까지 증폭반응이 진행되도록 하며;

(b) 선택된 핵산 분자들을 복수의 2차 라운드 증폭반응들에서 추가로 증폭시키며, 각각은 검출 가능한 리포터,[0027]

템플레이트로서 완결된 동시다중 반응물의 일부 및 적어도 한 쌍의 프라이머를 포함하고 각 쌍은 외부 프라이머

중의 하나 및 내부 프라이머를 포함하며 선택된 핵산 서열 중 하나에 대해 특이적임으로써, 각각의 2차 라운드

반응이 복수의 선택된 핵산 분자들의 서브셋 (subset)을 각각 추가로 증폭하며;

(c) 각각의 2차 라운드 증폭반응을 검출 가능한 리포터를 수단으로 관찰함으로써 각각의 선택된 서열의 선택된[0028]

핵산 분자의 수를 산정함을 특징으로 하여, 핵산 분자의 풀로부터 선택된 핵산 분자들의 수를 산정하는 방법을

제공한다.

본 발명의 한 구체예에서, 동시다중 탠덤-폴리머라제 연쇄반응 (Multiplex Tandem-Polymerase Chain Reaction)[0029]

(MT-PCR) 방법의 완전한 네스티드 형태를 첫 번째 및 세 번째 태양에 따라 사용함으로써, 각각의 선택된 핵산

분자는 1차 라운드의 증폭에서는 한 쌍의 외부 프라이머를 사용하고 2차 라운드의 증폭에서는 2개의 내부 프라

이머를 사용하여 증폭된다.

본 발명의 또 다른 구체예에서, 헤미-네스티드 MT-PCR (hemi-nested MT-PCR) 방법을 두 번째 및 네 번째 태양에[0030]

따라 사용함으로써, 각각의 선택된 핵산 분자는 1차 라운드의 증폭에서 한 쌍의 외부 프라이머를 사용하여 증폭

되고, 선택된 핵산 분자 서열은 1차 라운드 증폭에서 사용된 외부 프라이머 중의 하나와 쌍을 이루는 1개의 내

부 프라이머를 포함하는 한 쌍의 프라이머를 사용하여 2차 라운드 증폭에서 추가로 증폭된다.

바람직하게는, 형광발생 리포터는 SYBR-그린 또는 SYTO-9 염료이다.[0031]

다른 형광발생 염료들 또한 고려할 수 있음을 당업자는 이해할 것이다.[0032]

어떤 구체예에서, 형광발생 리포터는 형광발생 탐침이다.[0033]

어떤 구체예에서, 2차 라운드 증폭반응은 복수의 프라이머 쌍들 및 복수의 형광 탐침을 포함하여, 선택된 각 서[0034]

열의 복수의 선택된 핵산 분자들이 선택된 핵산 서열에 대해 각각 특이적인 형광 탐침에 의해 증폭되고 정량분

석되도록 한다.

2차 라운드 증폭반응이 동시에 또는 순차적으로 수행될 수 있음을 당업자는 인식할 것이다.[0035]
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바람직하게는, 핵산 분자는 DNA 분자를 포함한다.[0036]

바람직하게는, 2차 라운드 증폭반응에 포함된 프라이머는 1차 라운드 증폭반응에 포함된 외부 프라이머 중의 적[0037]

어도  하나에  비하여  높은  Tm을  가짐으로써,  2차  라운드  증폭반응의  올리고뉴클레오티드  프라이밍

(oligonucleotide priming)이 높은 Tm을 가진 프라이머를 선호하는 쪽으로 실질적으로 편향되도록 한다.

어떤 구체예에서, 외부 프라이머 중 적어도 하나는 UTP 뉴클레오티드를 포함함으로써, 프라이머가 UNG 효소에[0038]

의해 분해될 수 있도록 하며 1차 라운드 증폭 종료시에 외부 프라이머를 UNG 효소 분해로 제거하여 1차 라운드

프라이머에 의한 2차 라운드 증폭반응의 오염을 실질적으로 방지한다.

바람직하게는, 선택된 각 핵산 서열의 특이적 증폭을 제공하는 한도 내에서 앰플리콘 간에 반응 구성요소에 대[0039]

한 심각한 경쟁이 일어나기 전의 시점까지 이들을 증폭시킴에 의해 증폭 과정에서 앰플리콘 간의 반응 구성요소

에 대한 임의의 경쟁의 효과를 최소화하기 위하여, 사용되는 동시다중 증폭 주기의 수를 반응 개시점에서 사용

된 핵산의 양을 고려하여 선택한다.  예를 들어, 약 50 ng 내지 약 500 ng의 핵산이 사용되는 경우, 약 10 주기

의 동시다중 증폭이 바람직하다.  약 0.5 내지 약 50 ng의 핵산이 사용되는 경우, 약 15 주기의 동시다중 증폭

이 바람직하다.  약 0.01 내지 약 0.5 ng의 핵산이 사용되는 경우, 약 20 주기의 동시다중 증폭이 바람직하다.

투입되는 핵산의 양이 적을수록 더 많은 수의 동시다중 증폭 주기가 사용될 수 있음은, 본 명세서에 제공되는

교시로부터 당업자에게 자명할 것이다.

바람직하게는, 1차 라운드 동시다중 증폭반응은 약 1 내지 약 30 주기 동안 진행되도록 한다.  더욱 바람직하게[0040]

는, 1차 라운드 동시다중 증폭반응은 약 5 내지 약 25 주기 동안 진행되도록 하며, 더욱 바람직하게는 1차 라운

드 동시다중 증폭반응은 약 5 내지 20 주기 동안 진행되도록 하고, 가장 바람직하게는 1차 라운드 동시다중 증

폭반응은 약 10 내지 20 주기 동안 진행되도록 한다.

표준 동시다중 PCR 반응은 통상 한정된 수의 상이한 서열들 (예를 들어 4개 서열들) 만을 증폭, 정량분석 및 동[0041]

정할 수 있는 반면에, 놀랍게도 본 발명의 방법은 150 개를 초과하는 선택된 서열들을 증폭, 정량분석 및/또는

동정할 수 있음이 발견되었다.  바람직하게는, 본 발명의 동시다중 증폭반응은 4 개를 초과하는 선택된 핵산 분

자들을  증폭한다.   더욱  바람직하게는  동시다중  증폭반응은  약  4  내지  150  개의  선택된  핵산  분자들을

증폭한다.  더욱 바람직하게는, 동시다중 증폭반응은 약 10 내지 150 개의 선택된 핵산 분자들을 증폭하며, 가

장 바람직하게는 동시다중 증폭반응은 약 20 내지 100 개의 선택된 핵산 분자들을 증폭한다.

주어진 시료 및 일군의 프라이머에 대하여 1차 라운드 동시다중 증폭반응에서 효과적으로 증폭될 수 있는 선택[0042]

된 핵산 분자의 최대수는 각각의 경우에 요구되는 증폭 수준 및 2차 라운드 증폭에서 얻어지는 정량분석 결과의

정확도를 고려하여 결정해야 함을, 당업자는 이해할 것이다.

바람직하게는, 본 방법은 다형성 (polymorphisms), 돌연변이, 삽입 (insertions) 및 결실 (deletions)의 검출[0043]

방법에 사용된다.

한  구체예에서,  다형성,  돌연변이,  SNP,  메틸화  (비설파이트  처리  후),  삽입  및  결실과 같은 핵산 변이체[0044]

(variant)를 검출하기 위하여 2차 라운드 증폭에 형광발생 탐침이 사용된다.

어떤 구체예에서, 본 방법은 질환 (disease) 및 장애 (disorder)의 진단에 사용된다.[0045]

어떤 구체예에서, 본 방법은 신생물의 진단에 사용된다.[0046]

어떤 구체예에서, 신생물은 유방암이다.[0047]

어떤 구체예에서, 신생물은 결장 직장암 (colorectal cancer)이다.[0048]

임의의 주어진 핵산 서열의 증폭 및/또는 정량분석에 의해 탐지될 수 있는 임의의 질환 또는 장애에 대한 진단[0049]

적 시험에 있어서 본 발명의 방법이 유용할 것임을 당업자는 인식할 것이다.

어떤 구체예에서, 본 방법은 선택된 유기체의 검출 및 동정에 있어서 유용하다.[0050]

어떤 구체예에서, 유기체는 고해상도 융해 분석 (high resolution melt analysis)에 의해 검출 및 동정된다.[0051]

바람직하게는, 유기체는 박테리아, 바이러스, 진균류, 마이코플라스마 (mycoplasma) 및 기생충의 그룹으로부터[0052]

선택된다.

바람직하게는, 본 방법은 고해상도 융해 곡선 분석 (high resolution melt curve analysis)을 포함하며 융해[0053]
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곡선 (melting curve)은 바람직하게는 약 0.05 ℃ 내지 약 0.02 ℃ 범위의 해상도 및 더욱 바람직하게는 0.02

℃ 미만의 해상도에서 만들어진다.

본 발명의 방법이 임의의 증폭 가능한 유전 물질에 적용될 수 있으며, 여기에서 상기 물질이 임의의 유기체로부[0054]

터 유래될 수 있음을, 당업자는 이해할 것이다.

바람직하게는 증폭반응은 열 사이클링 기구 (thermal cycling apparatus)에서 자동적으로 진행된다.[0055]

바람직하게는 열 사이클링 기구는 다중-웰 실시간 (multi-well real time) 열 사이클링 기구이다.[0056]

어떤 구체예에서, 열 사이클링 기구는 연속 유동 PCR (continuous flow PCR) 장치이다.[0057]

어떤 구체예에서, 열 사이클링 기구는 회전식 열 사이클링 기구 (rotary thermal cycling apparatus)이다.[0058]

본 발명의 다섯 번째 태양에 따라:[0059]

(i) 하나 이상의 선택된 핵산 서열을 하나 이상의 검출 가능한 리포터와 혼합하고;[0060]

(ii) 하나 이상의 검출 가능한 리포터에 의해 발생되는 신호를 측정함으로써 융해 곡선을 만들고; [0061]

(iii) 융해 곡선으로부터 하나 이상의 선택된 핵산 서열을 동정 및/또는 정량분석하는 단계를 포함하는, 적어도[0062]

하나의 선택된 핵산 서열을 동정 및/또는 정량분석하는 방법을 제공한다.

바람직하게는, 융해 곡선은 약 0.05 ℃ 내지 약 0.02 ℃ 범위의 해상도 및 더욱 바람직하게는 0.02 ℃ 미만의[0063]

해상도에서 만들어진다.

바람직한 구체예의 설명[0064]

상대적으로 소량인 핵산 시료로부터 대 그룹의 유전자 발현을 짧은 시간에 저렴한 비용으로 정확하게 측정하기[0065]

위하여 동시다중 탠덤 폴리머라제 연쇄반응 (MT-PCR)이라 칭하는 2 라운드 탠덤 PCR 프로토콜을 설계하였다. 

다수의 유전자 발현 산물들이 반응 구성요소에 대해 경쟁하는 동시다중 PCR의 고유한 문제점은, 동시다중 증폭[0066]

이 미리 선택된 주기 수에 한정되어 앰플리콘 간의 경쟁이 최소화되는 본 발명에 의해 극복된다.  2-라운드 증

폭을 사용함으로써 감도를 개선하여, 이전까지는 단일 유전자의 발현산물과 같이 단일의 선택된 서열로부터의

산물을 정량분석할 수 있을 뿐인 양의 시료를 사용하여 통상 일군의 유전자로부터의 발현산물인 모든 선택된 핵

산 서열들이 측정될 수 있도록 한다.  2차 라운드 핵산 증폭이 급속 사이클링 변수 (rapid cycling parameter)

를 사용할 수 있으므로 전체 진행시간을 단축할 수 있다.

바람직한 구체예에서, 이전까지는 동시다중 반응으로부터의 다중 서열을 검출하기 위해 요구되었던 고가의 표지[0067]

된 올리고뉴클레오티드 탐침을 사용하는 대신에 SYBR-그린 DNA 측정을 사용함으로써 비용이 절감된다.

또 다른 구체예에서, 2차 라운드 증폭반응에서 단일의 선택된 핵산 서열 또는 복수의 선택된 핵산 서열의 증폭[0068]

산물을 검출 및 정량분석하기 위하여 Taqman
®
 탐침과 같은 형광발생 탐침도 사용된다.

임상 시료로부터 유전자  발현 수준을  분석하기 위하여,  적절한  조직,  즉  통상 포름알데히드에 보존된 생검[0069]

시료, 혈액 시료 또는 다른 조직으로부터 먼저 RNA를 추출한다.  그 다음에는 RNA 시료로부터 역전사에 의해

cDNA를 제조하며, 이는 대량의 발현 서열로부터 cDNA를 제조하기 위한 무작위 헥사머 (무작위 프라이밍을 위

한)를 이용하거나, 더욱 바람직하게는 유전자-특이적 방법에 의해 실행된다.

바람직한 구체예에서 역전사 반응 (RT 반응)은 선택된 관심 대상 핵산에 특이적인 각 쌍의 외부 프라이머를 사[0070]

용하는 다중-유전자-특이적 프라이밍 (multi-gene-specific priming) 방법을 이용하여 수행된다.  상기 동일한

외부 프라이머는 이후에 1차 라운드 동시다중 증폭에서 관심 대상인 특이적 유전자 발현산물을 증폭하기 위해

사용되며, 그 방법은 본 명세서에 기술된다.  동일한 프라이머를 역전사 및 1차 라운드 증폭에 사용함으로써 반

응 혼합물에 사용되는 올리고뉴클레오티드의 수를 감소시킨다.  유전자 특이적 프라이밍 또한 RNA 분해와 관련

된 문제점들을 감소시킴으로써 여러 해 동안 보관되어온 포름알데히드-고정된 파라핀-포매 (FFPE) 표본으로부터

추출된 RNA에 MT-PCR을 사용할 수 있도록 한다.  RT 반응은 약 1 분간 수행되며, 이는 이후의 증폭을 위하여 요

구되는 cDNA를 생성시키기에 충분하다.  동시다중 증폭 앰플리콘은 통상 약 150 bp 미만의 길이이며, 효율적인

역전사  및  이후의  증폭을  용이하게  한다.   소량의  RT  효소를  반응에  사용함에  의해서도  개선된  결과가

얻어지며, 바람직한 구체예에서 약 1 유니트/㎕의 MMLV 또는 수퍼스크립트 III (superscript III) 효소가 RT 반
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응에 사용된다.

역전사 효소는 PCR 반응의 저해제이며 동시다중 증폭 전에 이 효소를 제거 또는 변성시킴이 유용하다.  바람직[0071]

한 구체예에서, 역전사 효소는 동시다중 증폭 단계 전에 약 95 ℃에서의 가열 단계에 의해 변성된다.  이는 또

한 1차 라운드 동시다중 증폭을 위한 준비로서 cDNA를 변성시키는 역할도 한다.

바람직하게는, 1차 라운드 반응에서 효소를 안정화시키기 위하여 담체 단백질 (carrier protein)을 첨가한다.[0072]

BSA, 크리스탈린 및 다른 단백질 또는 안정제들도 사용 가능한 적당한 대안이지만, 상기 목적을 위해서는 저렴

한 비용과 약 95 ℃에서의 안정성으로 인하여 젤라틴이 만족스럽다.

1차  라운드  동시다중  증폭은  통상  동시다중  증폭에서  다수의  발현  유전자  또는  서열  산물의  공-증폭  (co-[0073]

amplification)을 허용하기 위해 요구되는 구성요소 및 외부 프라이머를 포함한다.

사용할 장비를 고려하여 반응 체제를 선택할 수 있음은 당업자에게 명백할 것이다.  예를 들어, 72 증폭반응의[0074]

운영에 사용할 수 있는 "진-디스크 (Gene-Disc)" (Corbett Research, Sydney, Australia)를 사용할 경우에, 이

러한 디스크 하나를 사용하여 약 24 유전자의 발현산물을 삼중실험으로, 또는 72 유전자를 개별적으로 정량분석

할 수 있으며, 또는 대안으로서 약 32 유전자 발현산물을 96-웰 플레이트 체제를 사용하여 삼중실험으로 정량분

석할 수 있고, 또는 요구되는 통계적 유효성을 고려하여 그 수를 선택할 수 있다.

하기의 체제는 코베트 리서치 (Corbett Research) "진-디스크"의 사용에 관련된 것이나, 편의에 따라 384-웰 플[0075]

레이트, 96-웰 플레이트 또는 연속 유동 장치와 같은 임의의 적당한 다른 체제가 사용될 수 있음을 당업자는 이

해할 것이다.

바람직하게는, 각각의 1차 라운드 동시다중 증폭에서, 약 72 쌍의 외부 프라이머가 약 72 서열을 동시 증폭하기[0076]

위해 사용되며, 각각은 다른 발현 서열 또는 유전자의 발현산물을 대표한다.

바람직하게는, 완전한-네스티드 MT-PCR의 경우에는 약 250 bp 이하, 또는 헤미-네스티드 MT-PCR의 경우에는 약[0077]

150 bp 이하의 DNA 앰플리콘으로 구성되는 DNA 단편들을 각 유전자 발현산물로부터 증폭하도록 외부 프라이머가

설계된다.

이보다 더 긴 길이의 선택된 핵산 서열에 대해서도 표준 실험기술을 이용하여 본 발명을 적용할 수 있으며, 여[0078]

기에서 RT  반응에 소요되는 시간의 길이 및 증폭 중에 사용되는 연장 시간과 같은 조건의 변경 또한 적당한

cDNA 합성 및 증폭을 달성하기 위해 증가시킬 수 있음을, 당업자는 인식할 것이다.

동시다중 증폭 중의 앰플리콘 간의 반응 구성요소에 대한 경쟁 문제를 극복하기 위하여, 사용된 RNA 투입 수준[0079]

에 따라 상대적으로 적은 수의 주기로 증폭반응을 운영한다.  자동화된 기기에서는 동시다중 증폭반응에서의 총

DNA  합성  수준을  SYBR-그린  염료와  같은  삽입  형광발생  염료로  측정하여  상기  시점을  초과하지  않음을

확인한다.  1차 라운드 동시다중 증폭에서 앰플리콘의 증폭이, 더 이상 추가의 증폭이 이루어지지 않는 주기 수

를 넘을 때까지 반응을 진행시킬 경우 생산될 폴리뉴클레오티드 총량의 5%를 초과하여 생산하지 않도록, 선택된

핵산의 상대적 과잉도 (abundance) 및 이용 가능한 시료의 양을 고려하여 1차 라운드 동시다중 증폭에 사용되는

주기 수를 최적화할 수 있다.  이러한 방법 변형에 의하여, 동시다중 증폭 중에 그들의 각 앰플리콘 간에 반응

구성요소에 대한 심각한 경쟁이 일어나는 수준까지 선택된 핵산 서열 (예를 들어 유전자 발현 산물)의 풀이 증

폭되는 것이 방지된다.  합성된 핵산 총량이 아직 상대적으로 적으므로, 항상 과량의 시약이 존재하며, 따라서

동시다중 증폭반응 내에서 앰플리콘 간의 경쟁이 실질적으로 최소화된다.

동시다중 증폭의 주기 수는 검출반응의 목적하는 감도에 따라 선택된다.  바람직하게는, 약 50 - 500 ng의 RNA[0080]

시료로부터 유전자 발현을 검출하기 위하여 약 10 주기의 동시다중 증폭이 사용된다.  바람직하게는, 약 0.5 내

지 50 ng의 RNA로부터 유전자 발현을 검출하기 위하여 약 15 주기가 사용되며, 약 0.01 내지 0.5 ng의 RNA로부

터의 검출을 위하여 약 20 주기가 사용된다.  더 적은 양의 RNA가 투입될 경우 더 많은 수의 동시다중 증폭 주

기가 사용될 수 있음을 당업자는 인식할 것이다.

실제로, 동일한 타입 및 양의 시료를 사용하는 경우에, 동일한 수의 동시다중 증폭 주기를 사용하는 MT-PCR 에[0081]

세이 간의 유전자 발현을 비교한다.

바람직한 구체예에서 이러한 1차 라운드 증폭을 10 ng의 투입 RNA 또는 DNA와 함께 15 주기 운영하며 앰플리콘[0082]

간의 경쟁 가능성을 추가로 감소시키기 위하여 고농도의 뉴클레오티드 트리포스페이트 (약 0.3 mM)를 반응 혼합

물에 포함시킨다.  1차 라운드 동시다중 증폭에서의 외부 프라이머 농도 또한 약 0.1 μM로 감소시킴으로써, 반

응 산물이 2차 라운드 증폭반응으로 이전될 때 이러한 프라이머의 농도를 추가로 감소시켜 이러한 프라이머에
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의한 2차 라운드 증폭반응에의 영향을 감소시켰다.

이로써 동시다중 증폭에서의 앰플리콘 간의 심각한 경쟁 문제가 완화되지만, 상기와 같이 적은 수의 증폭 주기[0083]

를 사용하여 얻어진 증폭은 발현 핵산 서열의 정확한 검출 또는 정량분석을 위한 충분한 증폭을 제공하지 못하

며 완결된 동시다중 증폭반응 혼합물은 아직 다수의 발현 핵산 서열로부터 유래된 증폭산물의 풀을 포함한다.

독립적인 2차 라운드 증폭반응에서 상기 풀로부터 특이적인 선택된 서열들을 추가로 증폭함으로써 각각의 유전

자 또는 발현 서열로부터의 증폭산물을 실질적으로 개별적 토대에서 분석하기에 충분할 만큼 증폭되도록 하여

핵산 서열의 원래 풀로부터 각각의 선택된 핵산서열을 정확하게 검출 및 정량분석한다.

2차 라운드 PCR에 사용되는 프라이머 및 Taq 폴리머라제의 양을 줄임으로써 프라이머 이량체의 형성과 같은 비-[0084]

특이적 산물의 형성 가능성이 추가로 감소된다.  어떤 구체예에서, 각 20 ㎕의 2차 라운드 증폭반응에 대해 약

0.5 유니트의 Taq를 사용하며 프라이머 농도는 약 0.2 μM로 감소시킨다.  바람직하게는, 이러한 조건 하에서

GC가 많은 앰플리콘의 증폭을 촉진하기 위하여 약 2% DMSO가 첨가된다.

바람직한 구체예에서, 미약하게 발현되는 유전자로부터 유전자 발현산물의 정확한 정량분석을 위해서는 통상 약[0085]

35 주기의 2차 시기 증폭으로 충분하다.  1차 라운드 동시다중 증폭반응 전에 상이한 양의 출발 재료로부터 증

폭된 핵산의 정량분석을 위하여 1차 및 2차 라운드 증폭에서의 주기 수 또한 변경될 수 있으며, 여기에서 사용

된 출발 재료의 양이 적을수록 더 많은 1차 및 2차 라운드 증폭 주기 수가 통상적으로 요구됨을, 당업자는 인식

할 것이다.

한 구체예에서, 완결된 1차 라운드 동시다중 증폭반응으로부터 한 분획을 취하여, 각각 개별적인 2차 라운드 증[0086]

폭반응 혼합물을 포함하는 몇 개의 독립적인 시험관에 첨가한다.  2차 라운드 증폭반응 혼합물에 첨가할 때 분

획이 적당 수준으로 희석되도록 하기 위하여, 2차 라운드 반응 혼합물에 첨가하기 전에 상기 분획을 희석하거나

소량의 1차 라운드 산물을 이전할 수 있다.

바람직하게는, 각각의 2차 라운드 반응 시험관에 첨가하기 전에 1차 라운드 동시다중 증폭산물의 25× 희석을[0087]

실시하며, 여기에서 분획이 2차 라운드 증폭반응내에서 희석될 때 약 100× 의 수준으로 추가 희석이 일어난다.

희석 수준은 변경될 수 있으나, 이는 통상적으로 1차 라운드 외부 프라이머의 잔류분이 2차 라운드 증폭에서 각

각의 선택된 핵산 서열의 정량분석 정확도에 영향을 미침을 방지하기에 충분할 만큼 높은 비율이어야 함을, 당

업자는 인식할 것이다.

상기 희석 단계는 1차 라운드 동시다중 증폭반응로부터 2차 라운드 증폭으로 건너가는 1차 라운드 외부 프라이[0088]

머의 양이 미미함을 보장함으로써, 2차 라운드 증폭에서의 추가 프라이밍이 2차 라운드 프라이머에 의해 실질적

으로 주도되어, 선택된 2차 라운드 프라이머에 의해 프라이밍 되는 선택된 분자만이 실질적으로 증폭되도록 한

다.

바람직하게는, 각각의 개별적인 2차 라운드 증폭반응은 한 쌍의 내부 프라이머를 포함하며, 이는 1차 라운드 동[0089]

시다중 증폭에서 증폭되는 선택된 유전자 또는 발현 서열 중 하나의 앰플리콘 중의 하나 안에 있는 부분영역

(subregion)에 상보적이도록 선택된다.  각 쌍의 내부 프라이머는 더 짧은 앰플리콘을 증폭하며 바람직한 구체

예에서 이러한 짧은 앰플리콘은 약 70-90 bp 이하이다.

다른 구체예에서, 헤미-네스티드 MT-PCR에서 선택된 핵산 서열을 추가로 증폭하기 위하여 1차 라운드 외부 프라[0090]

이머 중 하나의 추가적 양을 상응하는 내부 프라이머 중 하나와 조합하여 2차 라운드 증폭반응에 첨가하며, 여

기에서 상기 앰플리콘은 바람직하게는 약 150 bp 이하이다.

따라서 대부분의 증폭이 일어나는 2차 라운드 증폭에서 관심의 대상인 각 유전자 또는 발현 서열에 대한 증폭반[0091]

응을 분리함으로써, 각 앰플리콘이 그의 추가 분석을 용이하게 하는 독립적인 상태에서 다른 서열들과의 경쟁

없이 증폭된다.

바람직한 구체예에서, 2차 라운드 프라이머를 동결건조 형태로 2차 라운드 PCR 반응 용기에 함유시킴으로써 진[0092]

행 시간을 단축한다.   적당한 반응용기의 예는 "진-디스크"  (Corbett  Research),  96  웰 PCR  플레이트 또는

384-웰 PCR 플레이트 (Applied Biosystems, USA)를 포함한다.  1차 라운드 증폭 산물/반응 구성요소 혼합물을

2차 라운드 증폭에 앞서 반응 용기에 첨가한다.

바람직하게는,  오류  프라이밍의  발생을  줄이고  진행  시간을  단축시키기  위하여  고속  사이클링  조건  (fast[0093]

cycling conditions)을 사용하여 2차 라운드 증폭반응을 운영한다.

본 발명의 한 구체예에서, 편의상 1차 시기 동시다중 증폭은 72-웰 "진-디스크" 체제에 기초하여 약 36 유전자[0094]
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를 위한 외부 프라이머를 포함함으로써, 약 10 ng의 총 RNA로부터 역전사된 cDNA를 사용하는 이중실험으로 각각

의 증폭을 실행하도록 한다.  1차 라운드 증폭반응은 약 2% DMSO 존재 하에 각각 약 0.1 μM의 농도로 외부 프

라이머들을 포함한다.  약 10 증폭 주기의 1차 라운드의 종료점에서 반응 산물을 약 25× 희석하고, 이렇게 희

석된 산물 약 5 ㎕를 2차 라운드 증폭에 도입한다.  2차 라운드 증폭에서는, 관심의 대상인 유전자가 템플레이

트에 이미 풍부해졌으므로, 고속 사이클링을 사용한다.  추가로 내부 프라이머들은 동시다중 증폭으로부터 생산

된 선택된 앰플리콘 내에 결합하도록 설계된다.  이러한 내부 프라이머는 약 70-90 bp의 짧은 앰플리콘의 증폭

을 가능하게 하여 2차 라운드 증폭에 짧은 연장 시간이 사용되도록 한다.  통상적으로 2차 라운드 증폭 사이클

링 조건은 95 ℃에서 1 s, 60 ℃에서 10 s 및 72 ℃에서 10 s이다.

1차 라운드 외부 프라이머의 추가의 쌍들이 포함됨으로 인하여 2차 라운드 증폭에서 원치 않는 추가의 산물이[0095]

야기되거나 2차 라운드 동안에 선택된 앰플리콘의 정량분석 정확도가 손상되지 않는 한도 내에서, 1차 라운드

동시다중 반응에서 공-증폭할 수 있는 서열의 수가 변경될 수 있음을, 당업자는 인식할 것이다.

2차 라운드 증폭에 도입된 반응 산물에는 선택된 관심 대상 핵산 서열이 풍부하므로, 2차 시기는 고속 사이클링[0096]

조건을 사용할 수 있고 제한된 농도의 프라이머 및 효소를 함유하며, 이는 2차 라운드 증폭에서 고유하고 정확

한 앰플리콘 산물의 형성을 이끌어낸다.  그 결과로서, 분석을 복잡하게 하거나 방해하는 비-특이적 DNA 분자

또는 프라이머 이량체에 의한 오염이 실질적으로 없는 2차 라운드 증폭산물이 얻어진다.

2차 라운드 증폭에 사용되는 반응 혼합물은 바람직하게는 검출 가능한 리포터 구성요소, 예를 들어 형광 염료[0097]

또는 형광발색단 (fluorophore)-함유 탐침, 예를 들어 Taqman
®
 탐침을 포함하며, 이러한 탐침을 사용하기 위해

서는 특이적 어닐링 (annealing) 온도가 요구됨을 당업자는 인식할 것이다.

바람직한 구체예에서, 리포터 구성요소는 증폭된 DNA의 존재에 대해 비-특이적 방법으로 반응하여 형광을 발생[0098]

하는 SYBR-그린 염료이며, 여기에서 형광의 수준은 2차 라운드 증폭반응 내에 존재하는 증폭된 DNA의 양에 비례

한다.  이러한 형광 발생을 관찰하고 각 반응 내에 존재하는 발현 서열 또는 유전자 산물의 양을 정량분석하기

위하여, 2차 라운드 증폭반응은 바람직하게는 실시간 PCR 기기 안에서 관찰된다.

다른 구체예에서, 2차 라운드 증폭반응은 복수의 선택된 핵산 서열에 대한 프라이머를 포함할 수 있으며, 여기[0099]

에서 선택된 핵산 서열의 검출 및 정량분석은 Taqman
®
 탐침과 같은 형광발생 탐침 또는 다른 적당한 표지된 올

리고뉴클레오티드 탐침을 사용하여 실행된다.

추가의 구체예에서, 본 발명의 방법은 다양한 형질 (예를 들어 포유류에서의 연구대상 형질 및 질환소질)과 관[0100]

련된 특이적 서열, SNP, 메틸화 (비설파이트 반응 후), 유전적 장애 등을 검출하기 위한 DNA 분석에 적용된다.

본 발명은 소량 시료의 분석이 가능하므로 본 방법이 생물학-무기 탐지를 포함하여 법의학적 분석 및 식품, 조[0101]

직, 물, 토양 대기의 기생충, 바이러스, 진균류, 박테리아, 및 마이코플라스마에 의한 오염의 탐지 등에 있어서

유용하나 이에 한정되지 않음을, 당업자는 인식할 것이다.

또 다른 구체예에서, PCR 전의 핵산 처리 및 PCR 반응의 준비는 CAS1200 로봇 (Corbett Research), MultiPROBE[0102]

®
 II  핵산  워크스테이션  (PerkinElmer  Life  and  Analytical  Sciences)  및  epMotion™  5075  워크스테이션

(Eppendorf
®
)과 같은 적당한 기구 또는 당업계에 주지된 다른 기구를 이용하여 자동화된다.

바람직하게는, 원용으로서 본 명세서에 포함된 미국특허 제4,683,202호, 제4,683,195호 및 제4,965,188호에 기[0103]

술된 바와 같이, 핵산 증폭 시스템은 PCR 시스템이다.

바람직하게는, 핵산의 증폭, 검출 및 정량분석은 자동화된 정량분석 PCR 열 사이클링 기구, 예를 들어 로터 진[0104]

RG6000  (Rotor  Gene  RG6000)  (Corbett  Research),  어플라이드 바이오시스템즈 7900HT  (Applied  Biosystems

7900HT) 또는 다른 적당한 기기에서 반응을 운영 및 관찰함으로써 이루어지며, 이러한 예는 본 명세서에 원용으

로서 포함된 유럽특허 제1157744호 및 미국특허 제6,713,297호에 개시되어 있다.

바람직하게는, 유전자 발현 측정은 동일한 MT-PCR 회분 (batch)에서 실행된 비교 유전자 (comparator gene)와[0105]

대비하여 표현하며 실질적으로 유사한 조건 하에 실행된 유전자 발현 측정과만 비교한다.

다른  구체예에서,  증폭반응은  리가아제  연쇄반응  (ligase  chain  reaction),  자립적  서열  복제  (self-[0106]

sustaining sequence replication), 연쇄 환형 증폭(rolling circle amplification), 가닥 치환 증폭(strand

displacement amplification), 등온 DNA 증폭 (isothermal DNA amplification) 등일 수 있다.
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본 발명의 방법이, 포유류 (인간을 포함); 조류; 어류; 식물; 파충류; 절지동물; 복족류; 박테리아; 바이러스;[0107]

진균류 및 마이코플라스마를 포함하나 이에 한정되지 않는 임의의 생존 세포 또는 유기체에 적용될 수 있음을,

당업자는 인식할 것이다.

본 발명의 방법이, 약 0.01 ng의 RNA 가 이용 가능한 단일 포유류 세포 및 약 10 ng의 RNA가 얻어지는 단일[0108]

FFPE 조직 절편과 같은 시료로부터의 선택된 핵산의 수준을 검출하기 위해 사용될 수 있음도, 당업자는 인식할

것이다.

바람직하게는, 증폭반응은 다중-웰 실시간 열 사이클러 (cycler) 또는 연속 유동 PCR 장치에서 유체공학 로봇에[0109]

의해 자동적으로 진행된다.

또 다른 구체예에서, 2차 라운드 증폭은 외부 프라이머에 비하여 더 높은 온도에서 어닐링 되는 (더 높은 Tm)[0110]

내부 프라이머를 포함함으로써, 2차 라운드 증폭의 어닐링 단계가 더 높은 온도에서 운영되도록 하여, 내부 프

라이머를 사용하는 2차 라운드 증폭을 특이적으로 프라이밍함에 의해 2차 라운드 증폭반응 중에 외부 프라이머

에 의한 프라이밍을 실질적으로 방지한다.

추가의 구체예에서, 하나 이상의 UTP 뉴클레오티드를 하나 이상의 외부 프라이머 내에 혼입시킴으로써 이러한[0111]

프라이머들이 UNG 효소에 의해 분해될 수 있도록 하며, 이로 인하여 1차 라운드 증폭의 종료시에 외부 프라이머

가 제거될 수 있으므로 1차 라운드 프라이머에 의한 2차 라운드 증폭반응의 오염을 실질적으로 방지한다.

또 다른 구체예에서, 본 방법은 백혈병의 형태 등과 함께 양성 및 악성 양자 모두의 다양한 고형 종양으로부터[0112]

선택되는 신생물의 진단과 같은 진단 방법에 사용된다.

기술된 핵산 분자는 RNA, DNA 및 cDNA 분자를 포함하나, 증폭이 가능한 관련 변이체들 또한 고려됨이 이해되어[0113]

야 한다.

올리고뉴클레오티드 탐침 내에 혼입될 수 있는 형광성 부위의 예는 하기의 예들을 포함하나 이에 한정되지는 않[0114]

는다: 카복시-X-로다민, 플루오레신, 6-테트라메틸로다민-5(6)-카복사미드, BODIPY 493/503™, BODIPY-F1-X™,

(4,6-디클로로트리아지닐)아미노플루오레신,  6-카복시플루오레신,

6-((5-디메틸아미노나프탈렌-1-술포닐)아미노) 헥사노에이트, 오레곤 그린 500™ (Oregon Green 500™), 오레곤

그린 488™,  로돌 그린™ (Rhodol  Green™),  오레곤 그린 514™,  로다민 그린-X™  (Rhodamine  Green-X™),

NBD-X,  테트라클로로플루오레신,  2',4',5',7'-테트라브로모술폰플루오레신,  BODIPY-F1  BR2™,  BODIPY-R6G™,

6-카복시-4'-5'-디클로로-2',7'-디메톡시플루오레신,  BODIPY-530/550™,  헥사클로로플루오레신,  카복시로다민

6G™, BODIPY 558/568™, BODIPY-TMR-X™, 1-(3-카복시벤질)-4-(5-(4-메톡시페닐)옥사졸-2-일)피리디니움 브로

마이드,  BODIPY-564/570™,  Cy3™,  6-(테트라메틸로다민-5(6)-카복사미도)헥사노에이트,  로다민  레드-X™

(Rhodamine  Red-X™),  BODIPY-576/589™,  BODIPY-581/591™,  텍사스-레드-X™  (Texas-Red-X™),  Cy3.5™,

BODIPY-TR-X™, Cy5™, 카복시나프토플루오레신, Cy5.5™.

정의[0115]

본 명세서의 문맥에서, 용어 "검출 가능한 리포터"는 핵산의 양을 측정하는 검출 가능한 수단을 제공하는 구성[0116]

요소를 의미하며, 이는 방사성-표지된 구성요소, 및 형광성 부위를 혼입시키는 염료 및 탐침 (예를 들어 Taqman

probes®)과 같은 형광 리포터 등을 포함한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "형광 리포터"는 (1) 형광을 발생할 수 있으며 특이적 표적 DNA 서열에 결합하여[0117]

그 핵산의 양을 정량분석할 수 있는 방법으로 특이적 검출 가능한 형광을 방사하는 뉴클레오티드 염기를 혼입하

는 올리고뉴클레오티드 서열 (탐침 또는 형광발생 탐침으로도 알려져 있음) 또는 (2) DNA에 결합하여 서열의 검

출, 및/또는 정량분석 및/또는 동정을 할 수 있는 방법으로 형광을 방사하는 염료 (예를 들어 SYBR-그린 염료)

인 검출 가능한 리포터를 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "탐침" 또는 "형광발생 탐침"은, 형광을 발생할 수 있으며 특이적 표적 DNA 서열에[0118]

결합하여 그 핵산의 양을 정량분석할 수 있는 방법으로 특이적 검출 가능한 형광을 방사하는 뉴클레오티드 염기

를 혼입하는 올리고뉴클레오티드 서열을 의미한다.  이는 또한 "검출 가능한 리포터" 및 "형광 리포터"의 정의

안에 들어간다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "폴리머라제 연쇄반응" 및 그의 두문자어 "PCR"은 당업자에게 이해되는 평상적 의[0119]
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미에 따라 사용된다.  PCR 방법의 예는 일반적인 분자생물학 교과서 및 당업계에 사용되는 참조 메뉴얼에서 찾

을 수 있다  (예를 들어, PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification (1989) Ed H

A Erlich. Stockton Press, New York).  PCR의 한 예는 통상적으로 열-안정성 폴리머라제 및 다수의 시약들 및

2개의 짧은 프라이머를 사용하여 선택된 핵산 서열을 증폭하기 위해 이용되며, 여기에서 증폭할 서열은 그 서열

에 결합하는 프라이머를 포함함으로써 "선택"된다.  한 프라이머는 증폭할 서열의 (+) 가닥의 한쪽 말단에 상보

적 염기대합 (complementary base pairing)에 의해 결합하고 다른 한 프라이머는 (-) 가닥의 다른 쪽 말단에 결

합한다.  새로 합성된 DNA 가닥 (앰플리콘)은 이후에 동일한 프라이머 서열에 대한 추가의 템플레이트로 작용할

수 있으므로, 프라이머 어닐링, 가닥 연장 (strand elongation), 및 해리 (dissociation)의 연속적인 라운드는

선택된 서열을 신속하고 고도로 특이적으로 증폭한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "앰플리콘"은 PCR과 같은 핵산 증폭과정에 의해 생산된 새로 합성된 DNA 가닥을 의[0120]

미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "프라이머" 및 "올리고뉴클레오티드"는 핵산 증폭 (통상 PCR 반응에서) 또는 역전[0121]

사 반응에서 증폭 (복제) 과정을 개시하기 위해 사용되는 짧은 길이의 폴리뉴클레오티드 사슬 DNA를 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "외부 프라이머"는 도 1에 설명하는 바와 같이 하나 이상의 상응하는 내부 프라이[0122]

머에 의해 결합되는 영역의 바깥쪽에 있는 위치에서 선택된 핵산 서열 또는 앰플리콘과 결합하는 프라이머를 의

미한다.  본 명세서의 문맥에서, 용어 "내부 프라이머"는 도 1에 설명하는 바와 같이 외부 프라이머 결합 위치

의 안쪽에 있는 위치에서 선택된 앰플리콘과 결합하는 프라이머를 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "네스티드 PCR" "완전한-네스티드 PCR" 또는 "탠덤 PCR"은 2개 이상 라운드 (단[0123]

계)의 핵산 증폭을 의미하며, 이는 통상 2 라운드의 PCR을 포함하고, 여기에서 1차 라운드 PCR은 선택된 핵산

분자를 증폭하기 위하여 한 쌍의 외부 프라이머를 사용하고 2차 라운드 증폭은 선택된 증폭 핵산 분자로부터 유

래된 앰플리콘을 추가로 증폭하기 위하여 외부 프라이머 결합 위치의 안쪽에 있는 위치에서 앰플리콘에 결합하

는 한 쌍의 내부 프라이머를 사용한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "헤미-네스티드 PCR" 또는 "헤미-탠덤 PCR"은 1차 라운드 외부 프라이머 중의 하나[0124]

가 2차 라운드 증폭반응에도 포함되어 다른 1차 라운드 외부 프라이머의 결합 위치의 안쪽 위치에서 동일한 앰

플리콘에 결합하는 상응하는 내부 프라이머와 협력하여 선택된 앰플리콘의 증폭을 프라이밍하는 형태의 PCR 반

응을 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "동시다중 PCR" 또는 "동시다중 핵산 증폭" 또는 "동시다중 증폭"은 하나를 초과하[0125]

는 쌍의 프라이머를 포함함으로써 도 1에 설명하는 바와 같이 단일 반응 용기 내에서 둘 이상의 상이한 선택된

핵산 서열들이 반응에 의해 증폭되는 핵산 증폭반응 (통상 PCR)을 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "선택된 핵산 분자" 및 "선택된 핵산 서열"은 특이적 핵산 서열의 핵산 분자를 의[0126]

미한다.  예를 들어, 유전자 발현 분석의 문맥에서, 하나의 선택된 핵산 서열은 특이적 핵산 서열인 특이적 유

전자의 유전자 발현산물을 의미할 것이며, 한편, 복수의 선택된 핵산 서열은 복수의 특이적 유전자의 유전자 발

현산물을 의미할 것이다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "핵산"은 뉴클레오티드 서브유니트로 구성된 복잡한 유기산 분자를 의미한다.  두[0127]

가지의 주된 핵산은 DNA 및 RNA이다.  이는 게놈 DNA, 미토콘드리아 DNA, 엽록체 DNA, cDNA 등과 같은 모든 서

브타입의 핵산을 포함한다.  이는 또한 mRNA, tRNA, rRNA, 바이러스 RNA 등과 같은 다양한 형태의 RNA도 의미한

다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "cDNA"는 mRNA로부터 역전사에 의해 생산된 DNA 서열을 의미한다.  cDNA는 그의 서[0128]

열이 원래의 mRNA 서열에 상보적이기 때문에 붙여진 이름이다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "포유류"는 인간, 반려동물, 예를 들어 고양이 및 개, 가축, 예를 들어 말, 소, 돼[0129]

지 및 양 등을 포함한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "동결건조된"은 종종 결정화되거나 분말화된 건조 형태의 물질을 의미한다.[0130]

본 명세서의 문맥에서, 용어 "유기체"는 임의의 종의 식물, 동물, 박테리아, 진균류, 바이러스, 마이코플라스마[0131]

또는 유전자 조작 유기체를 의미하며, 기생충 DNA 서열 등에 이르기까지 확장된다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "Tm"은, 올리고뉴클레오티드 프라이머에 적용할 경우, 올리고뉴클레오티드가 그의[0132]
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상보적 핵산 서열과 복선 (duplex)을 이루며 결합하는 확률이 통상 50%가 되는 온도를 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 용어 "UTP"는 우리딘트리포스페이트를 의미한다.[0133]

본 명세서의 문맥에서, 용어 "우라실 N-글리코실라제 (UNG)"는 데옥시우리딘을 함유하는 DNA에서 데옥시리보오[0134]

즈 당 및 우라실 간의 N-글리코시드 결합을 가수분해할 수 있는 효소를 의미한다.

본 명세서의 문맥에서, 어구 "앰플리콘 간에 반응 구성요소에 대한 심각한 경쟁이 일어나기 전의 시점"은, 증폭[0135]

반응 내의 주기 또는 시기로서, 이를 초과하여 선택된 핵산 서열을 추가로 증폭할 경우 2차 라운드 증폭에서 얻

어지는 정량분석의 정확도에 불리함이 초래되는 주기 또는 시기를 의미한다.  임의의 특정 메카니즘 또는 이론

에 구애되지 않기를 원하며, 정량분석의 정확도에 대한 불리함이라 지칭한 것은 dNTP 및 프라이머와 같은 반응

구성요소에 대한 증폭 서열 (앰플리콘) 간의 경쟁에 기인하는 것으로 보여진다.  주기의 수가 증가함에 따라 상

기 구성요소는 점점 더 희박해지며, 따라서 반응 내에서의 농도가 낮아진다.  이용 가능한 반응 구성요소가 더

제한됨에 따라, 더 풍부한 핵산 종의 증폭이 선호되며, 이는 2차 라운드 증폭반응에서 정량분석의 정확도를 손

상시킨다.  그러므로 선택된 각 핵산 서열의 특이적 증폭을 제공하는 한도 내에서 증폭 과정에서의 앰플리콘 간

의 반응 구성요소에 대한 임의의 경쟁의 효과를 최소화하기 위하여, 동시다중 증폭의 최적 주기 수는 핵산 투입

량을 고려하여 선택된다.  실제로, 예를 들어 50-500 ng의 핵산이 사용되는 경우, 앰플리콘 간에 반응 구성요소

에 대한 심각한 경쟁이 일어나기 전의 시점까지 선택된 핵산 분자를 증폭하기 위해서는 약 10 주기의 동시다중

증폭으로 충분하다.  마찬가지로, 0.5-50 ng의 핵산이 사용되는 경우, 약 15 주기의 동시다중 증폭이 바람직하

다.  0.01-0.5 ng의 핵산이 사용되는 경우, 약 20 주기의 동시다중 증폭이 바람직하다.  더 적은 양의 핵산이

투입되는 경우, 더 많은 수의 동시다중 증폭 주기가 사용될 수 있다.  본 발명의 방법에 사용되는 동시다중 증

폭반응 주기의 수는 통상적으로 2차 라운드 증폭에서 평가되는 정량분석의 정확도에 악영향을 미칠 만큼 많은

양의 선택된 핵산 서열 산물의 생산을 유발하지 않는다.

이하, 본 발명을 한정되지 않는 실시예와 관련하여 더욱 상세히 기술하고자 한다.[0136]

실 시 예

실시예 1. 단일 시료로부터의 동시다중 증폭을 사용하고 2차 라운드 증폭에 SYBR-그린 검출 시스템을 혼입하여[0160]

다수의 상이한 유전자 발현을 측정하기 위하여 MT-PCR이 이용될 수 있다.

SYBR-그린 리포터 염료와 같은 일반적 리포터를 사용하는 다중 유전자 발현산물의 동시다중 증폭 및 측정이 현[0161]

재로서는 불가능하다.  그러나, MT-PCR 방법은 다수 유전자의 발현산물을 동시에 증폭할 수 있다.  MT-PCR 방법

은 도 1에 탠덤 및 헤미-탠덤 구체예를 설명하는 MT-PCR에서의 프라이머 배열을 나타내는 개요도로서 약술되어

있다.  "RT"로 표시된 역방향 외부 프라이머는 통상 설명된 증폭반응에 앞선 역전사 반응 중에 각각의 유전자에

특이적인 cDNA의 합성을 프라이밍하기 위해 사용된다.  실제로는 별개의 72개 유전자의 발현산물을 증폭함이 통

상적이지만, 양자의 방법을 별개의 4개 유전자의 유전자 발현산물 (1-4)을 증폭 및 정량분석하는 과정에 나타내

었다.  핵산 종의 정량분석이 이루어지는 2차 라운드 증폭반응에는 내부 프라이머가 사용되는 반면에, 탠덤 MT-

PCR에서는 외부 프라이머가 동시다중 프라이머로 사용된다.  헤미-탠덤 MT-PCR에서는 1차 라운드 동시다중 증폭

반응 및 2차 라운드 증폭반응 간에 있어서 내부 프라이머 중의 하나가 공통적이다.

MT-PCR 방법이 다중 유전자로부터의 발현산물의 정량분석에 특히 효과적임을 입증하기 위하여, MCF7 인간 상피[0162]

세포로부터 추출한 50 ng의 RNA를 SYBR-그린 검출을 이용하여 별개의 72 유전자로부터의 발현산물을 동시에 정

량분석하는 72-웰 "진 디스크" 체제로  헤미-탠덤 MT-PCR 에세이에 사용하였다.  1차 시기 과정에서, 72 올리고

뉴클레오티드 프라이머 쌍이 사용되었으며, 이들 중 24는 표 1 및 2에 나타내었다.  각 프라이머 쌍은 주어진

유전자 발현산물에 대해 특이적이며, 이들은 역전사 효소 및 Taq 폴리머라제와 함께 50 ng의 RNA에 첨가되었다.

역방향 유전자 특이적 PCR 프라이머들이 역전사를 위한 프라이머로 작용하는 55 ℃에서 1 분의 역전사 반응 후

에, 역전사 효소를 95 ℃에서 5 분간 변성시키고 72 유전자를 10 주기 동안 공-증폭하였다.  각 주기는 95 ℃에

서 5 초, 60 ℃에서 20 초, 72 ℃에서 20 초로 유지하였다.  72 유전자에 상응하는 앰플리콘이 풍부해진 결과

산물을 분획으로 나누어 각 분획을 동시다중 증폭에 사용된 외부 프라이머 중의 하나 및 선택된 앰플리콘에 특

이적인 상응하는 내부 프라이머를 사용하여 도 1에 설명하는 헤미-탠덤 MT-PCR 방법을 이용하여 삼중실험으로

추가 증폭 및 정량분석 하였다.  상기 시기에는 95 ℃에서 1 초, 60 ℃에서 10 초, 72 ℃에서 10 초의 주기를

채택하였다.  두 시기의 에세이는 임의의 수의 홀드 온도 (hold temperature) 및 사이클링 조건을 조합할 수 있

는 RG3000 로터-진 실시간 열 사이클러 (RG3000 Rotor-Gene Real Time Thermal Cycler) (Corbett Research)에

서 수행되었다.  삼중실험의 24 유전자 발현 측정을 의미하는 72 증폭반응의 결과를 도 2a에 설명하였다.  각
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유전자의 삼중실험 측정에 상응하는 3 개 선의 각 세트가 거의 동일한 곡선을 나타내었으므로, 이러한 결과는

각 유전자 발현산물이 재현가능한 방법으로 증폭되었음을 보여준다.  중요한 것은, 이러한 산물이 또한 고도의

특이성을 가지고 증폭되었다는 점으로서, 이는 각 반응이 각각의 경우에 단일한 증폭산물을 생산하였음을 보여

주는 도 2c에 나타낸 바이오애널라이저 '겔' 이미지 및 도 2b에 나타낸 상응하는 융해 곡선에 의해 입증되는 바

와 같이 상기 반응에서 2차 증폭산물이 검출되지 않았기 때문이다.

[표 1][0163]

[0164]

 [0165]
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[표 2][0166]

[0167]

실시예 2. 보관기록 FFPE 조직시료에서 발견되는 것과 같은 단편화된 핵산의 소량 시료로부터, 유전자 발현산물[0168]

과 같은 핵산 정량분석을 위하여 MT-PCR이 이용될 수 있다.

보관기록 포르말린-고정된 파라핀-포매 (FFPE) 시료로부터의 유전자 발현의 정량분석이 그 절실한 필요성에도[0169]

불구하고 제한적인 것은, 이러한 표본으로부터의 RNA 회수율이 낮고 (10 ㎛ 절편 당 약 10 ng) 회수된 분자가

심하게 단편화된 특성을 가졌기 때문이다.  임의의 RNA 단편이 측정하고자 하는 앰플리콘 및 RNA의 3' 말단을

양자 모두 포함할 가능성이 낮기 때문에, 올리고-dT 프라이머를 사용하는 선형 RNA 증폭 또는 역전사는 불가능

하다.  따라서 종래 프로토콜은 유전자 특이적 또는 무작위 프라이밍된 (random primed) 역전사를 이용하여 각

시료로부터 아주 적은 수의 유전자들의 발현을 정량분석할 수 있을 뿐이다.

심하게 단편화되고 분해된 핵산으로부터 다수의 유전자를 동시에 증폭함에 있어서 MT-PCR 방법이 특히 효과적임[0170]

을 입증하기 위하여, RNA 추출 전에 10 년간 보관되어온 단일 시편의 FFPE 이종이식 (xenograft) 표본으로부터

먼저 RNA를 추출하였다.  약 4 mm 직경 및 10 ㎛ 두께의 절편으로부터, 프로티나제 K 분해 및 실리카 컬럼 정제

(Ambion)를 이용하여 RNA를 추출하였다.  FFPE 시편으로부터 추출된 총 RNA의 1/3은, 약 3 ng을 함유하는 것으

로 평가되었으며, 이를 실시예 1에 기술한 바와 같이 표 1 및 2에 나타낸 외부 및 내부 프라이머를 이용하여 15
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주기의 동시다중 증폭을 사용하는 헤미-탠덤 MT-PCR 방법에 사용하였다.  삼중실험으로 증폭된 24 유전자로부터

의 유전자 발현 프로필을 도 3a에 설명하였다.  이는 증폭 곡선의 높은 재현성에 의해 입증되듯이 아주 적은 양

의 단편화된 RNA로부터의 유전자 발현산물의 효과적이고 재현성 있는 증폭 및 정량분석에 본 방법이 사용될 수

있음을 보여준다.  중요한 것은, 이러한 산물이 또한 고도의 특이성을 가지고 증폭되었다는 점으로서, 이는 각

반응이 각각의 경우에 단일 피크로 대표되는 단일한 증폭산물을 생산하였음을 보여주는 도 3b에 나타낸 상응하

는 융해 곡선에 의해 입증되는 바와 같이 상기 반응에서 2차 증폭산물이 검출되지 않았기 때문이다.  이러한 결

과는 단일 세포, 레이저 절제 조직 생검 (laser dissected tissue biopsies), 법의학적 시료 등에서 얻어지는

것과 같이 아주 적은 양의 핵산 템플레이트로부터 다수의 상이한 핵산 서열을 증폭하기 위해 본 방법이 효과적

으로 사용될 수 있음을 입증한다.

실시예 3. 단일 세포 및 레이저 절제로부터 얻어진 극소시료 (microsample)에서의 핵산의 증폭 및 정량분석을[0171]

위한 MT-PCR의 사용.

단일 포유류 세포로부터 통상적으로 얻어지는 RNA 템플레이트의 대략적인 총량과 균등한 단 10 pg의 RNA 시료를[0172]

사용하여 24 유전자의 발현산물을 증폭 및 정량분석하기 위하여 20 주기의 동시다중 증폭을 포함하는 MT-PCR 방

법을 사용하였다.  도 4a는 10 pg의 MCF7 RNA로부터 24 유전자의 정량분석을 나타내고 도 4b는 각 증폭산물에

상응하는 융해 곡선을 나타낸다.  24 유전자 발현산물 중 20개가 원치 않는 2차적 증폭산물 없이 검출 및 정량

분석되었다.  이러한 결과는 단일 세포, 레이저 절제 조직 생검 (laser dissected tissue biopsies), 법의학적

시료 등에서 얻어지는 것과 같이 아주 적은 양의 핵산 템플레이트로부터 다수의 상이한 핵산 서열을 증폭하기

위해 본 방법이 효과적으로 사용될 수 있음을 보여준다.  나타낸 바와 같이, 이렇게 적은 양의 시료로부터 핵산

을 충분히 증폭하기 위해서는 동시다중 증폭 단계에서 상대적으로 많은 수의 주기를 사용할 필요가 있으며, 상

기 경우에는 20 주기로 충분하였다.  본 방법은 시료의 양이 종종 극히 제한되고 핵산이 심하게 분해/단편화된

구조를 가진 법의학적 적용 등에 있어서 특히 유용하다. 

실시예 4. MT-PCR을 위한 적당한 반응 조건 및 변수의 확립.[0173]

주어진 동시다중 반응 시스템을 위한 동시다중 증폭 주기의 적절한 수를 확립하기 위해서는, 주어진 시료/프라[0174]

이머 시스템에 대한 적절한 주기 수를 실험적으로 결정하여야 한다.  이상적으로는, 2차 라운드 증폭에서 각각

의 선택된 핵산 서열의 정확한 증폭을 용이하게 하기에 충분한 수준의 증폭을 제공하기 위해 충분한 수의 주기

동안 동시다중 증폭 단계를 운영하여야 한다.  그러나 선택된 핵산 서열의 추가 증폭이 2차 라운드 증폭에서 얻

어지는 정량분석의 정확도에 불리함을 초래하는 주기 수를 초과하여 진행하지 않도록 동시다중 증폭 주기의 수

를 제한하여야 한다.  정량분석의 정확도에 대한 불리함이라 지칭한 것은 dNTP 및 프라이머와 같은 반응 구성요

소에 대한 증폭 서열 (앰플리콘) 간의 경쟁에 기인하는 것으로 보여진다.  주기의 수가 증가함에 따라 상기 구

성요소는 점점 더 희박해지며, 따라서 반응 내에서의 농도가 낮아진다.

주어진 1차 라운드 동시다중 증폭반응에 사용할 적절한 주기 수의 확립을 위한 지침으로서, 가장 풍부한 mRNA[0175]

종 또는 핵산 서열의 지수적 증폭 (exponential amplification)이 1차 라운드 증폭 동안에 심각하게 증가되어서

는 안된다.  상이한 RNA 투입량을 각각 포함하는 개별적인 RT 반응들을 이용하여 1차 라운드 증폭 동안에 생산

된 핵산의 양을 반응 관찰을 위한 SYBR-그린 염료의 포함에 의해 시험함으로써 심각한 증가를 점검할 수 있다.

이러한 경우에 증폭반응은 가장 풍부한 RNA 선택종인 하나의 선택된 핵산 서열에 특이적인 프라이머만을 포함하

며, 따라서 이러한 반응은 동시다중 증폭반응이 아닌 단성식 (uniplex) 반응이다.  도 5에 나타낸 바와 같이,

50-500 ng의 RNA 투입은 최초 10 주기의 반응 이내에서 풍부한 RNA 종으로부터의 적은 양의 핵산만을 생산하므

로, 이것이 상기 범위의 투입 RNA와 함께 사용할 적절한 주기 수임을 보여준다.  사용할 동시다중 증폭 주기의

적절한 수를 확립하기 위한 일반적 규칙으로서, 추가의 사이클링이 더 이상 추가의 증폭을 생산하지 않을 만큼

의 충분한 주기 수까지 반응을 진행시킬 경우에 통상적으로 생산될 총량의 5%를 초과하는 폴리뉴클로오티드가

합성되는 시점을 넘을 때까지 동시다중 증폭이 진행하는 것을 방지해야 한다.

따라서, 일상적인 연구 적용에 대해서는 10 주기의 동시다중 PCR이 권장된다.  이는 단일 유전자의 유전자 발현[0176]

산물을 분석하기 위해 약 50 ng의 RNA가 일반적으로 사용되는 재래식 qPCR과 비교된다.

5-50 ng의 RNA를 투입하는 경우에는, 도 5에 나타낸 바와 같이 최초 15 주기의 반응은 가장 풍부한 RNA들에 대[0177]

한 적은 양만의 핵산을 생산하므로, 따라서 FFPE 절편으로부터의 RNA 시료 분석을 포함하는 상기 규모의 시료에
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대해서는 15 주기의 동시다중 PCR이 권장된다.

0.01-5 ng의 RNA를 투입하는 경우에는, 도 5에 나타낸 바와 같이 풍부한 RNA 종의 심각한 증폭이 일어나기 전에[0178]

20 주기의 동시다중 증폭이 가능하였다.  따라서 법의학적, 미생물 및 레이저 절제 현미경 시료에 대해서는 20

주기의 동시다중 PCR 이 권장된다.  어떤 경우에는 25 주기를 초과하는 동시다중 PCR이 실용적일 수 있음을 당

업자는 인식할 것이나, 실제로 극소량의 시료를 분석하기 위해 동시다중 증폭 단계에서 25 주기 이상의 증폭을

사용한다면 이러한 높은 주기 수는 프라이머 이량체 및 2차적 산물의 생성을 선호한다.  유사한 범위의 감도가

RNA에서와 같이 DNA 분석에도 적용될 것이다.

RNA 템플레이트 투입량 또는 동시다중 증폭 주기 수를 변화시킬 때 정량분석의 정확도를 직접 비교하기 위하여,[0179]

상기 변수를 변동시키면서 24 유전자의 유전자 발현산물을 증폭 및 정량분석하였다.  35 주기의 2차 라운드 증

폭 동안에 얻어진 정량분석 결과를, 0.1 ng 또는 1.0 ng의 RNA가 사용된 경우 (도 6a) 및 10 또는 15 주기의 동

시다중 증폭이 사용된 경우 (도 6b)에 대해 비교하였다.  각각의 경우에, 데이터를 표준화하기 위하여 23 유전

자의 발현을 동일한 탠덤 MT-PCR 에세이 내의 비교 유전자에 대한 비율로서 정량분석 및 비교하였다.  도 6a는

0.1 또는 1 ng의 RNA를 사용하였을 경우, 상관계수 0.96을 나타내면서 유사한 측정이 얻어짐을 보여줌으로써,

사용된 RNA 양의 배율 변화가 유사한 상대적 정량분석 값을 유발함을 입증하였다.  상이한 수의 동시다중 증폭

주기를 사용하여 동일한 RNA 양을 측정하였을 경우, 상관계수는 0.96 보다 더욱 높았으나, 예상대로 절대 배율

차이 (absolute fold difference)에 있어서 계통 오차 (systematic error)가 발생하였다 (도 6b).  이는 유전

자 발현의 정량분석과 같이 핵산의 양을 정량분석할 때에는, 각 복제 실험은 이들이 동일한 수의 동시다중 증폭

주기를 채용했을 경우에만 비교해야 함을 보여준다.

실시예 5. 프라이머 이량체의 형성을 최소화하기 위한, 탠덤 PCR에서 사용할 적당한 Taq 폴리머라제, 프라이머[0180]

농도 및 역전사 효소의 확립.

미약하게 발현되는 유전자로부터의 유전자 발현산물을 정량분석하기 위해서는, 분석에 충분할 만큼 산물을 증폭[0181]

하기 위하여 통상적으로 많은 수의 증폭 주기사용되어야 한다.  이러한 경우에는 일반적으로 프라이머 이량체가

형성되며, 이는 재래식 방법에 의한 효과적인 정량분석을 복잡하게 하거나 방해할 수 있다.  본 발명의 방법을

사용하여 이러한 문제점을 최소화하기 위하여, 일군의 희소 유전자 (ERBB2, ESR1, TP53, MYC 및 GEM)의 유전자

발현산물을 증폭 및 정량분석하는 실험에서 2차 라운드 증폭반응에 포함되어야 하는 Taq 폴리머라제의 수준을

최적화하였다.  20 ㎕ 반응에 약 0.2 μM의 프라이머 및 2% DMSO와 함께 약 0.5 유니트의 Taq를 포함하였을 때,

도 7a에 보는 바와 같이 깨끗한 융해 곡선을 나타내는 최적의 성과가 얻어졌다.  2차 라운드 증폭반응에서 0.5

U 또는 1.0 U의 Taq를 사용했을 때의 비교는 도 7a 및 7b에 각각 나타낸 융해 곡선 결과에 의해 설명되며, 이는

더 높은 수준의 Taq (예를 들어 1.0 U)를 사용했을 때 프라이머 이량체가 형성될 수 있음을 입증한다.  

후속의 증폭에 앞서 RNA 템플레이트로부터 cDNA를 합성하는 과정에서 역전사 효소 (MMLV)의 양을 변화시키면서[0182]

유사한 실험을 실시하였다.  선택된 고발현 (TOP2A, BTF3, MDM2, RPL35) 및 미약한 발현 유전자 (ESR1)을 증폭

하기 위하여 본 방법을 사용하였으며, 역전사 (RT) 반응의 MMLV 양의 변화가 이후의 2차 라운드 증폭반응의 품

질에 미치는 영향을 도 7c 및 7d에 나타낸 융해 곡선 결과에 의해 설명하였다.  도 7c의 융해 곡선은 약 20 U의

MMLV가 초기 RT 반응에 사용되었을 때 심각한 2차적 증폭 산물이 얻어지지 않았음을 보여준다.  그러나, 약 200

U MMLV의 높은 수준을 사용하였을 때에는, 도 7d에 나타낸 융해 곡선 결과에 보이는 다중 피크에 의해 설명되는

바와  같이  이후에  비-특이적  산물의  증폭이  유발된다.   수퍼스크립트  III  (Superscript  III)  역전사  효소

(Invitrogen)를 사용하였을 때에도 유사한 결과가 얻어졌다.  따라서 통상적인 20 ㎕ RT 반응에 약 20 U의 역전

사 효소를 사용함이 권장된다.

실시예 6. 다중 실험에서의 정량분석 평가의 재현성 비교.[0183]

50 ng의 동일한 회분의 RNA로부터 4 회의 상이한 날에, 10 회의 독립적인 MT-PCR 반응을 수행하였다.  탠덤 MT-[0184]

PCR은 실시예 1에 기술한 바와 같이 1차 라운드에서 10 주기의 동시다중 PCR을 사용하여 수행하였다.  단일 실

행 내에서, 20 ㎕ RT 혼합물을 3×6 ㎕ 분획으로 나누어 3 세트의 24 유전자 측정에 사용하고 이를 평균하여 표

3에 나타낸 데이터를 산출하였다.  상기 측정의 평균을 10 회 실행 간에 비교하였다.  한 유전자 (Nat1)는 RNA

에 없었으므로 편평 사이클링 곡선 (flat cycling curve)을 나타내었다.  Ct 값에서 변동계수 (coefficient of

variation)는 검출된 23 유전자 모두에 대하여 평균값 0.03을 가지며 0.01 내지 0.05의 범위에서 변동함으로써
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MT-PCR 실험 간에 특히 높은 수준의 정밀도 (precision)를 입증하였다.

[표 3][0185]

[0186]

실시예 7. 진단법에서 암-관련 유전자 발현의 정량분석에 있어서의 세포주 모델을 사용하는 MT-PCR의 이용[0187]

7.1 종양 유래 세포주에서의 유전자 발현 측정[0188]

종양 유래 인간 유방암 세포주는 그의 기원인 종양세포의 유전자 구성 (genetic makeup) 및 생리학적 특성을 많[0189]

이 보존하고 있는 것으로 믿어진다.  본 연구에서는 헤미-네스티드 PCR에 의하여 15 인간 유방암 세포주에서 24

유전자의 발현 수준을 삼중실험으로 측정하였다.

7.2 재료[0190]

외부 프라이머 혼합물은 표 4에 열거된 24 쌍의 프라이머를 각각 2 ㎕ 씩 100 μM의 농도로 4 ㎕의 물과 혼합하[0191]

여 제조하였다.

동결건조 프라이머를 가진 코베트 리서치 "진-디스크"의 준비[0192]

0.2 ml 시험관에 100 μM 농도로 10 ㎕의 순방향 프라이머 스톡 용액, 100 μM 농도로 10 ㎕의 상응하는 역방향[0193]

프라이머 스톡 용액 및 605 ㎕의 물을 포함하도록, 표 5에 표시된 바와 같은 프라이머 쌍을 각각 함유하는 유전

등록특허 10-1515821

- 22 -



자 특이적 프라이머 혼합물을 준비하였다.  CAS1200 로봇 (Corbett Research)을 사용하여 코베트 리서치 진 디

스크에 5 ㎕의 각 프라이머 혼합물을 삼중실험으로 분획화 하였다.  상기 분획을 진 디스크 내에서 스피드백 동

결건조기 (SpeedVac lyophiliser)로 가열하면서 15 분간 동결건조한 후 진 디스크 열 밀봉기 (heat sealer)를

사용하여 160 ℃에서 디스크를 밀봉하였다.  각 디스크는 사용 전에 4 ℃에서 보관하였다.

RT-PCR 및 PCR 스톡 용액[0194]

젤라틴-무 RNAse (Gelatin-RNAse free) (5 ml)[0195]

50 mg의 젤라틴 (Sigma G-2625)을 물 5.0 ml 및 DEPC 5 ㎕에 가하고 60 ℃에서 1 시간 동안 가끔씩 혼합하면서[0196]

배양한 후 사용 전에 -20 ℃에서 보관하였다.

10× RT 완충액 (10 ml)[0197]

30 mM MgCl2, 300 mM KCl, 1 mM DTT 및 0.1 mg/ml 젤라틴을 포함하는 500 mM TrisHCl (pH 8.5).  이 용액은 사[0198]

용 전에 0.5 ml 분획으로 20 ℃에서 보관하였다.

10× PCR 완충액 (10 ml)[0199]

500 mM KCl, 30 mM MgSO4, 및 1 ㎍/ml 젤라틴을 포함하는 200 mM TrisHCl (pH 8.5).  이 용액은 사용 전에 0.5[0200]

ml 분획으로 20 ℃에서 보관하였다. 

7.3 방법[0201]

약술하면, RNeasy 방법 (Qiagen)을 사용하여 각 세포주 배양물로부터 RNA를 추출하고 각 MT-PCR 반응에 50 ng이[0202]

사용되도록 희석하였다.  RT-PCR 반응 혼합물을 0.2 ml 얇은 벽 PCR 시험관에 하기와 같은 것들을 포함시켜 준

비하였다: 50 ng의 총 RNA, 각 프라이머의 최종 농도 0.1 μM의 외부 프라이머 혼합물, 0.3 mM dNTPs (Roche),

RT-PCR 완충액, 2%까지의 DMSO, 0.5 ㎕의 RNAsin, 20 유니트의 MMLV (Invitrogen), 1 유니트의 Taq DNA 폴리머

라제 (Invitrogen).

1차 라운드 동시다중 증폭[0203]

각 시험관을 RG3000 (Corbett Research)에 넣어 하기와 같이 열처리하였다: 55 ℃에서 1 분 (역전사), 95 ℃에[0204]

서 5 분 (RT 변성) 후에 10 주기의:  95 ℃에서 10 초, 60 ℃에서 20 초, 72 ℃에서 20 초.  이로써 동시다중

PCR 단계가 완결되며 산물은 물로 1:50 희석하였다.  

2차 라운드 증폭반응 혼합물[0205]

500 ㎕의 동시다중 증폭산물을 각 1.5 ml의 PCR 반응 혼합물에 가하여 하기와 같은 최종 농도가 되도록 하였다:[0206]

0.2 mM dNTPs, 2% DMSO, 25 U/ml Taq, PCR 완충액, SYBR-그린 1:20,000 희석.  20 ㎕의 PCR 반응 혼합물을 진

디스크 (동결건조된 내부 프라이머를 포함하는) 내의 각 위치에 가하고 PCR을 하기의 35 주기 실시하였다: 95

℃에서 1 초, 60 ℃에서 10 초, 72 ℃에서 10 초.  72 ℃ 연장 단계의 종점에서 형광을 측정하였다.  상기 프로

토콜이 또한 탠덤 및 헤미-탠덤 MT-PCR 양자 모두를 사용하여 성공적으로 적용되었음에 유념해야 한다.

7.4 결과[0207]

탠덤 MT-PCR을 사용하여 각 세포주 내에서의 상피세포 성장인자 수용체 유전자 (EFGR) 발현을 정량분석하였다.[0208]

각 세포주로부터 얻어진 데이터를 내부 비교 유전자에 의해 표준화하여 15 세포주 각각에서의 EGFR 발현의 상대

적 정량분석을 제공하고 이를 도 8에 나타낸 바와 같이 병행하여 비교하였다.  15 세포주 중에서 2 개에서만

EGFR이 고발현됨을 볼 수 있으며, 이는 BT20 및 SKBR3이다.  BT20 및 SKBR3은 양자 모두 상기 유전자를 과발현

하는 것으로 알려져 있으며 이러한 결과는 도 8의 정량적 병행 비교의 MT-PCR 정량분석 결과에 의해 정확하게

반영된다.  이러한 종류의 정보는 암 환자의 치료에 있어서 가치를 지니며 어떤 경우에는 적당한 약물 치료의

결정을 위한 필요 정보를 제공할 것이다. 
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[표 4][0209]

[0210]
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[표 5][0211]

[0212]

실시예 8. MT-PCR은 PCR로 측정할 수 있는 임의의 유전자에 대해 광범위한 적용성을 가진다: 상피세포에서 염증[0213]

성 유전자 발현산물의 정량분석

다른 임상적 관련 분야에서의 MT-PCR의 추가적 적용을 입증하기 위하여, 17 염증성 유전자의 발현을 인간 피부[0214]

생검으로부터 분리된 100 ng의 RNA로부터 정량분석하고 1차 라운드에서의 10 주기 동시다중 증폭 후에 35 주기

의 2차 라운드 증폭을 사용하여 분석하였다.  도 9a에 나타낸 바와 같이 17 유전자 모두 삼중실험으로 효과적이

며 정확하게 증폭되었다.  삼중측정은 각 유전자 발현산물이 높은 재현성을 지니고 측정되었음을 보여준다는 점

이 주목할 만하다.  도 9b에 나타낸 상응하는 융해 곡선 또한 모든 2차 라운드 증폭반응이 2차 라운드에서의 35

주기 증폭 후에까지 비-특이적 산물, 프라이머 이량체 등에 의한 오염 없이 단일한 산물을 유발하였음을 보여준

다.  증폭의 특이성은 도 9c에 나타낸 바와 같이 바이오애널라이저 (Agilent Technologies)를 사용하는 분석에

의해 추가로 확인되었으며, 이는 각 반응 내에 단일 PCR 산물이 존재함을 명확히 보여준다.  상기 MT-PCR 에세

이에 사용된 유전자는, 표준 PCR 반응에서 독립적으로 에세이를 실시했을 때 단일한 산물을 생산함을 입증함으

로써 확인되었다.  그 후에 이들은 암-관련 유전자 세트에 대해 미리 최적화된 고도의 동시다중 MT-PCR 반응에

서 추가의 최적화 없이 함께 사용되었다.  상기 실시예는 독립적으로 에세이를 실시했을 때 양호하게 기능하는
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임의의 PCR 반응은 고도의 동시다중 MT-PCR 반응에 추가의 최적화 없이 혼입되었을 때 실질적으로 유사한 방법

으로 기능할 것임을 보여준다.

실시예 9. 표적 서열의 동정을 위하여 고해상도-융해 분석 (High Resolution-Melt Analysis)과 조합된 MT-PCR. [0215]

표적 DNA 서열의 동정, 불균질한 시료에서의 상이한 바이러스 또는 박테리아 종의 검출, SNP의 검출 및 정량분[0216]

석, DNA 메틸화 (비설파이트 처리 후) 및 유전자형 결정 (genotyping)과 같은 광범위한 적용을 위하여, MT-PCR

방법은 또한 고-해상도 융해 곡선 분석과도 조합할 수 있다.  바람직하게는 이중 가닥 앰플리콘 DNA를 포화시키

는 삽입 염료, 예를 들어 SYTO9, 에바그린 (EvaGreen) 또는 LC그린 (LCGreen)을 사용하는 융해 곡선 분석의 예

는, 다중 바이러스 종의 검출 (Varga, A and James, D (2006) J. of Virol. Methods 132:146-153), 상이한 박

테리아 종 (Bell CA and Patel R. (2005) Diagn Microbiol Infect Dis. 53(4):301-6), DNA 메틸화 분석 (Worm

et  al.,  (2001)  Clinical  Chemistry  47:1183-1189)  및  암  진단을  위한  돌연변이  및  유전자형  결정  분석

(Bernard, P.S. and Wittwer, C.T (2002) Clinical Chemistry 48(8): 1178-1185; Powell B.L. et al., (2002)

Carcinogenesis 23(2):311-315)을 포함한다.  고-해상도 융해 분석은 PCR로 측정할 수 있는 임의의 유전자에

대해 광범위한 적용성을 명확히 가지고 있다.

하나 또는 다중의 MT-PCR 산물을 함유할 수 있는 증폭반응으로부터 융해 곡선 프로필을 얻기 위하여, 산물(들)[0217]

을 약 60℃에서 약 95℃까지 점진적으로 가열하며, 여기에서 DNA가 이중 가닥 형태로부터 단일 가닥 형태로 변

화하는 온도에 이르렀을 때 SYTO-9 염료와 같은 형광 리포터가 증폭된 산물로부터 신속하게 해리되면서 특징적

온도에서 방사 형광의 감소가 유발된다.  이러한 형광 변화는 온도 구배를 따라 연속적 또는 정기적으로 관찰하

며 형광의 변화를 온도 구배 축을 따라 도시하여 융해 곡선 프로필을 얻는다.  각각의 특이적 표적 PCR 산물은

특이적 융해 온도 (Tm)를 가지므로, 도 10a 및 10b에 나타낸 바와 같이 그들의 상이한 융해 온도에 의해 이들을

동정할 수 있다.  로터-진 6000 (Rotor-gene 6000) (Corbett Research)의 정밀한 온도 조절은 0.02 ℃ 미만의

정확도로 융해 온도의 결정을 가능하게 한다.  이는 MT-PCR에 의해 증폭된 표적 내의 작은 돌연변이를 구별하거

나 반응 내에서 정확한 표적이 증폭되었음을 확인하기에 충분하다.  도 10a에서는, 돌연변이가 일어나기 쉬운

TP53 유전자의 영역이 2개의 인간 유방암 세포주로부터 선택된 8개 시료로부터 MT-PCR에 의해 증폭되고 로터-진

6000에서 고해상도 융해에 의해 분석되었다.  SKBR3 세포주로부터의 증폭산물이 돌연변이 TP53 유전자 영역 (

융해 온도 86.46 ℃)을 나타내며 야생형 TP53 유전자 영역 (융해 온도 87.16 ℃)을 가진 MCF7 세포주의 증폭산

물로부터 이를 용이하게 구별할 수 있음을 볼 수 있다.  TP53 유전자의 어떤 과변이 모티프 (hypervariable

motif)는  치료적  중요성을  가지고  있는  것으로  알려져  있으므로,  상기  분석  및  그와  유사한  것들은  문헌

(Powell et  al., supra)에도 논의된 바와 같이 예측 의학 (predictive medicine)에 있어서 유용할 수 있다.

도 10b는 상기 돌연변이를 나타내지 않는 TP53 유전자 영역에 대한 비교 연구를 보여준다.  상기 영역 또한 2개

세포주로부터 채취한 시료에 대해 MT-PCR을 사용하여 증폭되었다.  이 경우에, 곡선들은 SKBR3 및 MCF7로부터의

MT-PCR 증폭산물이 동일하며, 양자 모두 동일하게 84.90 ℃의 융해 온도를 가졌음을 나타낸다.  융해 곡선 프로

필의 정확도 (accuracy) 및 신뢰성 (reliablity)을 개선하기 위해서는 2차 라운드 증폭반응의 최적화가 유익함

을 추가로 유념해야 할 것이며, 이와 관련하여, 2차 라운드 증폭 혼합물에 DMSO가 포함되지 않는 것이 종종 유

리하다.

실시예 10. 박테리아 동정을 위하여 고해상도-융해 분석과 조합된 MT-PCR.  [0218]

고-해상도 융해 곡선 분석 방법을 실시예 9에 기술된 바와 같이 다시 이용하였으나, 비교 유전자와의 동일성 또[0219]

는 부동성 (dissimilarity)의 고민감성 측정을 위하여 융해 곡선의 표준화 후에 시험 DNA를 비교 DNA와 비교할

수 있도록, 비교 DNA 시료가 제공되었다.  도 11a 및 11b에, 엔테로코쿠스 (Enterococcus)의 16S rRNA 유전자

에 특이적인 프라이머로 증폭한 다수의 박테리아 DNA 추출물의 융해 곡선을 나타내었다.  다른 박테리아의 16S

서열과의 유사성은, MT-PCR에 의한 네스티드 증폭 후일지라도 이들 역시 PCR 산물을 생산할 것임을 의미한다.

도 11a에 나타낸 영역들 간의 융해 곡선의 표준화 후에, 하나의 융해 곡선이 진성 (genuine) 엔테로코쿠스 융해

곡선으로 동정되었고 다른 모든 융해 곡선을 그와 비교하였다 (도 11b).  상기 도면에서 수평선은 비교 엔테로

코쿠스 및  98% 신뢰도로 동정된 다른 한 시료의 엔테로코쿠스로부터 얻어졌다.  나머지 다른 융해 곡선들은 그

들이 엔테로코쿠스일 수 있는 신뢰도가 극히 낮으므로 상이한 박테리아인 것으로 증명된다 (표 5).  산물의 순

도가 결과의 신뢰성을 개선하므로 MT-PCR은 고해상도 융해 분석에 특히 적합하다.  또한, 법의학적 분석에 있어

서 MT-PCR의 감도는 미량의 인간 조직의 분석이 아주 적합하며, 조직 적합 검사 (tissue typing)에 있어서 동시
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에 결정할 수 있는 많은 수의 표적은 방법을 매우 정확하게 해준다.

[표 5][0220]

[0221]

MT-PCR 방법 및 고해상도 융해 곡선 분석을 포함하거나 그와 조합된 MT-PCR 방법이 다양한 형광 리포터를 포함[0222]

하는 검출 시스템 및 다양한 열 사이클러 플랫폼 (thermocycler platforms)을 이용하여 수행될 수 있음을, 당업

자는 이해할 것이다.  예를 들어, 증폭반응 및 융해 곡선 분석은 로터-진 6000을 이용하여 수행될 수 있으나,

라이트 사이클러
®
 (Light cycler

®
) (Roche), ABI PRISM

®
 7000, 7700 및 7900 (Applied Biosystems), 스마트사

이클러 (SmartCycler
®
)  (Cepheid), 아이사이클러™ (iCylcer™) (BioRad)와 같은 다른 시스템 및 당업자에게

공지된 다른 플랫폼을 이용해서도 이를 달성할 수 있다.  따라서, MT-PCR 방법 및 융해 곡선 분석을 포함하거나

그와 조합된 MT-PCR 방법은, SYBR-그린 I, SYTO9, LC 그린, 에바그린, 라이트사이클러
®
 탐침, LUX™ 형광발생

프라이머와 같은 다양한 형광 리포터 및 당업자에게 명백한 유사물을 사용하여 수행될 수 있다.

본 발명이 다수의 바람직한 구체예와 관련하여 기술되었으나, 본 발명의 범위를 이탈하지 않으면서 다수의 변[0223]

형 및 개질이 가능함을 당업자는 인식할 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 탠덤 및 헤미-탠덤 구체예 (각각 A 및 B)를 설명하는 MT-PCR에서의 프라이머 배열을 나타내는 개요도로[0137]

서, 각각은 별개의 4개 유전자의 유전자 발현산물 (1-4)을 증폭 및 정량분석하는 과정에 나타내었다.

도 2a는 표 1 및 2의 프라이머 및 기술된 방법을 사용하여 코베트 리서치 RG3000 (Corbett Research RG3000)에[0138]

서 삼중실험으로 측정하는 헤미-탠덤 MT-PCR에 의해 단일 RNA 시료로부터 수행된 삼중실험 유전자 발현 측정 중

의 24개를 나타낸다.

도 2b는 도 2a에 나타낸 24 유전자 측정에 관련된 융해 곡선이다.[0139]

도 2c는 바이오애널라이저 (Bioanalyzer)를 사용한 분석으로서 도 2a에 나타낸 24 유전자에 대해 MT-PCR에 의하[0140]

여 형성된 산물을 나타낸다.

도 3a는 FFPE 재료의 단일 절편에서 유래된 cDNA를 사용하는 24 유전자 발현 산물 증폭 곡선 (각각 삼중실험)으[0141]

로서, 15 주기의 동시다중 PCR을 이용하여 선택된 72 유전자 발현산물의 풀로서 1차 증폭되고 이어서 이중 24가

2차 라운드 PCR에서 정량분석된 것이다.

도 3b는 도 3a에 나타낸 24 유전자 측정에 대한 융해 곡선이다.[0142]

도 4a는 초기 20 주기의 동시다중 증폭 후의 2차 라운드 PCR에 나타낸 바와 같이 10 pg의 투입 RNA로부터의 24[0143]

유전자 발현산물 증폭 곡선 (각각 삼중실험)이다.

도 4b는 도 4a에 나타낸 24 유전자 측정에 대한 융해 곡선이다.[0144]

도 5는 증폭 과정에서 앰플리콘 (amplicon) 간의 반응 구성요소에 대한 경쟁을 방지하기 위한 동시다중 증폭 주[0145]

기의 적당한 수의 결정을 나타낸다.  동시다중 PCR 단계의 조건 하에서 현재 유전자 세트에서 사용된 가장 풍부

한 유전자 (BTF3)의 PCR이다.  5 ng, 50 ng 및 500 ng의 투입 RNA로부터 유래된 cDNA를 사용하여 각 증폭을 시

작한 증폭 곡선을 도시한다.

도 6a는 비교 유전자 (comparator gene)에 상대적인 유전자 발현의 정량분석이 상이한 투입 RNA 양에서 유지됨[0146]

을 나타낸다.
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도 6b는 동시다중 증폭 주기 수의 변화 및 유전자 발현의 정량분석에 유발된 효과를 나타낸다.[0147]

도 7a는 탠덤 MT-PCR의 2차 라운드 증폭반응에서 반응당 0.5 유니트의 Taq 사용의 효과를 시험하기 위한 2차 라[0148]

운드 증폭 후에 얻어진 융해 곡선이다.

도 7b는 도 7a에 나타낸 것과 동일한 실험으로서, 1.0 유니트의 Taq가 사용되었다.[0149]

도 7c는 탠덤 MT-PCR의 동시다중 증폭단계 전에 역전사를 위한 20 유니트의 역전사 효소 사용의 효과를 시험하[0150]

기 위한 2차 라운드 증폭 후에 얻어진 융해 곡선이다.

도 7d는 도 7c에 나타낸 것과 동일한 실험으로서, 200 유니트의 역전사 효소가 사용되었다.[0151]

도 8은 MT-PCR의 추가적인 진단적 잠재력을 나타낸다: 15 세포주의 EGFR 유전자 발현으로서 이중에서 BT20 및[0152]

SKBR3은 EGFR을 과발현하는 것으로 알려져 있다.

도 9a는 인간 피부 생검으로부터 17 염증 유전자의 발현을 삼중실험으로 보여주는 MT-PCR에 의한 염증 유전자의[0153]

정량분석을 나타낸다.

도 9b는 도 9a의 증폭산물에 상응하는 융해 곡선이다.[0154]

도 9c는 도 9a의 증폭산물의 바이오애널라이저 분석을 나타낸다.[0155]

도  10a는  인간  유방암  세포주에서의  고해상도  융해  (high  resolution  melt)에  의한  TP53의  과변이  영역[0156]

(hypervariable region)의 분석을 나타낸다.

도 10b는 인간 유방암 세포주에서 고해상도 융해를 사용한 돌연변이가 없는 TP53 영역의 분석을 나타낸다.[0157]

도 11a는 다양한 박테리아 종에서 고해상도 융해를 사용한 16S RNA 앰플리콘의 분석을 나타낸다.[0158]

도 11b는 도 11a에 나타낸 표준화 융해 곡선 (normalized melt curve)의 차이의 플롯이다.[0159]
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