
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0019939

(43) 공개일자   2023년02월09일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12Q 1/6883 (2018.01)

(52) CPC특허분류

     C12Q 1/6883 (2022.01)

     C12Q 2600/112 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2023-7000132

(22) 출원일자(국제) 2021년06월02일

     심사청구일자   없음 

(85) 번역문제출일자 2023년01월02일

(86) 국제출원번호   PCT/GB2021/051356

(87) 국제공개번호   WO 2021/245409

     국제공개일자   2021년12월09일

(30) 우선권주장

2008269.9  2020년06월02일  영국(GB)

(71) 출원인

옥스포드 바이오다이나믹스 피엘씨

영국, 오엑스4 2더블유비 옥스퍼드, 옥스퍼드 비
즈니스 파크, 빌딩 3140

(72) 발명자

라마다스, 아룰 셀밤

영국 오엑스4 2더블유비 옥스퍼드 옥스퍼드 비즈
니스 파크 빌딩 3140 옥스포드 바이오다이나믹스
피엘씨

헌터, 이완

영국 오엑스4 2더블유비 옥스퍼드 옥스퍼드 비즈
니스 파크 빌딩 3140 옥스포드 바이오다이나믹스
피엘씨

아쿨리체프, 알렉산드레

영국 오엑스4 2더블유비 옥스퍼드 옥스퍼드 비즈
니스 파크 빌딩 3140 옥스포드 바이오다이나믹스
피엘씨

(74) 대리인

이희숙, 김석만

전체 청구항 수 : 총 18 항

(54) 발명의 명칭 섬유증, 예를 들어 경피증에 대한 마커로서의 염색체 형태 검출

(57) 요 약

예를 들어, 특히 전신 경화증 및 경피증에서 섬유화와 관련된 EpiSwitch를 사용하여 염색체 상호작용을 분석하는

프로세스.

대 표 도

공개특허 10-2023-0019939

- 1 -

공개특허 10-2023-0019939



(52) CPC특허분류

     C12Q 2600/158 (2013.01)

공개특허 10-2023-0019939

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

염색체 상태와 관련된 염색체 상호작용이 게놈의 정의된 영역 내에 존재하는지 여부를 결정하는 단계를 포함하

는 개체의 하위집단을 나타내는 염색체 상태를 검출하는 방법으로서;

- 상기 하위집단은 섬유증의 단계 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:

(i) 표 1, 3 또는 4에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표시된 염색체 상호 작용 중 임의의 하나에 상응하고/상응

하거나;

(ii) 측면(flanks) (i)를 포함하거나 측면 (i)에 있는 4,000개의 염기 영역에 존재함;

및/또는

- 상기 하위집단은 섬유증의 존재 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:

(a) 표 2, 5 또는 6에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표시된 염색체 상호 작용 중 임의의 하나애 상응하고/상응

하거나;

(b) 측면 (a)를 포함하거나 측면 (a)에 있는 4,000개의 염기 영역에 존재하는 것인 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 하위집단이 경화증의 단계 또는 경화증의 존재와 관련된 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 염색체 상호작용의 특정 조합은 표 1, 3 또는 4 모두에서 프로브에 의해 나타

낸 모든 염색체 상호작용으로부터 선택된 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개의 염색체 상호작용을 포함하여 타이핑

되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 염색체 상호작용의 특정 조합은 표 2, 5 또는 6 모두에서 프로

브에 의해 나타낸 모든 염색체 상호작용르부터 선택된 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개의 염색체 상호작용을 포함

하여 타이핑되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 섬유증 초기 단계인지 말기 단계인지를 검출하기 위해 시행되는 것

을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 개체에서 섬유증의 단계를 결정하기 위해 수행되고 표 1, 3, 또는 4

중 임의의 프로브로 표시되는 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 개체에서 섬유증의 존재 단계를 결정하기 위해 수행되며 표 2, 5 또

는 6  중  임의의 프로브로 표시되는 적어도 10개  이상의 염색체 상호작용이 타이핑되는 것을 특징으로 하는

방법.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 염색체 상호작용은:
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- 개체로부터 샘플에서, 및/또는

- 염색체 상호작용의 사이트에서 DNA 루프의 존재 또는 부존재를 검출함으로서, 및/또는

- 염색체 형태로 모이는 염색체 원위 영역의 존재 또는 부존재 검출하는 단계, 및/또는

- 상기 타이핑 동안 생성되고, 염색체 상호작용에 함께 오는 염색체의 영역에 각각 상응하는 2개의 영역을 포함

하는 서열을 포함하는 결찰된 핵산의 존재를 검출함으로서, 

상기 결찰된 핵산의 검출은 바람직하게는,

(i) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 언급된 임의의 프로브 서열과 적어도 70% 이상 동일성을 갖는 프로브에 의해;

및/또는

(ii) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6의 임의의 프라이머 쌍과 적어도 70% 이상 동일성을 갖는 프라이머 쌍에 의해 타

이핑되는 것을 특징으로 하는 방법. 

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 염색체 상호작용이 존재 또는 부존재를 검출하는 단계는:

(i) 염색체 상호작용에서 함께 온 염색체 영역의 가교-결합하는 단계;

(ii) 선택적으로 효소에 의한 제한 분해 절단에 의해 상기 가교-결합된 영역을 절단하는 단계;

(iii) 상기 가교-결합된 절단된 DNA 말단을 결찰하여 결찰된 DNA를 형성하는 단계; 및

(iv) 상기 결찰된 핵산의 존재 또는 부존재를 검출하여 염색체 상호작용의 존재 또는 부존재를 결정하는 단계를

포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하기 마커의 존재 또는 부존재로 결정하는 것을 특징으로 하

는 방법:

(a) 표 7, 8, 9 또는 10 중 임의의 상단에 표시된 상위 5, 8, 10 또는 20개의 마커; 및/또는

(b) 표 7, 8, 9 또는 10 중 임의의 상단에 표시된 상위 10개 마커 중 5개 마커; 및/또는

(c) 표 7, 8, 9 또는 10 중 임의의 상단에 표시된 상위 20, 30, 40 또는 50개의 마커 중 5개의 마커; 및/또는

(d) 표 7, 8, 9 또는 10 중 임의의 상단에 표시된 상위 30, 40 또는 50개의 마커 중 10개 마커.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하기 마커의 존재 또는 부존재로 결정하는 것을 특징으로

하는 방법:

(a) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6의 1, 2, 3, 4, 5 또는 모두로부터 선택된 적어도 5, 8, 10, 12, 15, 20개의 염색

체 상호작용; 및/또는

(b) 표 3, 4, 5 및 6 모두로부터 선택된 적어도 5, 8, 10, 12, 15, 20개의 염색체 상호작용; 및/또는

(c) 표 3 및 4 각각으로부터 선택된 적어도 3, 5, 8 또는 10개의 염색체 상호작용; 및/또는

(d) 표 5 및 6 각각으로부터 선택된 적어도 3, 5, 8 또는 10개의 염색체 상호작용; 및/또는

(e) 표 3 및 4 각각으로부터 선택된 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용; 및/또는

(f) 표 5 및 6 각각으로부터 선택된 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나 이상의 마커의 존재 또는 부존재는 표 1, 2, 3, 4, 5

또는 6 중 임의의 하나로부터 결정되고 추가로 전술한 청구항에서 정의된 바와 같은 임의의 수 또는 조합 염색
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체 상호작용의 존재 또는 부존재가 결정되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서,

- 상기 방법의 결과는 보고서로 제공되고/되거나;

- 상기 방법의 결과는 치료 스케줄을 선택하는데 사용되고/사용되거나;

- 상기 방법의 결과는 개인을 위한 특정 요법을 선택하는데 사용되고/사용되거나;

- 상기 방법은 의학적 치료를 위한 개체를 선택하는데 수행되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 섬유증 치료제를 확인 또는 디자인하기 위해 수행되는 방법으로서;

- 바람직하게 상기 방법은 후보 제제가 섬유증과 관련된 염색체 상태에 변화를 야기할 수 있는지 여부를 검출하

기 위해 사용되고;

- 상기 염색체 상호작용은 제1항에서 정의된 바와 같거나, 상기 전술한 청구항에서 정의된 염색체 상호작용의

임의의 수 또는 조합이며;

선택적으로,

 - 상기 염색체 상호작용의 변화는 (i) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 언급된 임의의 프로브 서열과 적어도 70% 이

상의 동일성을 갖는 프로브, 및/또는 (ii) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6의 임의의 프라이머 쌍과 적어도 70% 이상의

동일성을 갖는 프라이머 쌍을 사용하여 모니터링하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 염색체 상호작용의 검출에 기초하여 표적을 선택하는 단계를 포함하며, 바람직하게는 섬

유증 치료제를 확인하기 위해 표적의 조절자를 스크리닝하는 단계를 포함하며, 상기 표적은 선택적으로 단백질

인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16 

제1항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 타이핑 또는 검출은 PCR 반응 동안 결찰된 생성물을 증폭시킬

수 있는 프라이머 및 결찰 사이트에 결합하는 프로브를 사용하는 정량적 PCR(qPCR)에 의한 결찰된 생성물의 특

이적 검출을 포함하고, 상기 프로브는 염색체 상호작용에서 함께 온 각각의 염색체 영역으로부터의 서열에 상보

적인 서열을 포함하고,

바람직하게 상기 프로브는 

상기 결찰된 생성물에 특이적으로 결합하는 올리고뉴클레오티드, 및/또는

상기 올리고뉴클레오티드의 5' 말단에 공유 결합된 형광단, 및/또는

상기 올리고뉴클레오티드의 3' 말단에 공유결합으로 부착된 퀜처(quencher)를 포함하며,

선택적으로는,

상기 형광단은 HEX, Texas Red 및 FAM에서 선택되고/되거나;

상기 프로브는 10 내지 40개의 뉴클레오티드 염기 길이, 바람직하게는 20 내지 30개의 뉴클레오티드 염기 길이

의 핵산 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서,

(a) 상기 프로브는 임의의 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 나열된 임의의 프로브와 동일하거나, 이러한 프로브와 적

어도 70% 이상의 동일성을 가지고/가지거나;
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(b) 적어도 하나 이상의 프라이머는 임의의 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 나열된 프라이머와 동일하거나, 이러한

프라이머와 적어도 70% 동일성을 가지고/가지거나;

(c) 두 프라이머 모두 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 나열된 프라이머 쌍과 동일하거나, 두 프라이머 모두 이러한

프라이머 쌍과 적어도 70% 동일성을 갖는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 18 

제1항 내지 제13항, 제16항 및 제17항 중 어느 한 항에 따른 방법에 의해 치료제가 필요한 것으로 확인된 개체

에서 섬유증을 치료하는 방법에 사용하기 위한 치료제.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 질병 프로세스에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

섬유성 반흔(fibrotic  scarring)이라고도 알려진 섬유증은 결합 조직이 정상 실질 조직(normal  parenchymal[0002]

tissue)을 확인하지 않을 정도로 대체하여 상당한 조직 재형성 및 영구적인 반흔 조직의 형성을 초래하는 병리

학적 상처 치유이다. 경화증은 일반적으로 정상 장기-특정 조직(normal organ-specific tissue)이 결합 조직으

로 대체되어 조직 또는 해부학적 특징이 경직되는 섬유증 유형이다. 상기 구조는 경화성 변화를 겪었거나 경화

성 병변을 나타내었다고 말할 수 있는데, 이는 경화증의 과정을 의미한다. 섬유증은 규제 및 원인 양태를 쉽게

밝힐 수 없는 복잡한 상태이다.

경피증(scleroderma)의 결과는 질병의 정도에 따라 다르다. 국부적인 질병을 가진 사람들은 일반적으로 정상적[0003]

인 기대 수명을 가지고 있다. 전신 질환이 있는 사람들의 일반적인 기대 수명은 발병 후 약 11년이다. 사망은

종종 폐, 위장 또는 심장 합병증으로 인한 것이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 섬유증의 존재 또는 섬유증의 단계와 관련된 염색체 형태 시그니처(chromosome  conformation[0004]

signatures)를 확인하였다. 따라서, 본 발명은 염색체 상태와 관련된 염색체 상호작용이 게놈의 정의된 영역 내

에 존재하는지 여부를 결정하는 단계를 포함하는 개체의 하위집단을 나타내는 염색체 상태를 검출하는 방법으로

서;

- 상기 하위집단은 섬유증의 단계 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:[0005]

(i) 표 1, 3 또는 4에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표시된 염색체 상호 작용 중 임의의 하나에 상응하고/상응[0006]

하거나;

(ii) 측면(flanks) (i)를 포함하거나 측면 (i)에 있는 4,000개의 염기 영역에 존재함;[0007]

및/또는[0008]

- 상기 하위집단은 섬유증의 존재 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:[0009]

(a) 표 2, 5 또는 6에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표시된 염색체 상호 작용 중 임의의 하나애 상응하고/상응[0010]

하거나;

(b) 측면 (a)를 포함하거나 측면 (a)에 있는 4,000개의 염기 영역에 존재하는 것인 방법을 제공한다.[0011]

과제의 해결 수단

본원에 사용된 용어[0012]

본원에서  타이핑된  염색체  상호작용은  여기서  '마커(markers)',  'CCS',  '염색체  형태  시그니처(chromosome[0013]

conformation  signature)',  '후성유전학적  상호작용(epigenetic  interaction)'  또는  'EpiSwitch  마커
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(EpiSwitch markers)'로 지칭될 수 있다. 그러한 상호작용은 안정한 방식으로 함께 오는 염색체의 영역으로서

당해  기술분야에서  인식되며  이는  별개의  조절  방식을  나타낸다.  염색체  상호작용은  염색체의  '병치

(juxtaposition)', 염색체 '폴딩(folding)' 또는 '염색질 상호작용(chromatin interaction)'이라고도 한다. 이

러한 상호작용은 예를 들어 3C(염색체 형태 포착) 방법을 사용하여 검출할 수 있다.

상이한 하위그룹이 본원에서 언급되지만, 필수적으로 본 발명은 섬유증, 특히 초기 또는 후기 섬유증, 또는 섬[0014]

유증의 존재 또는 부존재와 관련된 그룹의 식별을 가능하게 한다. 따라서 본 발명은 섬유증의 단계 또는 섬유증

의 존재를 진단(또는 검출)하는 방법을 제공한다.

본 발명의 방법에서 타이핑된 염색체 상호작용은 표 1 내지 6에 정의되어 있다. 이들은 EpiSwitch 방법으로 만[0015]

든 결찰된 제품을 감지하는 프로브 서열를 통해 정의된다(도 3 참조). 이들은 또한 프로브 이름 내에 포함된 상

호작용의 위치 번호에 의해 정의되며 또한 결찰된 서열의 검출을 허용하는 프라이머 서열에 의해 정의된다. 상

기 염색체 상호작용은 염색체 번호를 참조하여 표에 주어진 '프로브 위치(probe location)'와 상호작용을 형성

하기 위해 함께 오는 염색체 영역에 대해 주어진 '시작(Start)' 및 '종료(End)' 위치(position)에 의해 정의될

수 있습니다.

문맥에서 달리 요구하지 않는 한, '방법(method)'이라는 단어는 본 발명의 '프로세스(process)'을 지칭하기 위[0016]

해 본원에서 사용된다.

발명의 양태[0017]

본 발명은 특히 섬유증의 존재 또는 단계와 관련하여 섬유증의 상이한 양상을 결정하는 것에 관한 것이다. 이러[0018]

한 결정은 예를 들어 표 1 또는 2에 개시된 임의의 관련 마커 또는 본원에 개시된 정의된 특정 영역의 마커 또

는 마커의 바람직한 조합을 타이핑(typing)함으로써 이루어진다. 상기 타이핑은 표 3, 4, 5 또는 6에 표시된 마

커 중 하나이거나 이러한 표의 마커 선택(조합)일 수 있다.

특정 수의 마커는 본원에 구체적으로 개시된 임의의 마커 그룹으로부터 선택될 수 있다. 바람직한 마커 수는 적[0019]

어도 3, 5, 8, 10, 15 이상 및 적어도 20 이상이다. 바람직한 마커 그룹은 각 표 또는 표의 각 부분(예를 들어,

표 1.a1)에 표시된 것, 또는 섬유증의 뚜렷한 특징과 관련된 모든 마커이다.

본 발명은 환자가 섬유증 및/또는 섬유증 단계를 갖는지 여부를 확인하기 위해 환자를 타이핑하는 과정을 포함[0020]

한다. 본 발명은 본원에 정의된 질병의 임의의 상태 또는 단계(즉, 예후)에 대한 개인의 진단을 포함하며, 이는

그들이 속한 하위그룹을 결정하는 것으로 생각할 수 있다. 상기 섬유증은 바람직하게는 경피증일 수 있는 피부

섬유증 상태일 수 있다.

본 발명은 또한 섬유증과 관련된 후생유전학적 마커의 패널에 관한 것이다. 상기 패널은 예를 들어 GLMNET 분석[0021]

과 같은 방식으로 최적화되었을 수 있다.

따라서 본 발명은 환자의 필요를 정확하게 반영하는 개인화된 치료가 환자에게 제공될 수 있게 한다.[0022]

본원에 언급된 임의의 요법, 예를 들어 약물은 과정의 결과에 기초하여 개인에게 투여될 수 있다.[0023]

마커 세트는 표 및 도면에 개시되어 있다. 하나의 실시양태에서 임의의 개시된 마커 세트로부터의 적어도 10개[0024]

이상의 마커가 본 발명에 사용된다. 다른 실시양태에서 임의의 개시된 마커 세트로부터 상기 마커의 적어도 20%

이상이 본 발명에서 사용된다.

본 발명의 프로세스[0025]

본 발명의 방법은 섬유증과 관련된 염색체 상호작용을 검출하기 위한 타이핑 시스템을 포함한다. 이 타이핑은[0026]

염색체 상호작용에서 함께 온 염색체의 가교 영역을 기반으로 하는 본원에 언급된 EpiSwitch™ 시스템을 사용하

여 수행될 수 있고, 상기 염색체 DNA를 절단한 다음 가교-결합된 독립체에 존재하는 핵산을 결찰시켜 염색체 상

호작용을 형성하는 두 영역 모두로부터 서열을 갖는 결찰된 핵산을 유도한다. 이 결찰된 핵산의 검출은 특정 염

색체 상호작용의 존재 또는 부존재의 결정을 허용한다. 상기 결찰된 핵산은 따라서 염색체 상호작용의 존재에

대한 마커로서 작용한다. 바람직하게 상기 결찰된 핵산은 qPCR 방법을 포함하는 PCR 또는 프로브 기반 방법에

의해 검출된다.

염색체 상호작용의 존재 또는 부존재를 검출하기 위해 임의의 적합한 타이핑 방법, 예를 들어 상호작용에서 염[0027]

색체의 근접성이 검출되는 방법 및/또는 염색체 상호작용 상태를 반영하는 마커가 검출되는 방법이 사용될 수

있다.
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염색체 상호작용은 제1 및 제2 핵산 집단이 사용되는 본원에 기술된 과정을 사용하여 확인될 수 있다. 이러한[0028]

핵산은 EpiSwitch™ 기술을 사용하여 생성할 수도 있다.

본 발명과 관련된 후생유전학적 상호작용(Epigenetic Interactions)[0029]

본원에서 사용되는 바와 같이, 용어 '후생유전학적(epigenetic)' 및 '염색체(chromosome)' 상호작용은 전형적으[0030]

로 염색체의 원위 영역 사이의 상호작용을 의미하며, 상기 상호작용은 동적이며, 염색체 영역의 상태에 따라 변

경, 형성 또는 파손된다. 그 상태는 일반적으로 섬유증의 존재 또는 단계를 반영한다.

본 발명의 특정 프로세스에서, 염색체 상호작용은 전형적으로 상호작용의 일부인 염색체의 두 영역으로부터의[0031]

서열을 포함하는 결찰된 핵산을 먼저 생성함으로써 검출된다. 이러한 프로세스에서 상기 영역은 임의의 적합한

수단에 의해 가교-결합될 수 있다. 바람직한 양태에서, 상기 상호작용은 포름알데히드(formaldehyde)를 사용하

여 가교되었으나, 임의의 알데히드(aldehyde), 또는 D-비오티노일-e-아미노카프로산-N-히드록시숙신이미드 에스

테르(D-Biotinoyl-e- aminocaproic acid-N-hydroxysuccinimide ester) 또는 디곡시제닌-3-O-메틸카르보닐-e-아

미노카프로산-N-히드록시숙신이미드  에스테르(Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocaproic  acid-N-

hydroxysuccinimide  ester)에 의해 가교-결합될 수 있다. 파라-포름알데히드는 4옹스트롬(Angstroms)  떨어져

있는 DNA 사슬을 교차 연결할 수 있다. 바람직하게는 상기 염색체 상호작용은 동일한 염색체 상에 있다. 전형적

으로 상기 염색체 상호 작용은 2~10 옹스트롬 떨어져 있다.

상기 염색체 상호작용은 예를 들어 생리학적 조건의 변화에 반응하여 전사되거나 억제되는 경우 염색체 영역의[0032]

상태를 반영할 수 있다. 본원에 정의된 하위 그룹에 특정한 염색체 상호작용은 안정적인 것으로 밝혀졌으며, 따

라서 두 하위 그룹 간의 차이를 측정하는 신뢰할 수 있는 수단을 제공한다.

또한, 섬유증 특성에 특이적인 염색체 상호작용은 예를 들어 메틸화 또는 히스톤 단백질 결합의 변화와 같은 다[0033]

른 후생유전학적 마커와 비교하여, 일반적으로 생물학적 과정 초기에 발생한다. 따라서, 본 발명의 프로세스는

생물학적 프로세스의 초기 단계를 검출할 수 있다. 이를 통해 결과적으로 더 효과적일 수 있는 조기 개입(예를

들어, 치료)이 가능하다. 염색체 상호 작용은 또한 개인의 현재 상태를 반영하므로 질병 상태의 변화를 평가하

는 데 사용할 수 있다. 또한 동일한 하위 그룹 내 개인 간의 관련 염색체 상호 작용에는 거의 차이가 없다. 염

색체 상호작용을 검출하는 것은 유전자당 최대 50개의 상이한 가능한 상호작용으로 매우 유익하며, 따라서 본

발명의 프로세스는 예를 들어 500,000개의 상이한 상호작용을 조사할 수 있다.

바람직한 마커 세트(Marker Sets)[0034]

본원에서 상기 용어 '마커(marker)' 또는 '바이오마커(biomarker)'는 본 발명에서 검출(타이핑)될 수 있는 특정[0035]

염색체 상호작용을 의미한다. 특정 마커가 본원에 개시되어 있으며, 이들 중 임의의 것이 본 발명에서 사용될

수 있다. 추가 마커 세트는 예를 들어 본원에 개시된 조합 또는 숫자로 사용될 수 있다. 본원의 표에 개시된 특

정 마커는 바람직할 뿐만 아니라 본원의 표에 언급된 유전자 및 영역에 존재하는 마커가 바람직하다. 이들은 임

의의 적합한 프로세스, 예를 들어 qPCR 방법을 포함하는 본원에 개시된 PCR 또는 프로브 기반 방법에 의해 타이

핑될 수 있다. 상기 마커는 본원에서 위치 또는 프로브 및/또는 프라이머 서열에 의해 정의된다.

후생유전적 상호작용의 위치와 원인[0036]

후생유전적 염색체 상호작용은 중복될 수 있으며 관련 유전자 또는 설명되지 않은 유전자를 암호화하는 것으로[0037]

보이는 염색체 영역을 포함할 수 있지만, 동등하게 유전자간 영역에 있을 수 있다. 추가로 본 발명자들은 모든

영역에서의 후생유전적 상호작용이 염색체 유전자 좌위(locus)의 상태를 결정하는데 동등하게 중요하다는 것을

발견하였음을 주목해야 한다. 이러한 상호작용은 유전자 좌위에 위치한 특정 유전자의 코딩 영역에 반드시 있는

것은 아니며 유전자간 영역에 있을 수 있다.

본  발명에서  검출되는  염색체  상호작용은  기본  DNA  서열에  대한  변화,  환경  요인,  DNA  메틸화(DNA[0038]

methylation), 비-코딩 안티센스 RNA 전사체(non-coding antisense RNA transcripts), 비-돌연변이성 발암물질

(non-mutagenic carcinogens), 히스톤 변형(histone modifications), 염색질 리모델링(chromatin remodelling)

및 특정 국소 DNA 상호작용(specific local DNA interactions)에 의해 야기될 수 있다. 염색체 상호작용을 야

기시키는 변화는 기본 핵산 서열의 변화로 인해 발생할 수 있으며, 그 자체로는 유전자 산물(gene product) 또

는 유전자 발현 방식에 직접적인 영향을 미치지 않는다. 그러한 변화는, 예를 들어 유전자 내부 및/또는 외부의

SNP, 유전자간 DNA(intergenic DNA), 마이크로 RNA(micro RNA) 및 비-코딩 RNA(non-coding RNA)의 유전자 융합

및/또는 결실일 수 있다. 예를 들어, 약 20%의 SNP가 비-코딩 영역에 있는 것으로 알려져 있으므로, 설명된 프
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로세스는 비-코딩 상황에서도 유익하다. 하나의 양태에서, 상기 상호작용을 형성하기 위해 함께 오는 염색체의

영역은 동일한 염색체 상에서 5kb, 3kb, 1kb, 500 염기쌍 또는 200 염기쌍 미만 떨어져 있다.

검출되는 염색체 상호작용은 바람직하게는 표 1 또는 2에 의해 정의된 영역 내의 임의의 유전자 내에 있다. 상[0039]

기 검출되는 염색체 상호작용은 바람직하게는 표 3, 4, 5 또는 6에 의해 정의된 영역의 임의의 유전자 내에 있

다. 그러나. 이것은 또한 유전자의 업스트림(upstream) 또는 다운스트림(downstream), 예를 들어 유전자 또는

코딩 서열로부터 업스트림 또는 다운스트림의 50,000개 이하, 30,000개 이하, 20,000개 이하, 10,000개 이하 또

는 5000개 이하 염기일 수 있다.

하위 그룹, 시점 및 개인화된 치료[0040]

본 발명의 방법에 따른 타이핑은 예를 들어 질환의 진행을 모니터링하기 위해 다수의 시점에서 수행될 수 있다.[0041]

이것은 하나 이상의 정의된 시점, 예를 들어 적어도 1, 2, 5, 8 또는 10개의 상이한 시점일 수 있다. 상기 시점

의 적어도 1, 2, 5 또는 8 사이의 기간은 적어도 5, 10, 20, 50, 80 또는 100일일 수 있다. 전형적으로 최소

50일 간격으로 3개의 시점이 있다.

본원에서 사용되는 바와 같이, "하위그룹(subgroup)"은 바람직하게는 집단 하위그룹(집단 내의 하위그룹), 보다[0042]

바람직하게는 특정 진핵생물 또는 포유동물과 같은 특정 동물의 집단 내의 하위그룹을 의미한다. 가장 바람직하

게는, "하위그룹(subgroup)"은 인간 집단의 하위그룹을 의미한다. 따라서 본 발명의 모든 측면에서 가장 바람직

한 유형의 개체는 인간이다.

본 발명은 모집단에서 특정 하위 그룹을 검출하고 치료하는 것을 포함한다. 본 발명자들은 관련 집단에서 부분[0043]

집합(예를 들어, 적어도 2개 이상의 부분집합) 사이에서 염색체 상호작용이 다르다는 것을 발견하였다. 이러한

차이점을 식별하면 의사가 환자를 모집단의 한 하위 집합(subset)으로 분류할 수 있다. 따라서 본 발명은 환자

의 후생유전학적 염색체 상호작용에 기초하여 환자를 위한 개인 맞춤화 과정을 의사에게 제공한다.

이러한 테스트는 예를 들어 약물의 유형 및/또는 용량 및/또는 투여 빈도와 같이 환자를 후속 치료하는 방법을[0044]

선택하는 데 사용될 수 있다.

결찰된 핵산 생성(Generating Ligated Nucleic Acids)[0045]

본 발명의 특정 양태는 결찰된 핵산, 특히 결찰된 DNA를 이용한다. 이들은 염색체 상호 작용에서 함께 제공되는[0046]

두 영역의 서열을 포함하므로 상호 작용에 대한 정보를 제공한다. 본원에 기술된 EpiSwitch
TM
 프로세스는 염색체

상호작용을 검출하기 위해 그러한 결찰된 핵산의 생성을 사용한다.

따라서 본 발명의 프로세스는 하기의 단계(이러한 단계를 포함하는 방법 포함)에 의해 결찰된 핵산(예를 들어,[0047]

DNA)을 생성하는 단계를 포함할 수 있다:

(i) 바람직하게는 시험관 내에서, 염색체 유전자 좌위에 존재하는 후생유전학적 염색체 상호작용의 가교-결합시[0048]

키는 단계;

(ii) 선택적으로 상기 염색체 유전자좌위로부터 가교-결합된 DNA를 분리하는 단계;[0049]

(iii) 예를 들어, 적어도 한 번 절단하는 효소(특히 상기 염색체 유전자좌위 내에서 적어도 한 번 절단하는 효[0050]

소)를 사용한 제한 소화에 의해 상기 가교-결합된 DNA를 절단하는 단계;

(iv) (특히 DNA 루프를 형성하기 위해) 상기 가교-결합된 절단된 DNA 말단을 결찰하는 단계; 및[0051]

(v) 특정 염색체 상호작용의 존재를 확인하기 위해 특히 PCR(중합 효소 연쇄 반응)과 같은 기술을 사용하여 상[0052]

기 결찰된 DNA 및/또는 상기 DNA 루프의 존재를 선택적으로 확인하는 단계.

이러한 단계는 본원에 언급된 임의의 양태에 대한 염색체 상호작용을 검출하기 위해 수행될 수 있다. 상기 단계[0053]

는 또한 본원에 언급된 제1 및/또는 제2 세트의 핵산을 생성하기 위해 수행될 수 있다.

PCR(polymerase chain reaction)은 결찰된 핵산을 검출하거나 확인하는데 사용될 수 있으며, 예를 들어, 생성된[0054]

PCR 생성물의 크기는 존재하는 특정 염색체 상호 작용을 나타낼 수 있으므로, 유전자좌위의 상태를 식별하는 데

사용할 수 있다. 바람직한 양태에서 표 1 또는 2에 나타낸 프라이머가 사용된다. 다른 바람직한 양태에서, 표

3, 4, 5 또는 6에 나타낸 프라이머가 사용된다.

당업자는 관심 있는 염색체 유전자좌위 내에서 DNA를 절단하는데 사용할 수 있는 수많은 제한 효소를 알고 있을[0055]
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것이다. 사용되는 특정 효소는 연구된 유전자좌위와 거기에 위치한 DNA의 서열에 따라 달라질 것이 분명할 것이

다. 본 발명에 기재된 바와 같이 DNA를 절단하는데 사용될 수 있는 제한 효소의 비-제한적 실시예는 TaqI이다.

EpiSwitch
TM
 기술(EpiSwitch

TM 
Technology)[0056]

상기 EpiSwitch
TM
 기술은 또한 표현형에 특정한 후생유전학적 염색체 형태 시그니처의 검출에 마이크로어레이[0057]

EpiSwitch
TM
 마커  데이터를  사용하는  것과  관련이  있다.  본원에  기재된  방식으로  결찰된  핵산을  이용하는

EpiSwitch
TM
와 같은 양태는 몇 가지 이점을 갖는다. 예를 들어, 본 발명의 제1 세트의 핵산으로부터의 핵산 서열

이 제2 세트의 핵산과 혼성화하거나 혼성화하지 못하기 때문에 이들은 낮은 수준의 확률론적 잡음을 갖는다. 이

것은 후생유전학적 수준에서 복잡한 메커니즘을 측정하는 비교적 간단한 방법을 허용하는 이진법 결과를 제공한

다. EpiSwitch
TM
 기술은 또한 프로세싱 시간이 빠르고 비용이 저렴하다. 하나의 양태에서, 상기 프로세싱 시간은

3시간 내지 6시간이다.

샘플 및 샘플 처리[0058]

본 발명의 공정은 일반적으로 샘플에서 수행될 것이다. 상기 샘플은 정의된 시점, 예를 들어 본원에서 정의된[0059]

임의의 시점에서 획득될 수 있다. 샘플에는 일반적으로 개인의 DNA가 포함된다. 일반적으로 세포를 포함한다.

하나의 양태에서 샘플은 최소 침습적 수단에 의해 얻어지며, 예를 들어 혈액 샘플일 수 있다. DNA는 표준 제한

효소로 추출 및 절단할 수 있다. 이를 통해 유지되는 염색체 형태를 미리-결정할 수 있으며 EpiSwitch
TM
 플랫폼

으로 검출할 수 있다. 수평 이동을 포함하여 조직과 혈액 사이의 염색체 상호 작용의 동기화로 인해 혈액 샘플

을 사용하여 질병과 관련된 조직과 같은 조직에서 염색체 상호 작용을 감지할 수 있다.

본 발명의 핵산의 특성[0060]

본 발명은 본 발명의 방법에서 사용되거나 생성되는 것으로 본원에 기술된 결찰된 핵산과 같은 특정 핵산에 관[0061]

한 것이다. 이들은 하기 기술된 스크리닝 방법을 참조하여 본원에서 언급된 제1 및 제2 핵산과 동일하거나 이들

의 특성 중 임의의 것을 가질 수 있다. 본 발명의 핵산은 전형적으로 염색체 상호작용에서 함께 오는 염색체의

2개의 영역 중 하나로부터의 서열을 각각 포함하는 2개의 부분을 포함한다. 전형적으로 각각의 부분은 적어도

8, 10, 15, 20, 30 또는 40개의 뉴클레오티드 길이, 예를 들어 10 내지 40개의 뉴클레오티드 길이이다. 바람직

한 핵산은 임의의 표에 언급된 임의의 유전자로부터의 서열을 포함한다. 전형적으로 바람직한 핵산은 표 1, 2,

3, 4, 5 또는 6에 언급된 특정 프로브 서열; 또는 이러한 서열의 단편 및/또는 상동체를 포함한다.

바람직하게는 핵산은 DNA이다. 특정 서열이 제공되는 경우 본 발명은 특정 양태에서 요구되는 상보적 서열을 사[0062]

용할 수 있음이 이해된다. 바람직하게는 핵산은 DNA이다. 특정 서열이 제공되는 경우 본 발명은 특정 양태에서

요구되는 상보적 서열을 사용할 수 있음이 이해된다.

표 1 및 2에 나타낸 프라이머도 본원에 언급된 바와 같이 본 발명에 사용될 수 있다. 하나의 양태에서 다음 중[0063]

임의의 것을 포함하는 프라이머가 사용된다: 표 1 또는 2에 나타낸 서열; 또는 표 1 또는 2에 나타낸 임의의 서

열의 단편 및/또는 상동체. 표 3, 4, 5 또는 6에 나타낸 프라이머도 본원에 언급된 바와 같이 본 발명에 사용될

수 있다. 하나의 양태에서 다음 중 임의의 것을 포함하는 프라이머가 사용된다: 표 3, 4, 5 또는 6에 나타낸 서

열; 또는 표 3, 4, 5 또는 6에 나타낸 임의의 서열의 단편 및/또는 상동체.

제2 핵산 세트 - '인덱스(Index)' 서열[0064]

제2 핵산 서열 세트는 인덱스 서열 세트로서의 기능을 갖고, 필수적으로 하위그룹 특이적 서열을 확인하기에 적[0065]

합한 핵산 서열 세트이다. 그들은 '배경(background)' 염색체 상호 작용을 나타낼 수 있으며 일부 방식으로 선

택되거나 선택되지 않을 수 있다. 그들은 일반적으로 가능한 모든 염색체 상호 작용의 하위 집합이다.

제2 핵산 세트는 임의의 적합한 프로세스에 의해 유도될 수 있다. 그것들은 계산적으로 유도되거나 개인의 염색[0066]

체 상호작용에 기초할 수 있다. 그들은 일반적으로 제1 핵산 세트보다 더 큰 집단 그룹을 나타낸다. 하나의 특

정 양태에서, 제2 핵산 세트는 특정 유전자 세트에서 가능한 모든 후생유전학적 염색체 상호작용을 나타낸다.

또 다른 특정 양태에서, 제2 핵산 세트는 본원에 기재된 집단에 존재하는 모든 가능한 후생유전학적 염색체 상

호작용의 상당 부분을 나타낸다. 하나의 특정 양태에서, 제2 핵산 세트는 적어도 20, 50, 100 또는 500개의 유

전자, 예를 들어 20 내지 100 또는 50 내지 500개의 유전자에서 후생유전학적 염색체 상호작용의 적어도 50% 이

상 또는 적어도 80% 이상을 나타낸다.
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제2 핵산 세트는 전형적으로 개체군에서 표현형을 수정, 조절 또는 어떤 식으로든 중재하는 적어도 100개 이상[0067]

의 가능한 후생유전학적 염색체 상호작용을 나타낸다. 제2 핵산 세트는 종의 질병 상태(전형적으로 진단 또는

예후와 관련됨)에 영향을 미치는 염색체 상호 작용을 나타낼 수 있다. 제2 핵산 세트는 전형적으로 예후 하위그

룹과 관련되거나 관련되지 않은 후생유전학적 상호작용을 나타내는 서열을 포함한다.

하나의  특정  양태에서,  제2  핵산  세트는  적어도  부분적으로  집단에서  자연적으로  발생하는  서열로부터[0068]

유래하고, 전형적으로 인 실리코(in silico) 프로세스에 의해 얻어진다. 상기 핵산은 자연 발생 핵산에 존재하

는 핵산의 상응하는 부분과 비교하여 단일 또는 다중 돌연변이를 추가로 포함할 수 있다. 돌연변이는 하나 이상

의 뉴클레오티드 염기쌍의 삭제, 치환 및/또는 추가를 포함한다. 하나의 특정 양태에서, 제2 핵산 세트는 자연

적으로 발생하는 종에 존재하는 핵산의 상응하는 부분에 대해 적어도 70% 이상의 서열 동일성을 갖는 상동체 및

/또는 오솔로그(orthologue)를 나타내는 서열을 포함할 수 있다. 또 다른 특정 양태에서, 상기 자연적으로 발생

하는 종에 존재하는 핵산의 상응하는 부분에 대해 적어도 80% 이상의 서열 동일성 또는 적어도 90% 이상의 서열

동일성이 제공된다.

제2 핵산 세트의 특성[0069]

하나의 특정 양태에서, 제2 핵산 세트에는 적어도 100개 이상의 상이한 핵산 서열, 바람직하게는 적어도 1000,[0070]

2000 또는 5000개 이상의 상이한 핵산 서열이 있고, 최대 100,000, 1,000,000 또는 10,000,000개의 서로 다른

핵산 서열을 포함한다. 전형적인 수는 1,000에서 100,000개의 상이한 핵산 서열과 같이 100에서 1,000,000개일

것이다. 모두 또는 적어도 90% 이상 또는 적어도 50% 이상 또는 이들은 다른 염색체 상호 작용에 해당한다.

하나의 특정 양태에서, 제2 핵산 세트는 적어도 20개 이상의 상이한 유전자좌위 또는 유전자, 바람직하게는 적[0071]

어도 40개 이상의 상이한 유전자좌위 또는 유전자, 보다 바람직하게는 적어도 100개 이상, 적어도 500개 이상,

적어도 1000개 이상 또는 적어도 5000개 이상의 상이한 유전자좌위 또는 유전자, 예컨대 100 내지 10,000개의

상이한 유전자좌위 또는 유전자에서 염색체 상호작용을 나타낸다. 제2 핵산 세트의 길이는 하위 그룹에 특이적

인 염색체 상호 작용을 식별할 수 있도록 제1 핵산 세트에 대한 왓슨 크릭(Watson Crick) 염기쌍 형성에 따라

특이적으로 혼성화하기에 적합하다. 전형적으로 제2 핵산 세트는 염색체 상호작용에서 함께 오는 2개의 염색체

영역에 서열상 상응하는 2개의 부분을 포함할 것이다. 제2 핵산 세트는 전형적으로 길이가 적어도 10개 이상,

바람직하게는 20개, 바람직하게는 여전히 30개 염기(뉴클레오타이드)인 핵산 서열을 포함한다. 또 다른 양태에

서, 상기 핵산 서열은 길이가 최대 500개,  바람직하게는 최대 100개,  바람직하게는 최대 50개 염기쌍일 수

있다. 바람직한 양태에서, 제2 핵산 세트는 17 내지 25개 염기쌍의 핵산 서열을 포함한다. 하나의 양태에서, 제

2 핵산 서열 세트의 적어도 100, 80% 또는 50% 이상은 상기 기재된 바와 같은 길이를 갖는다. 바람직하게는 상

이한 핵산은 임의의 중첩 서열을 갖지 않으며, 예를 들어 적어도 100%, 90%, 80% 또는 50% 이상의 핵산은 적어

도 5개의 연속 뉴클레오티드에 대해 동일한 서열을 갖지 않는다.

제2 핵산 세트가 '인덱스(iondex)'로 작용하면 동일한 제2 핵산 세트가 다른 특성에 대한 하위 그룹을 나타내는[0072]

다른 제1 핵산 세트와 함께 사용될 수 있고, 즉, 제2 핵산 세트는 상이한 특성과 관련된 염색체 상호 작용을 식

별하는 데 사용할 수 있는 '범용(universal)' 핵산 모음을 나타낼 수 있다.

제1 핵산 세트[0073]

제1 핵산 세트는 전형적으로 섬유증과 관련된 하위 그룹에 속한다. 제1 핵산은 본원에 언급된 제2 핵산 세트의[0074]

특징 및 특성 중 임의의 것을 가질 수 있다. 제1 핵산 세트는 일반적으로 본원에 기술된 바와 같은 처리 및 프

로세싱, 특히 EpiSwitch
TM
 가교-결합 및 절단 단계를 거친 개체로부터의 샘플로부터 유래된다. 전형적으로 제1

핵산 세트는 개인으로부터 채취한 샘플에 존재하는 염색체 상호작용의 전부 또는 적어도 80% 이상 또는 50% 이

상을 나타낸다.

전형적으로, 제1 핵산 세트는 제2 핵산 세트에 의해 표시되는 염색체 상호작용과 비교하여 제2 핵산 세트에 의[0075]

해 표시되는 유전자좌위 또는 유전자에 걸친 염색체 상호작용의 더 작은 집단을 나타내고, 즉, 제2 핵산 세트는

정의된 유전자좌위 또는 유전자 세트에서 상호작용의 배경 또는 인덱스 세트를 나타낸다.

핵산 라이브러리[0076]

본원에 언급된 임의의 유형의 핵산 집단은 ‘제1(first)' 또는 '제2(second)' 핵산과 같은 해당 유형 적어도[0077]

200개 이상, 적어도 500개 이상, 적어도 1000개 이상, 적어도 5000개 이상 또는 적어도 10000개 이상의 상이한

핵산을  포함하는  라이브러리  형태로  존재할  수  있다.  이러한  라이브러리는  어레이에  바인딩되는  형태일  수
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있다. 상기 라이브러리는 표 1 또는 2에 나타낸 프로브 또는 프라이머 쌍의 일부 또는 전부를 포함할 수 있다.

상기 라이브러리는 표 3, 4, 5 또는 6에 나타낸 프로브 또는 프라이머 쌍의 일부 또는 전부를 포함할 수 있다.

상기 라이브러리는 본원에 개시된 임의의 표로부터의 모든 프로브 서열을 포함할 수 있다.

혼성화(Hybridisation)[0078]

본 발명은 전형적으로 제1 세트의 핵산과 제2 세트의 핵산으로부터 완전히 또는 부분적으로 상보적인 핵산 서열[0079]

이 혼성화되도록 하는 수단을 필요로 한다. 하나의 양태에서, 모든 제1 핵산 세트는 단일 검정, 즉 단일 혼성화

단계에서 모든 제2 핵산 세트와 접촉된다. 그러나 임의의 적절한 분석법을 사용할 수 있다.

표지된 핵산 및 혼성화 패턴(Labelled Nucleic Acids and Pattern of Hybridisation)[0080]

본원에 언급된 핵산은 바람직하게는 형광단(fluorophore)(형광 분자(fluorescent molecule)) 또는 성공적인 혼[0081]

성화의 검출을 돕는 방사성 표지와 같은 독립적 표지를 사용하여 표지될 수 있다. 특정 라벨은 자외선 아래에서

감지할 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 어레이 상의 혼성화 패턴은 2개의 하위그룹 사이의 후생유전학적 염

색체 상호작용의 차이를 나타내며, 따라서 후생유전학적 염색체 상호작용을 비교하는 프로세스 및 어떤 후생유

전학적 염색체 상호작용이 본 발명의 모집단의 하위그룹에 특이적인지 결정하는 것을 제공한다.

상기 용어 '혼성화 패턴(pattern of hybridisation)'은 제1 핵산 세트와 제2 핵산 세트 사이의 혼성화의 존재[0082]

여부를 광범위하게 포괄하며, 즉, 제1 세트의 특정 핵산이 제2 세트의 특정 핵산과 혼성화되므로 특정 분석이나

기술 또는 '패턴(pattern)'을 감지할 수 있는 표면 또는 어레이가 있어야 하는 필요성에 제한되지 않는다.

타이핑되는 염색체 상호 작용[0083]

타이핑된 염색체 상호작용은 하기와 같다:[0084]

(i) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6 중 임의의 것에, 예를 들어 프로브 서열 또는 염색체 상의 위치 번호에 의해 구체[0085]

적으로 정의된 것, 및/또는

(ii) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6 중 임의의 것에 정의된 유전자 또는 영역에 존재하는 것, 및/또는[0086]

(iii) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6 중 임의의 것에 정의된 임의의 특정 염색체 상호작용을 포함하거나 측면(flan[0087]

k)에 있는 4,000개 염기 영역에 존재하는 것.

타이핑된 염색체 상호 작용은 도 1 또는 2에 표시된 하위 집합에 언급된 것일 수 있다.[0088]

임의의 바람직한 수의 염색체 상호작용은 (i), (ii) 또는 (iii)에서 본원에 언급된 바와 같이, 타이핑될 수 있[0089]

지만, 전형적으로 적어도 5, 8, 10, 12, 15, 20, 30 또는 40개 이상의 상호작용이 타이핑될 것이다.

특정 특성을 가진 하위 그룹 선택[0090]

이 섹션에서는 하나의 테이블에서 유형화될 수 있는 상호 작용 수의 실시예를 제공한다.[0091]

본 발명은 표 1의 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염색체[0092]

상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 1의 프로브에 의해 나타내

어진 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 또한 표 2의 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염[0093]

색체 상호작용의 특정 조합이 유형화되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 2의 프로브에 의해 표

현된 적어도 10개의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 1의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0094]

태에서, 표 1의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 1의 프로브에 의해 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개의

염기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 2의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0095]

태에서, 표 2의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 2의 프로브에 의해 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개의

염기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 3의 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염색체[0096]
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상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 3의 프로브로 표시되는 10

개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 3의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0097]

태에서, 표 3의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 3에서 프로브에 의해 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개

의 염기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 4의 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염색체[0098]

상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 4의 프로브로 표시되는 10

개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 4의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0099]

태에서, 표 5의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 4에서 프로브로 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개의 염

기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 5에서 프로브로 나타낸 염색체 상호작용의 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염색체[0100]

상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 5의 프로브로 표시되는 10

개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 5의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0101]

태에서, 표 5의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 5에서 프로브로 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개의 염

기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 6에서 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개 이상을 포함하는 염색[0102]

체 상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스를 포함한다. 하나의 실시양태에서, 표 6의 프로브에 의해 표현

된 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 표 6의 프로브에 의해 표현된 모든 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스를 제공한다. 특정 실시양[0103]

태에서, 표 6의 프로브에 의해 나타내어진 염색체 상호작용의 적어도 30, 40, 50, 60 또는 80개 이상이 타이핑

된다. 특정 실시양태에서, 표 6에서 프로브에 의해 나타낸 염색체 상호작용을 포함하거나 측면에 있는 4,000개

의 염기 영역에 존재하는 적어도 10, 20, 30, 50 또는 80개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑된다.

본 발명은 염색체 상호작용의 존재 또는 부존재,  하위 그룹과 관련된 특성의 존재 또는 부존재를 결정하기[0104]

위해, 전형적으로 5 내지 20개 또는 5 내지 500개 이러한 상호작용, 바람직하게는 20 내지 300 또는 50 내지

100개 상호작용을 검출하는 것을 포함하는 방법을 제공한다. 바람직하게는 상기 염색체 상호작용은 본원에 언급

된 유전자 또는 본 발명의 염색체 상호작용이 존재하는 임의의 유전자에서의 상호작용이다.

하나의 양태에서 표 1의 모든 상호 작용이 타이핑된다. 하나의 양태에서 표 2의 모든 상호 작용이 타이핑된다.[0105]

하나의 양태에서 표 3의 모든 상호 작용이 타이핑된다. 하나의 양태에서 표 4의 모든 상호 작용이 타이핑된다.

하나의 양태에서 표 5의 모든 상호 작용이 타이핑된다. 하나의 양태에서 표 6의 모든 상호 작용이 타이핑된다.

하나의 양태에서 표 3 및 4의 모든 상호 작용이 타이핑된다. 하나의 양태에서 표 5 및 6의 모든 상호 작용이 타

이핑된다. 하나의 양태에서 표 3, 4, 5 및 6의 모든 상호 작용이 타이핑된다.

특정 상호 작용의 검출은 관련 특성의 존재를 나타내는 반면, 다른 상호 작용의 존재는 표에 설명된 관련 특성[0106]

의 부존재를 나타낸다.

상이한 표에서 마커 선택[0107]

상기 유형화된 염색체 상호 작용은 단일 표 또는 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6 중 하나 이상에서 선택할 수 있다.[0108]

전형적으로 적어도 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80개 이상의 상호 작용이 입력된다. 이 상

호 작용 수는 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6의 1, 2, 3, 4, 5 또는 모두에서 선택할 수 있다. 하나의 양태에서 타이

핑될 적어도 5, 8, 10, 12, 15, 20개 이상의 상호작용이 표 3, 4, 5 및 6 모두로부터 선택된다. 하나의 양태에

서 적어도 3, 5, 8 또는 10개 이상의 상호작용이 각각의 표 3 및 4로부터 선택된다. 하나의 양태에서 적어도 3,

5, 8 또는 10개 이상의 상호작용이 각각의 표 5 및 6으로부터 선택된다. 하나의 양태에서 타이핑될 적어도 10개

이상의 상호작용이 표 3 및 표 4 각각으로부터 선택된다. 하나의 양태에서, 타이핑될 적어도 10개 이상의 상호
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작용이 각각의 표 5 및 6으로부터 선택된다.

SHAPLEY 분석에 의해 선택된 마커의 조합[0109]

SHAPLEY 분석은 개별 마커의 성능을 측정하는 한 가지 방법을 제공한다. 이러한 모델링 결과를 표 7 내지 10에[0110]

나타내었다. 하나의 양태에서, 타이핑될 마커는 이러한 결과에 기초하여 선택될 수 있으며, 실시예는 도시된 임

의의 매개변수에 기초한다. 바람직한 양태에서, 타이핑된 염색체 상호작용은 이러한 매개변수에 기초하여 선택

된 상위 10, 20, 30, 40, 50 또는 60개 이상의 마커를 나타낸다.

바람직한 양태에서 상기 'SHAPLEY_diff' 열은 마커의 능력의 표시를 제공하기 위해 사용되며, 따라서 예를 들어[0111]

표 7의 마커 ORF1_chr6_31267448_31269252_31531115_31534994_RF_1은 'SHAPLEY_diff'에 대해 가장 높은 값을

갖는다는 점에서 가장 강력한 마커로 볼 수 있다. 표 7 내지 10은 마커를 'SHAPLEY_diff' 크기 순으로 나열하고

각 테이블 아래로 내려갈 때 가장 중요한 것부터 덜 중요한 것 순으로 표시한다.

하나의 양태에서 적어도 3개의 마커는 표 7의 상단에 표시된 5, 8, 10 또는 20개의 마커로부터 타이핑될 수 있[0112]

다. 하나의 양태에서 적어도 5개 이상의 마커는 표 7의 상단에 표시된 10개의 마커로부터 타이핑된다. 하나의

양태에서 적어도 5개의 마커는 표 7의 상단에 표시된 20, 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타이핑될 수 있다. 하

나의 양태에서 표 7의 상단에 표시된 30, 40 또는 50개의 마커로부터 적어도 10개의 마커가 타이핑될 수 있다.

하나의 양태에서 표 7의 상단에 표시된 적어도 5, 8 또는 10개의 마커가 타이핑될 수 있다.

하나의 양태에서 적어도 3개 이상의 마커는 표 8의 상단에 표시된 5, 8, 10 또는 20개의 마커로부터 타이핑될[0113]

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 5개 이상의 마커는 표 8의 상단에 나타낸 10개의 마커로부터 타이핑된다. 하

나의 양태에서, 적어도 5개 이상의 마커는 표 8의 상단에 나타낸 20, 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타이핑될

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 10개 이상의 마커는 표 8의 상단에 표시된 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타

이핑될 수 있다. 하나의 양태에서 표 8의 상단에 표시된 적어도 5, 8 또는 10개의 마커가 타이핑될 수 있다.

하나의 양태에서 적어도 3개 이상의 마커는 표 9의 상단에 제시된 5, 8, 10 또는 20개의 마커로부터 타이핑될[0114]

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 5개 이상의 마커는 표 9의 상단에 표시된 10개의 마커로부터 타이핑된다. 하

나의 양태에서, 적어도 5개 이상의 마커는 표 9의 상단에 나타낸 20, 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타이핑될

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 10개 이상의 마커는 표 9의 상단에 표시된 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타

이핑될 수 있다. 하나의 양태에서 표 9의 상단에 표시된 적어도 5, 8 또는 10개의 마커가 타이핑될 수 있다.

하나의 양태에서 적어도 3개 이상의 마커는 표 10의 상단에 표시된 5, 8, 10 또는 20개의 마커로부터 타이핑될[0115]

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 5개 이상의 마커는 표 10의 상단에 표시된 10개의 마커로부터 타이핑된다. 하

나의 양태에서, 적어도 5개 이상의 마커는 표 10의 상단에 나타낸 20, 30, 40 또는 50개의 마커로부터 타이핑될

수 있다. 하나의 양태에서 적어도 10개 이상의 마커는 표 10의 상단에 표시된 30, 40 또는 50개의 마커로부터

타이핑될 수 있다. 하나의 양태에서 표 10의 상단에 표시된 적어도 5, 8 또는 10개의 마커가 타이핑될 수 있다.

테스트된 개인 (The Individual that is Tested)[0116]

본 발명의 프로세스에서 테스트되는 개인은 일부 방식으로 선택되었을 수 있다. 상기 개인은 본원에 언급된 임[0117]

의의 상태에 걸리기 쉬울 수 있고/있거나 언급된 임의의 요법이 필요할 수 있다. 상기 개인은 본원에 언급된 모

든 요법을 받고 있을 수 있다. 특히, 상기 개인은 섬유증을 앓거나 앓는 것으로 의심될 수 있다. 상기 개인은

바람직하게는 경피증일 수 있는 피부 섬유증 상태를 갖거나 가질 수 있다고 의심될 수 있다.

상기 개인은 피부, 혈관, 근육 및 내부 장기에 변화를 일으키는 경피증 상태를 가지고 있거나 가지고 있다고 의[0118]

심될 수 있다. 상기 개인은 다음 증상 중 하나를 가질 수 있다: 두꺼워진 피부 부위, 뻣뻣함(stiffness), 피곤

함, 추위에 노출된 손가락이나 발가락으로의 불량한 혈액 흐름.

상기  개인은  칼슘  침전물(calcium  deposits),  레이노  증후군(Raynaud's  syndrome),  식도  문제(esophageal[0119]

problems), 손가락과 발가락 피부의 두꺼워짐(thickening of the skin of the fingers and toes), 작은 확장된

혈관 영역으로 나타날 수 있는 CREST 증후군을 가지고 있거나 가지고 있다고 의심될 수 있다.

염색체 상호 작용의 유형(Types of Chromosome Interaction)[0120]

하나의 양태에서 상기 유전자좌위(염색체 상호작용이 검출되는 유전자 및/또는 장소 포함)는 CTCF 결합 부위를[0121]

포함할 수 있다. 이것은 전사 억제제(transcription repressor) CTCF에 결합할 수 있는 임의의 서열이다. 그 서

열은 유전자좌위에서 1, 2 또는 3개의 카피로 존재할 수 있는 서열 CCCTC로 구성되거나 이를 포함할 수 있다.
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상기 CTCF 결합 부위 서열은 서열 CCGCGNGGNGGCAG(IUPAC 표기법)을 포함할 수 있다. 상기 CTCF 결합 부위는 염

색체 상호작용의 적어도 100, 500, 1000 또는 4000개 이상의 염기 내에 있거나 표 1 또는 2에 나타낸 염색체 영

역 중 어느 것 내에 있을 수 있다. 상기 CTCF 결합 사이트는 염색체 상호작용의 적어도 100, 500, 1000 또는

4000개 이상의 염기 내에 또는 표 3, 4, 5 또는 6에 나타낸 임의의 염색체 영역 내에 있을 수 있다

검출이 프로브를 사용하여 수행될 때, 전형적으로 프로브의 두 영역(즉, 염색체 상호작용의 두 사이트 모두)으[0122]

로부터의 서열이 검출될 수 있다. 바람직한 양태에서 프로브는 임의의 표에 표시된 프로브와 동일하거나 상보적

인 서열을 포함하거나 구성하는 프로세스에 사용된다. 일부 양태에서, 상기 표에 나타낸 임의의 프로브 서열과

상동인 서열을 포함하는 프로브가 사용된다.

본원에 제공된 표[0123]

표 1 내지 6은 프로브 및 관련 데이터로 표시되는 특정 마커를 나타낸다. 상기 프로브 서열은 염색체 상호작용[0124]

에서 함께 있는 유전자 영역의 양쪽 사이트로부터 생성된 결찰된 생성물을 검출하는데 사용될 수 있는 서열을

나타내며, 즉 상기 프로브는 결찰된 생성물의 서열에 상보적인 서열을 포함할 것이다. 시작-종료 위치(Start-

End positions)의 제1 두 세트는 프로브 위치를 표시하고, 시작-종료 위치의 제2 두 세트는 관련 4kb 영역을 표

시한다.

표 1은 각각에 해당하는 50개의 마커와 함께 초기 또는 후기 섬유증(피부경화증)과 관련된 100개의 마커를 보여[0125]

준다. 표 2는 섬유증(피부경화증)의 존재와 관련된 100개의 마커를 나타내며, 50개는 질병과 관련되고 50개는

질병의 부존재와 관련된다.

표 3은 초기 섬유증(피부경화증)과 관련된 100개의 마커를 보여준다.[0126]

표 4는 후기 섬유증(피부경화증)과 관련된 100개의 마커를 보여준다.[0127]

표 5는 섬유증(피부경화증)의 존재와 관련된 100개의 마커를 보여준다.[0128]

표 6은 섬유증(피부경피증)의 부존재와 관련된 100개의 마커를 보여준다.[0129]

프로브 데이터 표에는 다음 정보가 제공된다:[0130]

RP - 각각의 염색체 상호작용에 대해 평가된 Rank Product 통계량의 합계[0131]

FC - 상호작용 빈도(양성 또는 음성)[0132]

Pfp - 양성 및 음성 염색체 상호 작용을 모두 고려한 잘못된 양성 예측(pfp)의 추정 백분율[0133]

Pval - 양성 및 음성인 각 CCS당 추정 p-값[0134]

Adj.P.value(FDR) - 거짓 발견률(False discovery rate) 조정 p.value[0135]

Loop Detected - 루프가 발견된 상태[0136]

단순 순열-기반 추정(Simple permutation-based estimation)은 임의 실험에서 주어진 RP 값 이상이 관찰될 가[0137]

능성을 결정하는 데 사용된다. 이것은 다음 단계가 있다: 

1. 길이가 n인 k 순위 목록의 p 순열을 생성한다.[0138]

2. p 순열에서 n CCS의 순위 생성물(Rank product)을 계산한다.[0139]

3.  순열에서  CCS의  순위  생성물이  관찰된  순위  제품보다  작거나  같은  횟수를  계산한다.  c를  이  값으로[0140]

설정한다.

4. Erp(g)=c/p로 순위 생성물의 평균 기대값을 계산한다.[0141]

5. 위양성의 백분율을 다음과 같이 계산한다: pfp(g)=Erp(g)/rank(g) 여기서 rank(g)는 증가하는 RP로 정렬된[0142]

모든 n CCS 목록에서 CCS g의 순위이다.

순위 생성물 통계는 각 마이크로어레이 내의 강도에 따라 염색체 상호작용의 순위를 매기고 여러 마이크로어레[0143]

이에서 이러한 순위의 곱을 계산한다. 이 기술은 다수의 복제된 마이크로어레이에서 가장 차별적인 염색체 상호

작용 중에서 일관되게 검출되는 염색체 상호작용을 식별할 수 있다. p-값이 0인 경우 이는 샘플 전체에서 CCS의

순위 생성물에 거의 변동이 없음을 나타내며, 신호 대 잡음비 및 CCS의 효과 크기의 좋은 실시예이다. p 값이 0

이고 pfp가 0인 경우 순열 순위 생성물이 실제 관찰된 순위생성물과 다르지 않음을 의미한다. 이러한 방법은 생
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물학적  마이크로어레이  데이터  분석을  위한  t-테스트의  비-모수적  대안(non-parametric  alternative)으로

Breitling R 및 Herzyk P(2005) 순위 기반 방법으로 설명된다. J Bioinf Comp Biol 3, 1171-1189.

상기 FC는 각 비교에서 마커의 유병률을 나타내고, 2는 평균 테스트의 두 배를 의미하고, 1.5는 평균 테스트의[0144]

1.5를 의미하는 등, 따라서 FC는 표현형/그룹에 대한 마커의 가중치를 나타낸다. 상기 FC 값은 매우 효과적인

테스트에 필요한 마커 수를 나타내는 데 사용할 수 있다.

상기 프로브는 Taq1 사이트에서 30bp 떨어져 있도록 설계되었다. PCR의 경우, PCR 프라이머는 전형적으로 결찰[0145]

된 생성물을 검출하도록 설계되지만 Taq1 사이트에서의 위치는 다양하다. 프로브 위치:

시작 1 - 단편 1에서 TaqI 사이트의 30개 염기 업스트림[0146]

종료 1 - 단편 1의 TaqI 제한 사이트[0147]

시작 2 - 단편 2의 TaqI 제한 사이트[0148]

종료 2 - 단편 2에서 TaqI 사이트의 30개 염기 다운스트림[0149]

4kb 시퀀스 위치:[0150]

시작 1 - 단편 1에서 TaqI 사이트 4000개 염기 업스트림[0151]

종료 1 - 단편 1의 TaqI 제한 사이트[0152]

시작 2 - 단편 2의 TaqI 제한 사이트[0153]

종료 2 - 단편 2에서 TaqI 사이트의 4000개 염기 다운스트림[0154]

SHAPLEY 분석은 각 마커의 중요성을 보여줄 수 있다. 이는 Random Forest 모델에 대한 마커의 한계 기여도와 관[0155]

련이 있다. 상기 Shapley 값은 모델에 대한 마커의 기여도를 설명하기 위해 기계 학습(Machine learning)에 적

용되는 협동 게임 이론의 솔루션 개념이다.

표 7은 초기 섬유증과 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.[0156]

표 8은 말기 섬유증과 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.[0157]

표 9는 섬유증의 존재와 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.[0158]

표 10은 섬유증 부존재와 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.[0159]

이러한 표에는 다음 정보가 제공된다:[0160]

HC_SHAPLEY - 상태 제어 클래스 SHAPLEY 값[0161]

SSc_SHAPLEY - SSc 클래스 SHAPLEY 값[0162]

E_SHAPLEY - 초기 클래스 SHAPLEY 값[0163]

L_SHAPLEY - 후기 클래스 SHAPLEY 값[0164]

SHAPLEY_diff - 두 클래스의 차이점 SHAPLEY 값[0165]

RPs_class1_class2 - 순위 생성물 차이[0166]

RPrank_class1_class2 - 순위 생성물 순위[0167]

pfp_class1_class2 - 잘못된 예측의 백분율[0168]

pval_class1_class2 - 순위 생성물 Pvalue[0169]

LogFC - 로그 존재비 차이[0170]

FC - 선형 존재비 차이[0171]

마커 및 마커 패널 식별을 위한 접근 방식[0172]

본원에 기술된 발명은 표현형과 밀접하게 연결된 그 자체로 조절 방식으로서의 염색체 형태 프로파일 및 3D 구[0173]

조에 관한 것이다. 바이오마커의 발견은 표현형의 차이를 나타내는 임상 샘플의 대표적인 코호트에 대한 패턴
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인식 및 스크리닝을 통한 주석을 기반으로 한다.

우리는 통계적으로 일관된 조건부 전파 염색체 형태를 식별하기 위해 알려진 유전자의 코딩 및 비-코딩 부분과[0174]

비-코딩 5' 및 3'의 큰 동요(sways)에 걸쳐 게놈의 중요한 부분에 주석을 달고 스크리닝하였고, 예를 들어 오픈

리딩 프레임 내(인트론(intronic)) 또는 외부의 비-코딩 사이트에 고정된다.

최상의 마커를 선택할 때 마커 리드에 대한 통계 데이터 및 p 값을 기준으로 한다. 시그니처 내에서 선택되고[0175]

검증된 염색체 형태는 참조에 사용된 유전자의 발현 프로필과 관계없이 그 자체로 층화 개체를 전파한다. 앵커

링 사이트의 SNP, 유전자 전사 프로파일의 변화, H3K27ac 수준의 변화와 같은 관련 규제 양식에 대한 추가 작업

이 수행될 수 있다.

우리는 표현형에 대한 기본 생물학 및 후생유전학 제어의 기초로부터 임상 표현형 차이 및 계층화에 대한 질문[0176]

을 받고 있다 - 예를 들어 규제 네트워크의 프레임워크를 포함한다. 이와 같이 계층화를 지원하기 위해, 네트워

크의 변화를 캡처할 수 있으며 여러 바이오마커의 시그니처를 통해 수행되는 것이 바람직하며, 예를 들어 마커

감소를 위한 머신 러닝 알고리즘(machine learning algorithm)에 따라 테스트 코호트를 최소한의 노이즈로 계층

화하기 위해 최적의 마커 수를 평가하는 것을 포함한다. 이것은 3-20 마커로 끝날 수 있다.

패널에 대한 마커의 선택은 교차-검증 통계적 성능에 의해 수행될 수 있다(예를 들어 참조 이름에 사용되는 인[0177]

접 유전자의 기능적 관련성에 의한 것이 아님).

마커 패널(인접한 유전자의 이름 포함)은 게놈의 중요한 부분에 걸쳐 14,000-60,000개의 주석이 달린 EpiSwitch[0178]

사이트에 대한 통계적 보급 능력을 편향되지 않은 방식으로 분석하여 게놈의 중요한 부분에 대한 스크리닝에서

클러스터된 선택의 생성물이다. 계층화 문제에 대한 기능적 가치가 알려진 유전자에 대한 염색체 형태의 맞춤형

캡처로 인식되어서는 안된다. 염색체 상호 작용을 위한 총 사이트 수는 120만이므로 가능한 조합 수는 120만 제

곱이다. 그럼에도 불구하고 우리가 따랐던 접근 방식은 관련 염색체 상호 작용을 식별할 수 있게 한다.

이 애플리케이션에서 제공하는 특정 마커는 상태와 통계적으로(중요하게) 연관되어 선택을 통과하였다. 이것은[0179]

관련 표의 데이터가 보여주는 것이다. 각 마커는 관련 조건에서 나타나는 네트워크 규제 완화의 일부인 생물학

적 후생유전학의 사건을 나타내는 것으로 볼 수 있다. 실질적으로 이는 이러한 마커가 대조군과 비교할 때 환자

그룹 전체에 널리 퍼져 있음을 의미한다. 예를 들어, 평균적으로 개별 마커는 전형적으로 테스트한 환자의 80%

와 테스트한 대조군의 10%에 존재할 수 있다.

모든 마커를 단순히 추가하는 것은 일부 규제 완화 간의 네트워크 상호 관계를 나타내지 않는다. 여기서 표준[0180]

다변량 바이오마커 분석 GLMNET(R 패키지)이 도입된다. GLMNET 패키지는 질병 표현형으로 이어지는 규제 완화를

달성하는 데 공동 역할을 반영하는 일부 마커 간의 상호 의존성을 식별하는 데 도움이 된다.

GLMNET 점수가 가장 높은 마커를 모델링하고 테스트하면 환자 코호트를 정확하게 식별하는 마커의 최소 수를 식[0181]

별할 뿐만 아니라, 대조군에서 낮은 유병률의 배경 통계 노이즈로 인해 환자의 대조군에서 최소한의 위양성 결

과를 제공하는 최소 숫자이다. 전형적으로 선택된 마커(예컨대 3~10개)의 그룹(조합)은 조건에 대해 선택된 모

든 통계적으로 유의한 마커의 개별 속성에서 다변량 분석 맥락에서 나타나는 검출의 민감도와 특이성 사이에서

최상의 균형을 제공한다.

본원에서 표는 장거리 상호작용 사이트, 염색체 번호, 병치되는 두 염색체 조각의 시작과 끝 사이의 교차점을[0182]

중첩하는 어레이 분석을 위한 어레이 프로브(60-mer)의 참조 이름을 보여준다.

샘플 준비 및 염색체 상호 작용 검출을 위한 바람직한 양태[0183]

샘플을 준비하고 염색체 형태를 검출하는 방법이 본원에 설명되어 있다.  예를 들어 이 섹션에 설명된 바와[0184]

같이, 이러한 프로세스의 최적화된(전통적이지 않은) 버전을 사용할 수 있다.

전형적으로 상기 샘플에는 적어도 2x10
5
 이상의 세포가 포함된다. 상기 샘플은 최대 5x10

5
 세포를 포함할 수 있[0185]

다. 하나의 양태에서, 상기 샘플은 2 x10
5
 내지 5.5 x10

5
 세포를 포함할 것이다.

염색체 유전자 좌위에 존재하는 후생유전학적 염색체 상호작용의 가교결합이 본원에 기재되어 있다. 이것은 세[0186]

포 용해가 일어나기 전에 수행될 수 있다. 세포 용해는 4분 내지 6분 또는 약 5분과 같이 3분 내지 7분 동안 수

행될 수 있다. 일부 양태에서, 세포 용해는 적어도 5분 이상 및 10분 미만 동안 수행된다.

제한 효소로 DNA를 소화하는 것은 본원에 기술되어 있다. 전형적으로, DNA 제한은 약 55℃ 내지 약 70℃, 예를[0187]
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들어 약 65℃에서 약 10 내지 30분, 예를 들어 약 20분 동안 수행된다.

바람직하게는 평균 단편 크기가 최대 4000 염기쌍인 결찰된 DNA 단편을 생성하는 빈번한 커터 제한 효소가 사용[0188]

된다. 선택적으로 제한 효소는 약 200 내지 300 염기쌍, 예컨대 약 256 염기쌍의 평균 단편 크기를 갖는 결찰된

DNA 단편을 생성한다. 하나의 양태에서, 상기 전형적인 단편 크기는 200개 염기쌍 내지 4,000개 염기쌍, 예컨대

400개 내지 2,000개 또는 500개 내지 1,000개 염기쌍이다.

EpiSwitch 프로세스의 하나의 양태에서 DNA 제한 분해 단계와 DNA 결찰 단계 사이에 DNA 침전 단계가 수행되지[0189]

않는다.

DNA 결찰(DNA ligation)은 본원에 기재되어 있다. 전형적으로 상기 DNA 결찰은 약 10분과 같이 5분 내지 30분[0190]

동안 수행된다.

샘플 내 단백질은 예를 들어 프로테이나제, 선택적으로 프로테이나제 K를 사용하여 효소적으로 분해될 수 있다.[0191]

상기 단백질은 약 30분 내지 1시간 동안, 예를 들어 약 45분 동안 효소적으로 분해될 수 있다. 상기 단백질 소

화 후의 하나의 양태에서, 예를 들어 프로테이나제 K 분해는 가교-결하 역전 또는 페놀 DNA 추출 단계가 없다.

하나의 양태에서, PCR 검출은 바람직하게는 결찰된 핵산의 존재/부존재에 대한 이진 판독으로 결찰된 핵산의 단[0192]

일 카피를 검출할 수 있다.

도 3은 염색체 상호 작용을 검출하는 바람직한 프로세스를 보여준다.[0193]

본 발명의 프로세스 및 용도[0194]

본 발명의 방법은 다른 방식으로 설명될 수 있다.[0195]

이는 다음을 (i) 염색체 상호작용에서 함께 온 염색체 영역의 시험관내 가교-결합하는 단계; (ii) 상기 가교-결[0196]

합된 DNA를 절단 또는 제한 분해 커팅하는 단계; 및 (iii) 상기 가교-결합된 절단된 DNA 말단을 결찰하여 결찰

된 핵산을 형성하는 단계를 포함하는 결찰된 핵산을 만드는 프로세스로 설명될 수 있으며, 여기서 결찰된 핵산

의 검출은 유전자좌위에서 염색체 상태를 결정하는 데 사용될 수 있고, 바람직하게는:

- 상기 유전자좌위는 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 언급된 유전자좌위 또는 영역 중 임의의 것일 수 있고/있거나,[0197]

- 여기에서 염색체 상호작용은 본원에 언급된 임의의 염색체 상호작용이거나 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 개시된[0198]

임의의 프로브에 상응하는 것일 수 있고/있거나,

- 상기 결찰된 생성물은 (i) 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 개시된 임의의 프로브 서열과 동일하거나 상동인 서열;[0199]

또는 (ii) (ii)에 상보적인 서열.

본 발명의 프로세스는 염색체 상호작용이 게놈의 정의된 후생유전학적 활성 영역 내에 존재하는지 또는 부존재[0200]

하는지를 결정하는 것을 포함하는, 집단에서 상이한 하위그룹을 나타내는 염색체 상태를 검출하기 위한 프로세

스로 기술될 수 있으며, 여기서 바람직하게는:

- 상기 하위 그룹은 섬유증의 존재 또는 단계에 의해 정의되고/정의되거나,[0201]

- 상기 염색체 상태는 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 언급된 임의의 위치 또는 영역에 있을 수 있고/있거나,[0202]

- 상기 염색체 상호작용은 표 1, 2, 3, 4, 5 또는 6에 언급된 것 중 임의의 하나이거나 이들 표에 개시된 프로[0203]

브 중 임의의 하나에 해당할 수 있다.

새로운 치료법을 확인하기 위한 본 발명의 프로세스의 용도[0204]

염색체 상호 작용에 대한 지식은 상태에 대한 새로운 치료법을 식별하는 데 사용될 수 있다. 본 발명은 예를 들[0205]

어 섬유증 또는 관련된 하위-상태의 요법과 관련된 새로운 치료제를 확인하거나 설계하기 위해 본원에 정의된

염색체 상호작용의 프로세스 및 용도를 제공한다.

상동체(Homologues)[0206]

폴리뉴클레오타이드/핵산(예를 들어, DNA) 서열의 상동체는 본원에서 언급된다. 이러한 상동체는 전형적으로 적[0207]

어도 70% 이상, 바람직하게는 적어도 80% 이상, 적어도 85% 이상, 적어도 90% 이상, 적어도 95% 이상, 적어도

97% 이상, 적어도 98% 이상 또는 적어도 99% 이상의 상동성, 예를 들어, 적어도 10, 15, 20, 30, 100개 이상의

인접 뉴클레오티드의 영역에 걸쳐, 또는 염색체 상호작용에 관여하는 염색체의 영역으로부터의 핵산 부분에 걸
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쳐 상동성을 갖는다. 상기 상동성은 뉴클레오티드 동일성(때때로 "하드 상동성(hard homology)"이라고 함)에 기

초하여 계산될 수 있다.

그러므로, 특정 양태에서, 폴리뉴클레오티드/핵산(예를 들어, DNA) 서열의 상동체는 백분율 서열 동일성을 참조[0208]

하여 본원에서 언급된다. 전형적으로 이러한 상동체는 적어도 70% 이상, 바람직하게는 적어도 80% 이상, 적어도

85% 이상, 적어도 90% 이상, 적어도 95% 이상, 적어도 97% 이상, 적어도 98% 이상 또는 적어도 99% 이상의 서열

동일성, 예를 들어, 적어도 10, 15, 20, 30, 100개 이상의 인접 뉴클레오티드의 영역에 걸쳐, 또는 염색체 상호

작용에 관여하는 염색체의 영역으로부터의 핵산 부분에 걸쳐 서열 동일성을 갖는다.

예를 들어 상기 UWGCG 패키지는 상동성 및/또는 서열 동일성 %를 계산하는 데 사용할 수 있는 BESTFIT 프로그램[0209]

을 제공한다 (예를 들어 기본 설정에서 사용)(Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395).

예를 들어 Altschul S. F. (1993) J MoI Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J MoI Biol 215:403-

10에 기술된 바와 같이, 상기 PILEUP 및 BLAST 알고리즘은 상동성 및/또는 % 서열 동일성을 계산하고/하거나 서

열을 정렬하는 데 사용할 수 있다(예컨대, 등가 또는 해당 서열 식별(일반적으로 기본 설정에서)).

BLAST 분석을 수행하기 위한 소프트웨어는 National Center for Biotechnology Information을 통해 공개적으로[0210]

사용할 수 있다. 이 알고리즘은 먼저 데이터베이스 서열에서 동일한 길이의 단어와 정렬될 때 일부 양성-임계값

점수 T와 일치하거나 만족하는 쿼리 시퀀스(query sequence)에서 길이(W)의 짧은 단어를 식별하여 높은 점수 시

퀀스 쌍(HSP)을 식별하는 것을 포함한다. T는 이웃 단어 점수 임계값(Altschul et al, supra)이라고 한다. 이러

한 초기 이웃 단어 히트(word hits)는 이를 함유하는 HSP를 찾기 위한 검색을 시작하기 위한 씨앗 역할을 한다.

상기 단어 히트는 누적 정렬 점수가 증가할 수 있는 한 각 서열을 따라 양방향으로 확장된다. 각 방향의 히트

단어에 대한 확장은 상기 누적 정렬 점수는 최대 달성 값에서 정량 X만큼 떨어지는 경우; 상기 누적 점수는 하

나 이상의 음성-점수 잔기 정렬( negative-scoring residue alignments)의 누적으로 인해 0 이하가 되는 경우;

또는 서열의 말단에 도달하는 경우에 중지된다. 상기 BLAST 알고리즘 매개변수 W5 T 및 X는 정렬의 감도와 속도

를  결정한다.  상기  BLAST  프로그램은  기본값으로  11의  단어  길이(W),  50의  BLOSUM62  스코어링  매트릭스

(Henikoff and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919 참조) 정렬(B), 10의 기대(E),

M=5, N=4 및 두 가닥의 비교를 사용한다.

상기 BLAST 알고리즘은 두 서열 간의 유사성에 대한 통계 분석을 수행한다; 예를 들어, Karlin and Altschul[0211]

(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 참조. 상기 BLAST 알고리즘에 의해 제공되는 유사성의 한

척도는 최소 합계 확률(P(N))이며, 이는 두 폴리뉴클레오티드 서열 사이의 일치가 우연히 발생할 확률의 표시를

제공한다. 예를 들어, 제1 서열과 제2 서열의 비교에서 가장 작은 합계 확률이 약 1 미만인 경우, 바람직하게는

약 0.1 미만, 보다 바람직하게는 약 0.01 미만, 가장 바람직하게는 약 0.001 미만인 경우, 서열은 다른 서열과

유사한 것으로 간주된다.

상기 상동성 서열은 전형적으로 1, 2, 3, 4개 이상의 염기, 예컨대 10, 15 또는 20개 미만의 염기(뉴클레오티드[0212]

의 치환, 결실 또는 삽입일 수 있음)가 상이하다. 이들 변화는 상동성 및/또는 서열 동일성 백분율(%)을 계산하

는 것과 관련하여 상기 언급된 임의의 영역에 걸쳐 측정될 수 있다.

예를 들어, '프라이머 쌍(pair of primers)'의 상동성은 다시 단일 서열(두 서열이 함께 연결된 것처럼)로 간주[0213]

되는 또 다른 프라이머 쌍과 비교할 목적으로 두 서열을 단일 서열로 간주하여 계산할 수 있다.

어레이(Arrays)[0214]

제2 핵산 세트는 어레이에 결합될 수 있고, 하나의 양태에서 어레이에 결합된 적어도 15,000, 45,000, 100,000[0215]

또는 250,000개 이상의 상이한 제2 핵산이 있고, 이는 바람직하게는 적어도 300, 900, 2000 또는 5000개의 유전

자좌위를 나타낸다. 하나의 양태에서, 제2 핵산의 상이한 집단 중 하나 이상 또는 모두는 어레이의 하나 초과의

별개의  영역에  결합되며,  사실상  오류  검출을  허용하는  어레이  상에서  반복된다.  상기  어레이는  Agilent

SurePrint G3 Custom CGH 마이크로어레이 플랫폼을 기반으로 할 수 있다. 상기 어레이에 대한 제1 핵산의 결합

검출은 이중 색상 시스템에 의해 수행될 수 있다.

치료제(Therapeutic Agents)[0216]

이 섹션은 하기 모두와 관련이 있다:[0217]

- 본 발명의 프로세스에 의해 선택된 개인에게 제공되는 치료제, 및[0218]
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- 본 발명의 프로세스의 결과에 기초하여 선택되는 치료제.[0219]

본 발명은 특정 개체, 예를 들어 본 발명의 프로세스에 의해 확인된 개체에서 질병 상태를 예방하거나 치료하는[0220]

데 사용하기 위한 치료제를 제공한다. 이는 치료학적 유효량의 제제를 필요로 하는 개인에게 투여하는 것을 포

함할 수 있다. 본 발명은 특정 개체의 상태를 예방하거나 치료하기 위한 약제의 제조에서의 제제의 용도를 제공

한다. 상기 질환 또는 상태는 섬유증, 임의 유형의 섬유증 하위-상태 또는 섬유증 단계일 수 있다.

상기 제제의 제형은 제제의 성질에 따라 달라질 것이다. 상기 제제는 상기 제제 및 약제학적으로 허용되는 담체[0221]

또는 희석제를 함유하는 약학적 조성물의 형태로 제공될 것이다. 적합한 담체 및 희석제는 예를 들어 인산염-완

충 식염수와 같은 등장 식염수 용액을 포함한다. 전형적인 경구 투여 조성물은 정제, 캡슐, 액체 용액 및 액체

현탁액을 포함한다. 상기 제제는 비경구, 정맥내, 근육내, 피하, 경피 또는 경구 투여용으로 제형화될 수 있다.

제제의 용량은 다양한 매개변수, 특히 사용되는 물질; 치료할 개인의 연령, 체중 및 상태; 투여 경로; 그리고[0222]

필요한 요법에 따라 결정될 수 있다. 의사는 특정 제제에 필요한 투여 경로와 용량을 결정할 수 있다. 그러나

적합한 투여량은 예를 들어 1일 1회 내지 3회 복용하는 0.1 내지 100 mg/kg 체중, 예를 들어 1 내지 40 mg/kg

체중일 수 있다.

상기 치료제는 본원에 개시된 임의의 그러한 제제일 수 있거나, 임의의 표에서 본원에 개시된 임의의 단백질 또[0223]

는 유전자를 포함하여 본원에 개시된 임의의 '표적(target)'을 표적화할 수 있다. 조합으로 개시된 임의의 제제

는 또한 개별 투여용으로 개시된 것으로 보아야 한다는 것이 이해된다.

본 발명에 사용될 수 있는 치료제는 다음을 포함한다:[0224]

-  NSAID(예를 들어, 이부프로펜(ibuprofen)) 또는 코르티코스테로이드(예를 들어, 프레드니손(prednisone))와[0225]

같은 염증 요법;

- 아스토실리주맙(astocilizumab), 메토트렉세이트(methotrexate), 사이클로스포린(cyclosporine), 항흉선세포[0226]

글로불린(antithymocyte globulin),  마이코페놀레이트 모페틸(mycophenolate mofetil)  또는 사이클로포스파미

드(cyclophosphamide)와 같은 면역억제 요법;

-  니페디핀(nifedipine),  레닌(renin),  엔도텔린(endothelin),  프로스타글란딘(prostaglandins)  및  산화질소[0227]

(nitric  oxide),  보센탄(bosentan),  에포프로스테놀(epoprostenol)(프로스타사이클린(prostacyclin)) 또는 아

스피린(aspirin)과 같은 혈관 요법;

-  콜히친(colchicine),  파라-아미노벤조산(para-aminobenzoic  acid)(PABA),  디메틸  설폭사이드(dimethyl[0228]

sulfoxide) 또는 D-페니실라민(D-penicillamine)과 같은 항섬유화제.

치료제는 다음으로부터 선택될 수 있다:[0229]

- 레나바숨(lenabasum)[0230]

- IL 4/IL13 조합[0231]

- 면역글로빈(immunoglobin), 바람직하게는 정맥내 전달[0232]

- ROCK 억제제[0233]

- MMF와 피르페니돈(pirfenidone)[0234]

- 온코스타틴(oncostatin) M[0235]

- 푸토탁신 억제제(putotaxin inhibitor)[0236]

- 브렌툭시맙 베도틴(brentuximab vedotin)[0237]

- 테프로투무맙(teprotumumab)[0238]

- TGF 베타 트랩(beta trap), 바람직하게는 TGF 베타 1,3 트랩(TGF beta 1,3 trap).[0239]

아스토실리주맙(Astocilizumab)은 바람직한 치료제이다.[0240]

본원에 언급된 물질의 형태[0241]

본원에 언급된 핵산 또는 치료제와 같은 물질은 정제되거나 분리된 형태일 수 있다. 예를 들어 자연에서 발생하[0242]
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지 않는 다른 물질과 결합하여 존재할 수 있다. 상기 핵산(본원에 정의된 서열의 일부 포함)은 자연에서 발견되

는 것과 다른 서열을 가질 수 있다. 상기 핵산은 5' 또는 3' 말단에 이종 서열을 가질 수 있다. 상기 핵산은 자

연에서 발견되는 것과 화학적으로 상이할 수 있으며, 예를 들어 핵산은 일부 방식으로 변형될 수 있지만 바람직

하게는 여전히 Watson-Crick 염기쌍 형성이 가능하다. 적절한 경우 상기 핵산은 이중 가닥 또는 단일 가닥 형태

로 제공된다. 본 발명은 단일 또는 이중 가닥 형태로 본원에 언급된 모든 특정 핵산 서열을 제공하며, 따라서

개시된 임의의 서열에 대한 상보적 가닥을 포함한다.

본 발명은 예후와 관련된 염색체 상호작용의 검출을 포함하는 본 발명의 임의의 방법을 수행하기 위한 키트를[0243]

제공한다. 이러한 키트는 관련 염색체 상호작용을 검출할 수 있는 특이적 결합 제제, 예를 들어 본 발명의 프로

세스에 의해 생성된 결찰된 핵산을 검출할 수 있는 제제를 포함할 수 있다. 상기 키트에 존재하는 바람직한 제

제는 PCR 반응에서 결찰된 핵산을 증폭할 수 있는, 예를 들어 본원에 기술된 바와 같이, 상기 결찰된 핵산 또는

프라이머 쌍에 혼성화할 수 있는 프로브를 포함한다. 본 발명의 키트는 본원에 개시된 임의의 수의 마커 조합과

같은 마커 패널을 검출하기 위한 수단을 포함할 수 있다.

본 발명은 본 발명의 프로세스를 수행하기 위한 키트를 제조하기 위한 시약의 용도를 제공한다. 이러한 시약은[0244]

본원에 언급된 임의의 프로브 또는 프라이머인 시약을 포함하여 검출 프로세스의 생성물을 검출할 수 있는 제제

와 같은 본원에 언급된 임의의 적합한 물질일 수 있다. 본 발명은 본 발명의 프로세스에서 상기 시약의 용도를

제공한다. 본 발명은 본 발명을 수행하기 위한 수단의 제조에서 상기 시약의 용도를 제공한다. 본 발명은 또한

섬유증의 단계 또는 섬유증의 존재를 검출하는 것을 포함하고 본원에 언급된 임의의 유형의 섬유증을 포함하는

섬유증의 특징을 검출하는 방법을 제공한다.

본 발명은 섬유증의 단계 및/또는 존재와 같은 섬유증과 관련된 진단 정보를 얻는 방법을 제공한다. 본 발명은[0245]

본원에  개시된  염색체  상호작용의  임의의  수  또는  조합에  의해  정의된  염색체  상태를  검출하는  방법을

제공한다. 본 발명은, 예를 들어 본원에 개시된 염색체 상호작용의 임의의 수 또는 조합에 의해 정의된 바와 같

은 염색체 상호작용의 특정 패턴을 검출하는 방법을 제공한다.

본 발명은 관련 염색체 상호작용을 검출할 수 있는 장치를 제공한다. 상기 장치는 바람직하게는 본원에 기재된[0246]

임의의 이러한 제제, 프로브 또는 프라이머 쌍과 같이 염색체 상호작용을 검출할 수 있는 임의의 특이적 결합

제제, 프로브 또는 프라이머 쌍을 포함한다.

본 발명은 예를 들어 본원에 정의된 바와 같이, 섬유증의 특징을 검출하기 위해 본원에 정의된 바와 같은 (예를[0247]

들어 번호 또는 특정 조합에 의해) 염색체 상호작용의 검출 용도를 제공한다. 본 발명은 본 발명의 임의의 방법

에서 시약(예를 들어 프로브, 프라이머, 라벨, 장치 또는 어레이)의 사용을 제공한다.

검출의 임계값(The Threshold of Detection)[0248]

본원에 개시된 마커는 해당 하위 그룹을 결정할 수 있는 '전파 마커(disseminating markers)'로 밝혀졌으며 표[0249]

1 내지 6은 각 마커가 어느 하위 그룹에 존재하는지를 나타낸다.

실질적으로 이는 이러한 마커가 대조군과 비교할 때 관련 하위 그룹 전체에 널리 퍼져 있음을 의미한다(예를 들[0250]

어, FC 값으로 표시됨). 예를 들어, 평균적으로 개인 마커는 전형적으로 관련 하위 그룹의 80%와 대조군(하위

그룹의 경우) 10%에 존재할 수 있다. 개인을 테스트할 때, 상기 결과는 개인의 하위 그룹을 결정할 수 있도록

표 1~6에 표시된 각 마커에 대한 '존재(present)' 및 '부존재(absent)' 염색체 상호 작용의 조합이다. 전형적으

로 표에 표시된 '이상적인(ideal)' 결과와 비교하여 10개 중 적어도 8개 이상의 마커 존재/부존재를 사용하여

개인을 하위 그룹에 할당할 수 있다.

방법의 유형(Types of Method)[0251]

본 발명은 본원에 기술된 바와 같은 섬유증과 관련된 특징을 효과적으로 검출하는 마커에 관한 것이다. 분명히[0252]

상이한 수의 마커를 테스트의 기초로 사용할 수 있다.

하나의 양태에서 본 발명은 염색체 상태와 관련된 염색체 상호작용이 게놈의 정의된 영역 내에 존재하는지 또는[0253]

부존재하는지를 결정하는 것을 포함하는, 집단 내의 하위 그룹을 나타내는 염색체 상태를 검출하기 위한 프로세

스를 제공하며, 여기에서:

(i) 표 1 및 3으로부터 초기 단계 섬유증과 연관된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도[0254]

70% 또는 80% 이상이 존재하는 경우 개인은 초기 단계 섬유증을 갖는 것으로 분류되고/되거나,
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(ii) 표 1 및 3의 초기 단계 섬유증과 연관된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도 70%[0255]

이상 또는 80% 이상이 부존재하는 경우 개인은 초기 단계 섬유증이 없는 것으로 분류되고/되거나,

(iii) 표 1 및 4로부터 후기 단계 섬유증과 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도[0256]

70% 이상 또는 80% 이상이 존재하는 경우 개인은 후기 단계 섬유증을 갖는 것으로 분류되고/되거나,

(iv) 표 1 및 4로부터 후기 단계 섬유증과 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도[0257]

70% 이상 또는 80% 이상이 부존재하는 경우 개인은 후기 단계 섬유증이 없는 것으로 분류되고/되거나,

(v) 표 2 및 5로부터 섬유증의 존재와 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도 70%[0258]

이상 또는 80% 이상이 존재하는 경우 개인은 섬유증을 갖는 것으로 분류되고/되거나,

(vi) 표 2 및 5로부터 섬유증의 존재와 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도 70%[0259]

이상 또는 80% 이상이 부존재하는 경우 개인은 섬유증이 없는 것으로 분류되고/되거나,

(vii) 표 2 및 6으로부터 섬유증의 부존재와 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어도[0260]

70% 이상 또는 80% 이상이 존재하는 경우 개인은 섬유증이 없는 것으로 분류되고/되거나,

(viii) 표 2 및 6으로부터 섬유증의 부존재와 관련된 하나 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되고 이들 중 적어[0261]

도 70% 이상 또는 80% 이상이 부존재하는 경우 개인은 섬유증을 갖는 것으로 분류된다.

이러한 양태에서, 예를 들어 본원에 기재된 바와 같이 마커의 임의의 수 및 조합이 타이핑될 수 있다.[0262]

검출 프로세스(Detection Process)[0263]

하나의 양태에서, 염색체 상호작용과 관련된 결찰된 서열의 정량적 검출은 PCR 반응 동안 활성화시 검출가능한[0264]

프로브를 사용하여 수행되며, 여기서 상기 결찰된 서열은 후생유전학적 염색체 상호작용에서 함께 오는 2개의

염색체 영역으로부터의 서열을 포함하고, 여기서 상기 프로셋스는 PCR 반응 동안 결찰된 서열을 프로브와 접촉

시키는 단계, 및 프로브의 활성화 정도를 검출하는 단계를 포함하고, 여기서 상기 프로브는 결찰 부위에 결합한

다. 상기 프로세스는 전형적으로 이중 표지된 형광 가수분해 프로브(dual  labelled  fluorescent  hydrolysis

probe)를 사용하여 MIQE 준수 방식(MIQE compliant manner)으로 특정 상호 작용을 검출할 수 있다.

상기 프로브는 일반적으로 비활성 및 활성 상태가 있는 검출 가능한 라벨로 라벨링되어 활성화된 경우에만 검출[0265]

된다. 상기 활성화 정도는 PCR 반응에 존재하는 주형(결찰 생성물)의 정도와 관련될 것이다. PCR의 전부 또는

일부 동안, 예를 들어 PCR 사이클의 적어도 50% 이상 또는 80% 이상 동안 검출이 수행될 수 있다.

상기 프로브는 올리고뉴클레오티드의 하나의 말단에 공유적으로 부착된 형광단, 및 상기 뉴클레오티드의 다른[0266]

말단에 부착된 켄처를 포함할 수 있어, 형광단의 형광이 켄처에 의해 켄칭된다. 하나의 양태에서 상기 형광단은

올리고뉴클레오티드의 5' 말단에 부착되고, 상기 켄처는 올리고뉴클레오티드의 3' 말단에 공유 결합된다.

본 발명의 프로세스에서 사용될 수 있는 형광단은 FAM, TET, JOE, Yakima Yellow, HEX, Cyanine3, ATTO 550,[0267]

TAMRA, ROX, Texas Red, Cyanine 3.5, LC610, LC 640, ATTO 647N, Cyanine 5, Cyanine 5.5 및 ATTO 680를 포

함한다. 상기 적절한 형광단과 함께 사용될 수 있는 켄처는 TAM, BHQ1, DAB, Eclip, BHQ2 및 BBQ650을 포함하

며, 선택적으로 상기 형광단은 HEX, Texas Red 및 FAM에서 선택된다. 형광단 및 켄처의 바람직한 조합은 FAM과

BHQ1 및 Texas Red와 BHQ2를 포함한다.

qPCR 분석에서 프로브 사용(Use of the Probe in a qPCR Assay)[0268]

본 발명의 가수분해 프로브는 전형적으로 농도 매칭 음성 대조군으로 최적화된 온도 구배이다. 바람직하게는 단[0269]

일-단계 PCR 반응이 최적화된다. 보다 바람직하게는 표준 곡선이 계산된다. 상기 결찰된 서열의 접합부를 가로

질러 결합하는 특정 프로브를 사용하는 이점은 중첩된 PCR 접근법을 사용하지 않고도 결찰된 서열에 대한 특이

성을 달성할 수 있다는 것이다. 본원에 설명된 프로세스는 낮은 카피 수 표적의 정확하고 정밀한 정량화를 가능

하게 한다. 상기 표적 결찰된 서열은 예를 들어 온도 구배 최적화 이전에 겔-정제와 같이 정제될 수 있다. 상기

표적 결찰된 서열은 시퀀싱될 수 있다. 바람직하게는 PCR 반응은 약 10ng, 또는 5 내지 15ng, 또는 10 내지

20ng, 또는 10 내지 50ng, 또는 10 내지 200ng 주형 DNA를 사용하여 수행된다. 정방향 및 역방향 프라이머는 결

찰된 DNA 서열에서 표현되는 염색체 영역 중 하나의 서열에 하나의 프라이머가 결합하도록 설계되며, 다른 프라

이머는 예를 들어 상기 서열에 상보적으로 결찰된 DNA 서열에 나타난 다른 염색체 영역에 결합한다.

결찰된 DNA 표적의 선택(Choice of Ligated DNA Target)[0270]
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본 발명은 연결된 서열에 결합하고 증폭하는 능력에 따라 프라이머를 선택하는 단계 및 결합할 표적 서열의 특[0271]

성, 특히 표적 서열의 곡률에 기초한 프로브 서열을 선택하는 단계를 포함하는 본원에 정의된 바와 같이 PCR 프

로세스에서 사용하기 위한 프ㄹㆍ머 및 프로브를 선택하는 단계를 포함한다.

프로브는 전형적으로 제한 사이트에 걸쳐 병치된 제한 단편인 결찰된 서열에 결합하도록 설계/선택된다. 본 발[0272]

명의 하나의 양태에서, 특정 염색체 상호작용과 관련된 가능한 결찰된 서열의 예측된 곡률은 예를 들어 본원에

언급된 특정 알고리즘을 사용하여 계산된다. 상기 곡률은 나선형 회전당 각도(예를 들어, 나선형 회전당 10.5°

로 표현될 수 있다. 결찰된 서열은 나선형 회전당 적어도 5°이상, 전형적으로 나선형 회전당 적어도 10°, 15

°또는 20°이상, 예를 들어 나선형 회전당 5°내지 20°의 곡률 성향 피크 점수를 갖는 표적화를 위해 선택된

다. 바람직하게는 나선 회전당 곡률 성향 점수는 적어도 20, 50, 100, 200 또는 400개의 염기, 예를 들어 결찰

사이트의 업스트림 및/또는 다운스트림의 20 내지 400개의 염기에 대해 계산된다. 따라서 하나의 양태에서 상기

결찰된 생성물의 표적 서열은 이러한 곡률 수준 중 임의의 것을 갖는다. 가장 낮은 열역학적 구조 자유 에너지

를 기준으로 표적 서열을 선택할 수도 있다.

특정 양태[0273]

하나의 양태에서 염색체 내 상호작용만이 타이핑/검출되고 염색체 외 상호작용(서로 다른 염색체 사이)은 타이[0274]

핑/검출되지 않는다. 

특정 양태에서 특정 염색체 상호작용, 예를 들어 본원에 언급된 임의의 특정 상호작용(예를 들어 본원에 언급된[0275]

임의의 프로브 또는 프라이머 쌍에 의해 정의됨)은 타이핑되지 않는다. 일부 양태에서 염색체 상호작용은 본원

에 언급된 염색체 상호작용과 관련된 임의의 유전자에 타이핑되지 않는다.

본원에 제공된 데이터는 상기 마커가 관련 질병 상황에 대한 사례(cases)와 비-사례(non-cases)를 구별할 수 있[0276]

는 마커를 '전파(disseminating)'한다는 것을 보여준다. 따라서 본 발명을 수행할 때 당업자는 개인이 속한 하

위 그룹의 상호 작용을 감지하여 결정할 수 있다. 하나의 실시양태에서, 관련 하위 그룹 상황과 연관된 형태로

테스트된 마커의 적어도 70% 이상 검출의 임계값을 사용하여 개인이 관련 하위 그룹에 속하는지 여부를 결정할

수 있다.

하나의 양태에서, 임의의 표에 개시된 임의의 단일 마커는 (예를 들어, 동일한 표 또는 하나 이상의 다른 표로[0277]

부터의) 본원에 개시된 마커의 임의의 다른 수 또는 조합으로 함께 타이핑될 수 있다. 하나의 양태에서 1, 2,

3, 4개 이상의 마커 그룹이 각각 본원에 개시된 마커의 수 또는 조합으로 타이핑될 수 있다.

하나의 양태에서, 200개 이하의 마커가 타이핑되고, 예를 들어 100개 이하의 마커, 50개 이하, 25개 이하 또는[0278]

20개 이하의 마커가 타이핑된다. 하나의 양태에서, 표에 나타낸 특정 마커의 200개 이하가 타이핑되며, 예를 들

어 100개 이하, 50개 이하, 25개 이하 또는 20개 이하의 이러한 마커가 타이핑된다.

스크리닝 프로세스(Screening process)[0279]

본 발명은 상이한 상태의 염색체를 갖는 하위 그룹으로부터의 제1 핵산 세트를 제2 인덱스 핵산 세트와 접촉시[0280]

키고, 상보적 서열이 혼성화되도록 하는 단계를 포함하는, 어떤 염색체 상호작용이 모집단의 예후 하위 그룹에

상응하는 염색체 상태와 관련이 있는지를 결정하는 프로세스를 제공하고, 여기서 핵산의 제1 및 제2 세트의 핵

산은 염색체 상호작용에서 함께 온 염색체 영역 모두로부터의 서열을 포함하는 결찰된 생성물을 나타내고, 여기

서 제1 및 제2 세트의 핵산 사이의 혼성화 패턴은 어떤 염색체 상호작용이 예후 하위 그룹에 특이적인지 결정할

수 있게 한다. 상기 하위 그룹은 예를 들어 특정 상태 또는 요법과 관련하여 본원에 정의된 특정 하위 그룹 중

임의의 것일 수 있다.

간행물(Publications)[0281]

본원에 언급된 모든 간행물의 내용은 본 명세서에 참조로 포함되며 본 발명과 관련된 특징을 추가로 정의하는[0282]

데 사용될 수 있다. 모든 우선권 출원의 내용은 본 명세서에 참조로 포함되며 본 발명과 관련된 특징을 정의하

는 데 사용될 수 있다.

분류기 사용(Use of a Classifier)[0283]

본 발명의 방법은 예를 들어 민감도 또는 특이성과 같은 성능을 증가시킬 수 있는 분류기를 사용하여 개인에서[0284]

확인된 염색체 상호작용의 분석을 포함할 수  있다.  상기  분류기는 전형적으로 모집단의 샘플에 대해 '훈련

(trained)'된 것이며 이러한 훈련은 분류기가 본원에 언급된 하위 그룹을 검출하는 데 도움이 될 수 있다.
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특정 실시양태(Specific Embodiments)[0285]

번호가 매겨진 단락을 참조하여 특정 실시양태가 설명될 것이다:[0286]

단락 1. 염색체 상태와 관련된 염색체 상호작용이 게놈의 정의된 영역 내에 존재하는지 여부를 결정하는 단계를[0287]

포함하는 모집단에서 개체의 하위그룹을 나타내는 염색체 상태를 검출하는 프로세스로서;

- 여기서 상기 염색체 상호작용은 염색체 상호작용이 모집단의 하위그룹에 상응하는 염색체 상태와 관련이 있는[0288]

지를 결정하는 프로세스에 의해 선택적으로 식별되고, 염색체의 상이한 상태를 갖는 하위그룹으로부터 제1 핵산

세트를 인덱스 제2 핵산 세트와 접촉시키는 단계 및 상보적 서열이 혼성화되도록 허용하는 단계를 포함하며, 여

기서 핵산의 제1 및 제2 핵산 세트는 염색체 상호작용에서 함께 온 염색체 영역 모두로부터 서열을 포함하는 결

찰된 생성물을 나타내고, 여기서 제1 및 제2 핵산 세트 사이의 혼성화 패턴은 염색체 상호작용이 하위그룹에 특

이적인지 결정할 수 있게 하고;

및[0289]

- 상기 하위그룹은 섬유증의 단계 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:[0290]

(i) 표 1에 열거된 영역 또는 유전자 중 어느 하나에 존재하고/존재하거나;[0291]

(ii) 표 1에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표현된 염색체 상호작용 중 임의의 하나에 해당하고/해당하거나;[0292]

(iii) 측면(flanks) (i) 또는 (ii)를 포함하거나 측면에 있는 4,000개의 염기 영역에 존재함;[0293]

또는[0294]

- 상기 하위그룹은 섬유증의 존재 및 염색체 상호작용에 관한 것으로:[0295]

(a) 표 2에 열거된 영역 또는 유전자 중 어느 하나에 존재하고/존재하거나;[0296]

(b)　표 2에 나타낸 임의의 프로브에 의해 표현된 염색체 상호작용 중 임의의 하나에 해당하고/하거나;[0297]

(c) 측면 (a) 또는 (b)를 포함하거나 측면에 있는 4,000개 염기 영역에 존재하는 것인 프로세스.[0298]

단락 2. 단락 1에 있어서, 상기 하위집단이 경화증의 단계 또는 경화증의 존재와 관련되는 것인 프로세스.[0299]

단락 3. 단락 1 또는 2에 있어서, 염색체 상호작용의 특정 조합이 표 1의 프로브에 의해 표현된 염색체 상호작[0300]

용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또는 20개를 포함하는 타이핑되는 것인 프로세스.

단락 4. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 표 2의 프로브로 나타낸 염색체 상호작용 중 적어도 3, 5, 8, 10 또[0301]

는 20개를 포함하는 염색체 상호작용의 특정 조합이 타이핑되는 프로세스.

단락 5. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 섬유증 초기 단계인지 말기 단계인지를 검출하기 위해 시행되는 것[0302]

인 프로세스

단락 6. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 개체에서 섬유증의 단계를 결정하기 위해 수행되고 표 1의 프로브에[0303]

의해 표시되는 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되는 것인 프로세스.

단락 7. 단락 1 내지 4 중 어느 하나에 있어서, 개인에서 섬유증의 존재 단계를 결정하기 위해 수행되고 표 2의[0304]

프로브로 표시되는 적어도 10개 이상의 염색체 상호작용이 타이핑되는 것인 프로세스.

단락 8. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 염색체 상호작용이 타이핑되는 프로세스:[0305]

- 개체로부터 샘플에서, 및/또는[0306]

- 염색체 상호작용의 사이트에서 DNA 루프의 존재 또는 부존재를 검출함으로서, 및/또는[0307]

- 염색체 형태로 모이는 염색체 원위 영역의 존재 또는 부존재 검출하는 단계, 및/또는[0308]

- 상기 타이핑 동안 생성되고, 염색체 상호작용에 함께 오는 염색체의 영역에 각각 상응하는 2개의 영역을 포함[0309]

하는 서열을 포함하는 결찰된 핵산의 존재를 검출함으로서, 

상기 결찰된 핵산의 검출은 바람직하게는,[0310]

(i) 표 1 또는 2에 언급된 임의의 프로브 서열과 적어도 70% 이상 동일성을 갖는 프로브에 의해; 및/또는[0311]
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(ii) 표 1 또는 2의 임의의 프라이머 쌍과 적어도 70% 이상 동일성을 갖는 프라이머 쌍에 의해 타이핑되는 것인[0312]

프로세스.

단락 9. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, [0313]

- 제2 핵산 세트는 제1 핵산 세트보다 더 큰 그룹의 개체에서 나온 것이고/이거나;[0314]

- 제1 핵산 세트는 적어도 8명 이상의 개체에서 나온 것이고/이거나;[0315]

- 제1 핵산 세트는 바람직하게는 제1 하위그룹과 중첩되지 않는 제1 하위 그룹으로부터 적어도 4명 이상의 개체[0316]

및 제2 하위 그룹으로부터 적어도 4명 이상의 개체로부터 유래한다.

단락 10. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 여기서:[0317]

- 제2 핵산 세트는 선택되지 않은 그룹을 나타내고/나타내거나;[0318]

- 여기서 제2 핵산 세트는 정의된 위치에서 어레이에 결합되고/결합되거나;[0319]

- 여기서 제2 핵산 세트는 적어도 100개 이상의 상이한 유전자에서 염색체 상호작용을 나타내고/나타내거나;[0320]

- 제2 핵산 세트는 적어도 1,000개 이상의 상이한 염색체 상호작용을 나타내는 적어도 1,000개 이상의 상이한[0321]

핵산을 포함하고/포함하거나;

- 여기서 제1 핵산 세트 및 제2 핵산 세트는 길이가 10 내지 100개의 뉴클레오티드 염기인 적어도 100 개 이상[0322]

의 핵산을 포함하는 프로세스.

단락 11.  상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 제1 핵산 세트는 다음 단계를 포함하는 프로세스에서 얻을 수[0323]

있다:

(i) 염색체 상호작용에서 함께 온 염색체 영역의 가교-결합하는 단계;[0324]

(ii) 선택적으로로 효소에 의한 제한 분해 절단에 의해 상기 가교-결합된 영역을 절단하는 단계; 및[0325]

(iii) 상기 가교-결합된 절단된 DNA 말단을 결찰하여 제1 핵산 세트(특히 결찰된 DNA를 포함함)를 형성하는 단[0326]

계.

단락 12. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 상기 게놈의 정의된 영역은:[0327]

(i) 단일 뉴클레오티드 다형성(single nucleotide polymorphism) (SNP)을 포함하고/포함하거나;[0328]

(ii) 마이크로 RNA(miRNA)를 발현하고/발현하거나;[0329]

(iii) 비-코딩 RNA(ncRNA)를 발현하고/발현하거나;[0330]

(iv) 적어도 10개 이상의 인접 아미노산 잔기를 인코딩하는 핵산 서열을 발현하고/발현하거나;[0331]

(v) 조절 요소를 표현하고/표현하거나;[0332]

(vii) CTCF 결합 사이트를 포함한다.[0333]

단락 13. 상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 여기서[0334]

- 프로세스 결과는 보고서로 제공되고/제공되거나;[0335]

- 프로세스의 결과는 치료 일정을 선택하는 데 사용되고/사용되거나;[0336]

- 프로세스의 결과는 개인을 위한 특정 요법을 선택하는 데 사용되고/사용되거나;[0337]

- 의학적 치료(medical treatment)를 위한 개인을 선택하는 과정이 진행되는 것인 프로세스.[0338]

단락 14. 단락 1 내지 12 중 어느 하나에 있어서, 섬유증 치료제를 확인 또는 디자인하기 위해 수행되는 방법으[0339]

로서;

- 바람직하게 상기 방법은 후보 제제가 섬유증과 관련된 염색체 상태에 변화를 야기할 수 있는지 여부를 검출하[0340]

기 위해 사용되고;

- 상기 염색체 상호작용은 표 1 또는 2에서 임의의 프로브로 표시 조합이며/조합이거나;[0341]
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- 염색체 상호작용은 표 1 또는 2에 열거된 임의의 영역 또는 유전자에 존재하며;[0342]

선택적으로:[0343]

- 염색체 상호작용이 단락 1 또는 2에 정의된 하위 그룹과 관련이 있는지를 결정하는 프로세스에 의해 염색체[0344]

상호작용이 확인되고/확인되거나;

- 염색체 상호작용의 변화는 (i) 표 1 또는 2에 언급된 임의의 프로브 서열과 적어도 70% 이상의 동일성을 갖는[0345]

프로브, 및/또는 (ii) 표 1 또는 2의 임의의 프라이머 쌍과 적어도 70% 이상의 동일성을 갖는 프라이머 쌍을 사

용하여 모니터링하는 것인 프로세스.

단락 15. 단락 14에 있어서, 상기 염색체 상호작용의 검출에 기초하여 표적을 선택하는 단계를 포함하며, 바람[0346]

직하게는 섬유증 치료제를 확인하기 위해 표적의 조절자를 스크리닝하는 단계를 포함하며, 상기 표적은 선택적

으로 단백질인 프로세스.

단락 16.상기 단락 중 어느 하나에 있어서, 상기 타이핑 또는 검출은 PCR 반응 동안 결찰된 생성물을 증폭시킬[0347]

수 있는 프라이머 및 결찰 사이트에 결합하는 프로브를 사용하는 정량적 PCR(qPCR)에 의한 결찰된 생성물의 특

이적 검출을 포함하고, 상기 프로브는 염색체 상호작용에서 함께 온 각각의 염색체 영역으로부터의 서열에 상보

적인 서열을 포함하고,

바람직하게 상기 프로브는 [0348]

상기 결찰된 생성물에 특이적으로 결합하는 올리고뉴클레오티드, 및/또는[0349]

상기 올리고뉴클레오티드의 5' 말단에 공유 결합된 형광단, 및/또는[0350]

상기 올리고뉴클레오티드의 3' 말단에 공유결합으로 부착된 퀜처(quencher)를 포함하며,[0351]

선택적으로는,[0352]

상기 형광단은 HEX, Texas Red 및 FAM에서 선택되고/되거나;[0353]

상기 프로브는 10 내지 40개의 뉴클레오티드 염기 길이, 바람직하게는 20 내지 30개의 뉴클레오티드 염기 길이[0354]

의 핵산 서열을 포함하는 것인 프로세스.

단락 17, 단락 1 내지 12 및 16 중 어느 한 단락에 따른 방법에 의해 치료제가 필요한 것으로 확인된 개체에서[0355]

섬유증을 치료하는 방법에 사용하기 위한 치료제.

특정 양태(Specific Aspects)[0356]

EpiSwitch™ 플랫폼 기술은 유전자좌위에서 정상 상태와 비정상 상태 사이의 규제 변화에 대한 후생유전학적 규[0357]

제 시그니처를 검출한다. 상기 EpiSwitch™ 플랫폼은 염색체 형태 시그니처로도 알려진 인간 염색체의 조절 고

차 구조(regulatory high order structures)와 관련된 유전자 조절의 근본적인 후생유전학적 수준을 식별하고

모니터링한다. 염색체 시그니처는 일련의 유전자 규제 완화에서 뚜렷한 기본 단계이다. 이들은 DNA 메틸화 및

RNA 프로파일링과 같은 후기 후생유전학 및 유전자 발현 바이오마커를 활용하는 바이오마커 플랫폼에 대해 고유

한 장점을 가진 고차 바이오마커이다.

EpiSwitch™ 어레이 분석(EpiSwitch™ Array Assay)[0358]

상기 맞춤형 EpiSwitch™ 어레이-스크리닝 플랫폼은 4가지 밀도, 15K, 45K, 100K 및 250K 고유 염색체 형태로[0359]

제공되며 각 키메라 단편은 상기 어레이에서 4번 반복되어 유효 밀도를 각각 60K, 180K, 400K 및 1백만으로 만

든다.

맞춤 설계된 EpiSwitch™ 어레이(Custom Designed EpiSwitch™ Arrays)[0360]

상기 15K EpiSwitch™ 어레이는 EpiSwitch™ 바이오마커 발견 기술로 조사된 약 300개의 유전자좌위를 포함하여[0361]

전체 게놈을 스크리닝할 수 있다. 상기 EpiSwitch™ 어레이는 Agilent SurePrint G3 Custom CGH 마이크로어레

이 플랫폼에 구축된다; 이 기술은 4개의 밀도, 60K, 180K, 400K 및 1백만 프로브를 제공한다. 상기 어레이당 밀

도는 각 EpiSwitch™ 프로브가 4중으로 제공되므로 15K, 45K, 100K 및 250K로 감소하므로 재현성의 통계적 평가

가 가능하다. 유전적 유전자좌위당 조사되는 잠재적인 EpiSwitch™ 마커의 평균 수는 50개이므로 조사할 수 있

는 유전자좌위의 수는 300, 900, 2000 및 5000개이다.
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EpiSwitch™ 맞춤형 어레이 파이프라인(EpiSwitch™ Custom Array Pipeline)[0362]

상기 EpiSwitch™ 어레이는 EpiSwitch™ 라이브러리 생성 후 Cy5로 레이블된 하나의 세트의 샘플과 Cy3으로 레[0363]

이블된 비교/분석할 다른 샘플(대조군) 세트가 있는 이중 색상 시스템이다. Agilent SureScan Scanner를 사용하

여 어레이를 스캔하고 Agilent Feature Extraction 소프트웨어를 사용하여 추출한 결과 기능을 사용한다. 그런

다음 상기 데이터는 R의 EpiSwitch™ 어레이 처리 스크립트를 사용하여 프로세싱된다. 상기 어레이는 R: Limma*

의 Bioconductor에서 표준 이중 색상 패키지를 사용하여 프로세싱된다. 어레이의 정규화는 Limma*의 정규화된

어레이 내 기능을 사용하여 수행되며 이는 온칩(on chip) Agilent 양성 대조군과 EpiSwitch™ 양성 대조군에 대

해 수행된다. Agilent Flag 콜을 기반으로 데이터가 필터링되고, Agilent control 프로브가 제거되고, 기술 복

제 프로브가 Limma*를 사용하여 분석되도록 평균화된다. 상기 프로브는 비교되는 두 시나리오 간의 차이를 기반

으로  모델링된  다음  False  Discovery  Rate를  사용하여  수정된다.  변이  계수(CV)가  <=-1.1  또는  =>1.1이고

p<=0.1 FDR p-값을 통과하는 <=30%인 프로브를 추가 스크리닝에 사용한다. 상기 프로브 세트를 추가로 감소시키

기 위해 R의 FactorMineR 패키지를 사용하여 다중 요인 분석을 수행하였다.

* 참고: LIMMA는 마이크로어레이 실험에서 차등 발현을 평가하기 위한 선형 모델 및 경험적 베이즈 프로세스[0364]

(Empirical Bayes Processes)이다. Limma는 마이크로어레이 또는 RNA-Seq에서 발생하는 유전자 발현 데이터 분

석을 위한 R 패키지이다. 

상기 프로브 풀은 최종 선택을 위해 조정된 p-값, FC 및 CV <30%(임의 컷오프 포인트(cut off point)) 매개변수[0365]

를 기반으로 초기에 선택된다. 추가 분석 및 최종 목록은 처음 두 개 매개변수(adj. p-value; FC)만을 기반으로

작성된다.

통계 파이프라인(Statistical Pipeline)[0366]

EpiSwitch™ 스크리닝 어레이는 EpiSwitch™ PCR 플랫폼으로 변환할 고가의 EpiSwitch™ 마커를 선택하기 위해[0367]

R의 EpiSwitch™ 분석 패키지를 사용하여 처리된다.

1 단계[0368]

프로브는 수정된 선형 회귀 모델(modified linear regression model)의 생성물인 수정된 p-값(False Discovery[0369]

Rate,  FDR)을 기반으로 선택된다. p-값 <=  0.1  미만의 프로브를 선택한 다음 후생유전학적 비율(Epigenetic

ratio, ER)에 의해 추가로 감소시키며, 추가 분석을 위해 선택하려면 프로브 ER이 <=-1.1 또는 =>1.1이어야 한

다. 마지막 필터는 변동 계수(CV)이며, 프로브는 <=0.3 미만이어야 한다.

2 단계[0370]

통계  목록의  상위  40개  마커는  PCR  번역용  마커로  선택하기  위해  ER을  기준으로  선택된다.  음성  ER  부하[0371]

(negative ER load)가 가장 높은 상위 20개 마커와 양성 ER 부하(positive ER load)가 가장 높은 상위 20개 마

커가 목록을 형성한다.

3 단계[0372]

1 단계의 결과 마커인, 통계적으로 유의한 프로브는 초기하 농축(hypergeometric enrichment, HE)을 사용하여[0373]

농축 분석의 기반을 형성한다. 이 분석을 통해 중요한 프로브 목록에서 마커를 줄일 수 있으며, 2단계의 마커와

함께 EpiSwitch™ PCR 플랫폼으로 번역된 프로브 목록을 형성한다.

통계적 프로브는 HE에 의해 프로세싱되어 어떤 유전적 위치가 후생유전학적 차이의 허브인지를 나타내는 통계적[0374]

으로 유의미한 프로브가 풍부함을 결정한다.

수정된 p-값을 기반으로 가장 중요한 풍부한 유전자좌위가 프로브 목록 생성을 위해 선택된다. 0.3 또는 0.2의[0375]

p-값 미만의 유전 위치가 선택된다. 2  단계의 마커와 함께 이러한 유전적 위치에 매핑되는 통계적 프로브는

EpiSwitch™ PCR 변환을 위한 높은 가치의 마커를 형성한다.

어레이 설계 및 프로세싱(Array design and processing)[0376]

어레이 설계(Araay design)[0377]

1. 유전적 유전자좌위는 SII 소프트웨어(현재 v3.2)를 사용하여 다음과 같이 처리된다.[0378]

a.이러한 특정 유전자좌위에서 게놈의 서열을 추출한다(업스트림 50kb 및 다운스트림 20kb의 유전자 서[0379]
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열).

b. 이 영역 내의 서열이 CC에 포함될 확률을 정의한다.[0380]

c. 특정 RE를 사용하여 서열을 커팅한다.[0381]

d. 어떤 제한 단편이 특정 방향에서 상호 작용할 가능성이 있는지 확인한다.[0382]

e. 서로 다른 CCs가 함께 상호 작용할 가능성의 순위를 매긴다.[0383]

2. 어레이 크기와 사용 가능한 프로브 위치 수 결정(x)[0384]

3. x/4 상호 작용을 꺼내다.[0385]

4. 각 상호작용에 대해 1 부분에서 제한 사이트까지 30bp, 2 부분의 제한 사이트까지 30bp의 순서를 정의한다.[0386]

반복되지 않는 영역을 확인하고, 그렇다면 제외하고 목록에서 다음 상호 작용을 제거한다. 두 30bp를 결합하여

프로브를 정의한다..

5.x/4 프로브와 정의된 대조군 프로브의 목록을 생성하고 어레이에 생성할 목록을 생성하기 위해 4번 복제한다.[0387]

6. 맞춤형 CGH 어레이를 위해 Agilent Sure 디자인 웹사이트에 프로브 목록을 업로드한다.[0388]

7. 프로브 그룹을 사용하여 Agilent 맞춤형 CGH 어레이를 설계한다.[0389]

어레이 프로세싱(Array Processing)[0390]

1.템플릿 생산을 위해 EpiSwitch™ 표준 작업 절차(SOP)를 사용하여 샘플을 처리한다.[0391]

2. 어레이 프로세싱 실험실에서 에탄올 침전으로 깨끗하게 한다.[0392]

3. Agilent SureTag complete DNA 라벨링 키트에 따라 샘플 프로세스- 게놈 DNA 분석을 위한 애질런트 올리고[0393]

뉴클레오티드 어레이 기반 CGH 혈액, 세포 또는 조직용 효소 라벨링

4.Agilent 특징 추출 소프트웨어를 사용하여 Agilent C 스캐너로 스캔한다.[0394]

EpiSwitch
TM
 바이오마커 시그니처는 복잡한 질병 표현형의 계층화에서 높은 견고성, 민감도 및 특이성을 보여준[0395]

다. 이 기술은 매우 유익한 후생유전학적 바이오마커 클래스로서 염색체 형태 시그니처의 모니터링 및 평가, 후

성유전학 과학의 최신 혁신을 활용한다. 학문적 환경에 배치된 현재 연구 방법은 CCS를 검출하기 위해 세포 물

질의 생화학적 처리에 3일에서 7일을 필요로 한다. 이러한 절차는 감도와 재현성이 제한되어 있다; 또한 설계

단계에서 EpiSwitch™ 분석 패키지가 제공하는 목표 통찰력의 이점을 누리지 못한다.

EpiSwitch™ 어레이 인실리코 마커 식별(EpiSwitch™ Array in silico marker identification)[0396]

게놈 전체의 CCS 사이트는 모든 관련 계층화 리드 바이오마커를 식별하기 위해 테스트 코호트의 임상 샘플에서[0397]

EpiSwitch™ 어레이에 의해 직접 평가된다. EpiSwitch™ 어레이 플랫폼은 높은-처리량과 많은 수의 유전자좌위

를 빠르게 스크리닝할 수 있는 능력으로 인해 마커 식별에 사용된다. 상기 사용된 어레이는 Agilent 맞춤형-CGH

어레이로, 인 실리코(in silico) 소프트웨어를 통해 식별된 마커를 조사할 수 있다.

EpiSwitch™PCR[0398]

EpiSwitch™ 어레이로 식별된 잠재적 마커는 EpiSwitch™ PCR 또는 DNA 시퀀서(sequencers) (예를 들어, Roche[0399]

454, Nanopore MinION 등)로 검증된다. 통계적으로 유의하고 최고의 재현성을 나타내는 상위 PCR 마커는 최종

EpiSwitch™ 시그니처 세트(final EpiSwitch™ Signature Set)로 추가 감소를 위해 선택되며, 독립적인 샘플

코호트에서  검증된다.  EpiSwitch™  PCR은  표준화된  작동  절차 프로토콜에 따라 숙련된 기술자가 수행할 수

있다.

모든 프로토콜 및 시약 제조는 ISO 13485 및 9001 인증에 따라 수행되어 작업의 품질과 프로토콜 전송 기능을[0400]

보장한다. EpiSwitch™ PCR 및 EpiSwitch™ 어레이 바이오마커 플랫폼은 전혈 및 세포주 분석과 호환된다. 상기

테스트는 소량의 혈액을 사용하여 매우 적은 복제 수에서 이상을 감지할 만큼 충분히 민감하다.

표에 사용된 주석(Annotations Used in The Tables)[0401]

상기 표는 본 발명의 측면에서 사용되는 프로브 및 프라이머의 특정 세트에 이름을 제공한다. 다음 PCR 마커 세[0402]
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트에 대한 대체 프라이머 이름은하기와 같다:

For OBD168-669.671: OBD168-013.015[0403]

For OBD168-1729.1731: OBD168-265.267[0404]

For OBD168-1841.1843: OBD168-353.355[0405]

For OBD168-1361.1363: OBD168-97.99[0406]

For OBD168-1529.1531: OBD168-645.647[0407]

For OBD168-681.683: OBD168-661.663[0408]

For OBD168-921.923: OBD168-717.719[0409]

For OBD168-893.895: OBD168-705.707[0410]

For OBD168-1273.1275: OBD168-749.751[0411]

For OBD168-1629.1631: OBD168-737.739[0412]

For OBD168-885.887: OBD168-733.735[0413]

For OBD168-1741.1743: OBD168-781.783[0414]

도면의 간단한 설명

도 1은 초기 표현형 염색체 형태에 대한 유전적 위치와 경로를 보여준다. 초기 표현형에 대한 중요한 염색체 형[0415]

태와 관련된 유전적 위치에 대해 상위 35개 경로가 표시된다.

도 2는 후기 표현형 염색체 형태에 대한 유전적 위치와 경로를 보여준다. 후기 표현형에 대한 중요한 염색체 형

태와 관련된 유전적 위치에 대해 상위 35개 경로가 표시된다.

도 3은 염색체 상호 작용 유형이 수행될 수 있는 방법의 실시예를 보여준다. 도면은 또한 프로브(예를 들어 표

에 설명된 대로)가 방법에 의해 생성된 결찰된 생성물에 어떻게 상응하는지 보여준다. 상기 방법 단계는 3C 방

법의 단계이다.

표에 대한 간단한 설명

표 1은 각각에 상응하는 50개의 마커와 함께 초기 또는 후기 섬유증과 관련된 100개의 마커를 보여준다.

표 2는 섬유증의 존재와 관련된 100개의 마커를 보여주며, 50개는 질병과 관련되고 50개는 질병의 부존재와 관

련된다.

표 3은 초기 섬유증과 관련된 100개의 마커를 보여준다.

표 4는 후기 섬유증과 관련된 100개의 마커를 보여준다.

표 5는 섬유증의 존재와 관련된 100개의 마커를 보여준다.

표 6은 섬유증 부존재와 관련된 100개의 마커를 보여준다.

표 7은 초기 섬유증과 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.

표 8은 후기 섬유증과 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.

표 9는 섬유증의 존재와 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.

표 10은 섬유증 부존재와 관련된 마커에 대한 SHAPLEY 결과를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 하기 실시예에 의해 설명된다:[0416]

초기  vs  후기  섬유증/피부경화증  표현형의  염색질  형태  시그니처  분석(Chromatin  Conformation  Signature[0417]

Analysis)
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이 작업에서 전신 경화증은 섬유증과 관련된 염색질 형태 시그니처를 조사하기 위한 모델 질병으로 사용되고 있[0418]

다.

전신 경화증(Systemic sclerosis)(피부경화증(scleroderma), SSc)은 임상 결과가 매우 다양한 이종 섬유증 질[0419]

환이다. 자가항체 분석 및 유전자 발현 프로파일링을 통한 진전에도 불구하고 개별적으로 결과를 예측하는 것은

여전히 어려운 일이다. 효과적인 표적 치료법은 진화하고 있으며 결과를 정확하게 예측하는 것은 치료를 위한

환자 계층화를 가능하게 하는 데 중요하다.

피부경화증(Scleroderma)(전신 경화증(systemic sclerosis), SSc)은 발병 시 자가면역 과정이 피부 및 내부 장[0420]

기의 다운스트림 섬유화(downstream fibrosis) 및 혈관 손상과 관련되는 심각한 결합 조직 질환이다. 일반적으

로, SSc는 치료하기 어렵고 환자는 계속해서 장애가 있고 진행성이며 잠재적으로 치명적인 질병을 앓고 있다.

포괄적인 유전 연구는 선천성 및 적응성 면역에 관련된 유전자와 경피증 감수성(scleroderma susceptibility)의

연관성을 나타냈다. 활성화된 대식세포는 질병의 초기 단계에서 혈관주위 조직으로 침투하여 CD206과 같은 섬유

화 M2 표현형의 마커를 발현하고 섬유증을 유발하는 TGFβ와 같은 성장 인자를 분비하는 것으로 보인다. SSc 환

자에서 유래된 대식세포는 높은 CD206과 상승된 아르기나제 (arginase) 1을 특징으로 하는 활성화 신호를 나타

내며, 중증 환자에서 가장 높다. 가용성 CD206은 M2 활성화 상태의 바이오마커로서 환자의 혈장 및 조직액에서

증가한다.  공동-배양에서,  SSc  대식세포는  섬유아세포를  자극하여  콜라겐  I  생성을  증가시키는  인자를

분비한다.

현재 작업에서, 혈액 유래 대식세포의 프로파일링을 통해 이 질병에서 대식세포의 혼합 활성화 상태가 확인되었[0421]

다. 여기에는 결합된 전-염증성(pro-inflammatory) 및 M2-유사 전-섬유증 상태(M2-like pro-fibrotic state)를

나타내는 대식세포 활성화 시그니처를 식별하는 것을 포함한다. 환자가 형성하는 대식세포는 IL-6를 포함하여

이 질병의 특징인 염증성 단백질을 방출하지만,  또한 공동 배양에서 섬유아세포를 자극하는 전-섬유성(pro-

fibrotic)이다. 3개의 마커(IFN￥, CD206 및 Arg1)에 걸친 시그니처를 사용하여 환자의 50%에 존재하는 활성화

시그니처가 확인되었으며, 이는 건강한 대조군 샘플에서는 볼 수 없다. 이러한 특성은 조직 배양에서 지속되며,

이는 상기 시그니처가 근본적으로 대식세포 상태를 변경하는 후생유전학적 변화에서 비롯된다는 것을 암시한다.

유사한 시작 요인(Likely initiating factor)은 질병 미세 환경에서 마주치는 Th2 사이토카인,질병 미세 환경에

서 조직 경직, 또는 체계적으로 세포로 전달되는 항체/항원 복합체에 의한 자극을 포함한다.

전신 후생유전학적 조절 완화(systemic epigenetic deregulations)를 위한 말초 혈액의 크로마틴 형태 시그니처[0422]

(Chromatin Conformation Signature(CCS)) 프로파일링이 이 작업에 사용되었다. 높은 처리량과 해상도의 염색

체 형태(3C) 캡처를 제공하는 EpiSwitch 플랫폼은 3D 게놈 구조의 중요한 규제 변화를 감지하고 먼 게놈 위치

간의 장거리 상호 작용을 매핑한다. 이것은 차례로 네트워크 구성 및 유전적 상위 제어 유전자 발현(genetic

epistasis controlling gene expression)에서 역할을 하는 염색질 루프 및 염색체-간 연결과 같은 염색체의 공

간적 배치 및 물리적 특성을 나타낸다.

이 방법론은 다른 표현형과 관련된 CCS를 식별하기 위해 SSc 환자에게 적용되었으며 환자를 병원성 하위 유형으[0423]

로 계층화하고 식별하는 데 사용할 수 있다.

우리는 경피증의 존재 및 경피증의 초기 및 후기 표현형의 검출과 관련된 중요한 염색질 형태 시그니처를 결정[0424]

하는 것을 목표로 하였다.

EpiSwitch-기반 염색체 형태 캡처(3C) 방법은 초기 표현형 및 후기 표현형 SSc 환자의 혈액 샘플에 적용되었다.[0425]

손상되지 않은 핵은 말초 혈액 단핵 세포에서 분리되었고 포름알데히드 고정을 거쳐 DNA 결합 단백질 사이의 접

촉을 통해 게놈의 물리적으로 접촉하는 세그먼트 사이에 가교 결합이 발생하였다. 가교-결합 빈도의 정량화를

위해, 상기 가교-결합된 DNA를 분해한 다음 결찰시켰다. 그런 다음 가교-결합을 역전시키고 전체 게놈에 걸쳐

3D 게놈 아키텍처(3D genome architecture)의 앵커링(anchoring) 사이트에 주석을 단 EpiSwitch 맞춤형 올리고

어레이(EpiSwitch custom oligo array)에 의해 개별 결찰 생성물을 검출하고 정량화하였다.

UK 샘플 코호트는 4개의 건강한 대조군과 6개의 경피증 환자 샘플로 구성되었다. 6명의 피부경화증 환자는 초기[0426]

단계와 후기 단계 질병으로 분류되었다. EpiSwitch  라이브러리는 Qiagen 컬럼 정제 프로토콜과 함께 Robotic

Delta9.1을 사용하여 받은 샘플 코호트(n=8)에서 생성되었다. 추출된 4개의 건강한 대조군 샘플에서 풀링된 대

조군(pooled control)이 생성되었다. 이러한 라이브러리는 맞춤 설계된 Agilent CGH 어레이에서 사용하기 위해

처리되었다.

결과[0427]
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초기 표현형에서 6번 염색체의 HLA-C, HLA-B 및 TNF 영역에서 7개의 중요한 CCS가 발견되었다. CCS와 관련된 유[0428]

전적 위치에 대한 상위 10개 경로는 초기 표현형에 대해 아래 표에 나타내었다.

[0429]

후기 표현형에서 12번 염색체의 IFNG 영역을 중심으로 2개의 중요한 CCS가 발견되었다. 중요한 CCS와 관련된 유[0430]

전적 위치에 대한 상위 10개 경로는 후기 표현형에 대해 아래 표에 나타내었다.

[0431]

표 1  및  표  2는  이  작업으로 식별된 마커를 보여준다.  이는  3D  게놈 규제 대조군(3D  genomic  regulatory[0432]

control)의 일부를 나타낸다. 질병이 진행되고 표현형에 따라 변화함에 따라 CCS 변화를 나타내는 후기와 비교
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하여 초기 표현형에는 뚜렷한 CCS가 있었다. 상기 CCS는 임상적으로 정의된 각 하위 그룹에 연결되어 환자의 결

과 및 예후를 예측하는 바이오마커 도구로 사용될 수 있다. 따라서 현재 작업은 진단 및 예후 마커를 모두 제공

한다. 동일한 방식으로 수행된 후속 작업은 표 3 내지 6에 표시된 마커를 식별하였다. 표 1 내지 6에 제공된 데

이터는 관련된 하위 그룹을 식별하는 이들 마커의 효능을 보여준다.

상기 표에 표시된 마커를 확인하려면 많은 잠재적 마커를 테스트해야 했다. 총 170229개의 마커가 어레이에서[0433]

연구되었다. 첫 번째 분석에서, 그들은 100개의 진단(HC VS SSc) 및 예후(후기 SSc VS 초기 SSc) 마커로 최종

후보에 올랐다(170029는 제외됨). 두 번째 분석에서, 상위 200개의 예후(초기 및 후기 SSc에 존재하는 고유한

마커) 및 200개의 진단(SSc 및 HC에 존재하는 고유한 마커) 마커의 최종 목록이 준비되었다(169829는 제외됨).

표 3 내지 6의 두 번째 마커 세트에 대해 SHAPLEY 분석을 기반으로 추가 모델링 값이 제공되었다. 상기 마커는[0434]

Random Forest 모델을 구축하는 데 사용되었으며, 상기 모델에 대한 마커 기여도는 SHAPLEY를 사용하여 계산되

었다. 결과는 표 7 내지 10에 나타내었으며, 각 탭의 SHAPLEY 차이 열(difference column)은 중요도를 평가하는

변수이며 차이가 클수록 모델에서 더 중요하다.

초기 v 후기 질병 또는 SSc v pHC(건강한 대조군)에 대한 상위 100개의 마커는 94%의 평균 모델 정확도를 생성[0435]

하며, 이는 100개의 마커를 무작위로 선택하고 이 작업을 100번 수행할 때 45%의 평균 에버리지와 비교된다. 이

러한 분류 정확도의 차이는 통계적으로 선택된 마커의 힘을 명확하게 입증한다.

결론적으로, 본 연구는 각각 섬유증의 뚜렷한 특성과 강력한 연관성을 갖는 마커의 식별을 이끌어 냈으며, 따라[0436]

서 개별 마커 또는 소수의 이러한 마커는 섬유증의 단계 또는 존재에 대한 효과적인 검사의 기초가 될 수 있다.
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표 1

[0437]
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[0438]
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[0439]
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[0440]
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[0441]
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[0442]
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[0443]
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[0444]
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[0445]
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[0446]
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[0447]
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[0448]
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표 2

[0449]
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[0450]
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