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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a)  FFPE(formalin-fixed,  paraffin-embedded)  조직  절편을  용해하여  제조된,  분리된  시료에  염  및

PEG(polyethylene glycol)를 포함하는 용액 및 자성 비드를 첨가하는 단계; 및

(b)  상기 자성 비드가 첨가된 시료에서 자성 비드를 획득하고,  이로부터 핵산을 분리하는 단계를 포함하는,

FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 분리된 시료는 킬레이트제(chelating agent), 이온성 계면활성제(ionic surfactant) 및 Tris-Cl을 포함하

는 용해 완충액으로 FFPE 조직 절편을 용해시켜 제조한 것인, 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 용해 완충액은 10 내지 100 mM 킬레이트제; 0.1 내지 5 % (w/v) 이온성 계면활성제; 및 10 내지 100 mM

Tris-Cl을 포함하는 것인, 방법.

청구항 4 

제2항 또는 제3항에 있어서, 상기 용해 완충액의 pH는 7.0 내지 8.5인 것인, 방법.

청구항 5 

제2항에 있어서, 

상기  킬레이트제(chelating  agent)는  DTPA(diethylenetriaminepentaacetic  acid),

EDTA(ethylenediaminetetraacetic  acid),  EGTA(ethylene  glycol  tetraacetic  acid),  및  NTA(N,N-

bis(carboxymethyl)glycine)로 이루어진 군으로부터 선택된 것인, 방법.

청구항 6 

제2항에 있어서, 상기 이온성 계면활성제는 SDS(sodium dodecyl sulfate), 암모니움 라우릴 설페이트(ammonium

lauryl sulfate), SLES(sodium lauryl ether sulfate), 소디움 미레쓰 설페이트(sodium myreth sulfate), 디옥

틸 소디움 설포석시네이트(dioctyl sodium sulfosuccinate), PFOS(perfluorooctanesulfonate), 페르플루오로부

탄설포네이트(perfluorobutanesulfonate), LABs(linear alkylbenzene sulfonates), 소디움 라우로일 사르코시

네이트(sodium lauroyl sarcosinate), PFOA(perfluorononanoate) 및 PFO(perfluorooctanoate)로 이루어진 군으

로부터 선택된 것인, 방법.

청구항 7 
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제2항에 있어서, 상기 용해 완충액은 EDTA, SDS 및 Tris-Cl을 포함하는 것인, 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 염 및 PEG를 포함하는 용액은 염화나트륨 및 PEG를 포함하는 것인, 방법.

청구항 9 

제1항 또는 제8항에 있어서, 상기 PEG(polyethylene glycol)는 평균 분자량이 6,000 내지 10,000 Da인 PEG인

것인, 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 염 및 PEG를 포함하는 용액은 1 내지 4 M의 염 및 10 내지 40 %(w/v)의 PEG를 포함하는

것인, 방법.

청구항 11 

제2항에 있어서, 용해 완충액과 함께 단백질 분해효소를 FFPE 조직 절편에 첨가하는 것을 포함하는 것인, 방법.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 (b) 단계는 자성 비드가 첨가된 시료에서 자성 비드를 세척한 후, 자성 비드를 획득하고,

이로부터 핵산을 분리하는 것인, 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 세척은 50 내지 95 %(v/v) 에탄올 용액을 사용하여 수행되는 것인, 방법.

청구항 14 

제1항에 있어서, 상기 핵산은 게놈 DNA(genomic DNA)인, 방법.

청구항 15 

제1항에 있어서, 상기 FFPE 조직 절편은 4 내지 8㎛ 두께인 것인, 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서, 상기 FFPE 조직은 제조된지 10년 이상인 것인, 방법.

청구항 17 
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제1항에 있어서, 상기 FFPE 조직 절편은 용해 전에 탈파라핀 된 것인, 방법.

청구항 18 

용해 완충액(lysis  buffer);  염  및 PEG(polyethylene  glycol)를 포함하는 용액;  및 자성 비드를 포함하는,

FFPE(formalin-fixed, paraffin-embedded) 조직으로부터 핵산을 분리하기 위한 키트.

청구항 19 

제18항에 있어서,

상기 용해 완충액은 킬레이트제(chelating agent), 이온성 계면활성제(ionic surfactant) 및 Tris-Cl을 포함하

는 것인, 키트.

청구항 20 

제18항에 있어서,

상기 용해 완충액은 10 내지 100 mM 킬레이트제; 0.1 내지 5 % (w/v) 이온성 계면활성제; 및 10 내지 100 mM

Tris-Cl을 포함하는 것인, 키트.

청구항 21 

제18항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용해 완충액의 pH는 7.0 내지 8.5인 것인, 키트.

청구항 22 

제19항에 있어서,

상기  킬레이트제(chelating  agent)는  DTPA(diethylenetriaminepentaacetic  acid),  EGTA(ethylene  glycol

tetraacetic acid), 및 NTA(N,N-bis(carboxymethyl)glycine)로 이루어진 군으로부터 선택된 것인, 키트.

청구항 23 

제19항에  있어서,  상기  이온성  계면활성제는  SDS(sodium  dodecyl  sulfate),  암모니움  라우릴  설페이트

(ammonium  lauryl  sulfate),  SLES(sodium  lauryl  ether  sulfate),  소디움  미레쓰  설페이트(sodium  myreth

sulfate), 디옥틸 소디움 설포석시네이트(dioctyl sodium sulfosuccinate), PFOS(perfluorooctanesulfonate),

페르플루오로부탄설포네이트(perfluorobutanesulfonate), LABs(linear alkylbenzene sulfonates), 소디움 라우

로일 사르코시네이트(sodium lauroyl sarcosinate), PFOA(perfluorononanoate) 및 PFO(perfluorooctanoate)로

이루어진 군으로부터 선택된 것인, 키트.

청구항 24 

제18항에 있어서, 상기 용해 완충액은 EDTA, SDS 및 Tris-Cl을 포함하는 것인, 키트.

청구항 25 

제18항에  있어서,  상기 염 및 PEG(polyethylene  glycol)를  포함하는 용액은 염화나트륨 및 PEG를  포함하는
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것인, 키트.

청구항 26 

제18항 또는 제25항에 있어서, 상기 PEG(polyethylene glycol)는 평균 분자량이 6,000 내지 10,000 Da인 PEG인

것인, 키트.

청구항 27 

제18항 또는 제25항에 있어서, 상기 염 및 PEG를 포함하는 용액은 1 내지 4 M의 염 및 10 내지 40 %(w/v)의 PEG

를 포함하는 것인, 키트.

청구항 28 

제18항에 있어서, 상기 키트는 추가로 자성 비드 세척 완충액, 자성 비드 분리 기구, 또는 둘 다를 추가로 포함

하는 것인, 키트.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 자성 비드 세척 완충액은 50 내지 95 %(v/v) 에탄올 용액인 것인, 키트.

청구항 30 

제28항에 있어서, 상기 자성 비드 분리 기구는 자성 스탠드(magnetic stand)인 것인, 키트.

청구항 31 

제18항에 있어서, 상기 핵산은 게놈 DNA(genomic DNA)인, 키트.

청구항 32 

킬레이트제(chelating agent), 이온성 계면활성제(ionic surfactant) 및 Tris-Cl을 포함하는, FFPE 조직으로부

터 핵산 분리를 위한 용해 완충액.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 FFPE(formalin-fixed, paraffin-embedded) 조직 절편을 용해하여 제조된 시료로부터 핵산을 분리하[0001]

는 방법, 핵산 분리 키트 및 핵산 분리를 위한 용해 완충액에 관한 것이다.

배 경 기 술

최근, 의료 분야에서는 분자생물학적 기술이 다양하게 이용되고 있다. 특히, 분자 병리학적 측면에서 이러한 기[0002]

술들은 형태학적 수준에서부터 유전자 수준까지 병리학적 진단을 가능하게 하며, 또한 상기 형태학적 수준 및

유전자 수준으로부터 특정 질병의 유전적 특징을 밝힐 수 있다(DeMarzo et al., Lancet, (2003) 361, 955-64).

이러한 진단 과정을 위해 병원에서는 FFPE(formalin-fixed, paraffin-embedded) 형태로 조직을 수거하게 되는
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데, 상기 FFPE 조직을 통해 다양한 임상적 상태와 관련된 유전적 정보를 분석 및 진단할 수 있다(Roukos DH et

al., Pharmacogenomics, (2010) 11, 283-7). 하지만, FFPE 표본에서 핵산이 작은 절편으로 분해되고 단백질과

엉키기  때문에  분자적으로  임상적인  적용을  위해  FFPE  조직으로부터  DNA를  분리하는  것에  제한이  따른다

(Feldman MY et al., Prog Nucleic Acid Res Mol Biol, (1973) 13, 1-49). 따라서, 최적의 농도 및 순도를 가

지는 양질의 DNA를 분리하는 방법의 필요성이 강조되고 있다.

FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법으로, 컬럼을 이용하여 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 키트 및 방[0003]

법 등이 알려져 있다(QIAamp FFPE tissue kit). 그러나, 기존에 알려진 방법에 비하여 개선된 FFPE 조직으로부

터 핵산을 분리하는 키트 및 방법의 개발이 여전히 요구되고 있다.

이러한 배경 하에 본 발명자들은 FFPE 조직으로부터 핵산을 효과적으로 수득할 수 있는 키트 및 수득 방법의 개[0004]

발을 위하여 예의 노력한 결과, FFPE 조직 절편을 용해하여 시료를 제조하고, 여기에 염 및 PEG를 포함하는 용

액과 자성 비드를 첨가하여 핵산이 결합된 자성 비드로부터 핵산을 획득하는 방법을 개발하였다. 상기 개발된

방법을 사용하여 FFPE 조직 절편을 용해하여 제조된 시료에서 핵산을 효과적으로 분리할 수 있음을 확인하였고,

본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 FFPE(formalin-fixed, paraffin-embedded) 조직 절편을 용해하여 제조된 시료로부터[0005]

핵산을 분리하는 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 용해 완충액(lysis  buffer);  염 및 PEG를 포함하는 용액; 및 자성 비드를 포함하는,[0006]

FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하기 위한 키트를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 킬레이트제(chelating agent), 이온성 계면활성제(ionic surfactant) 및 Tris-Cl을[0007]

포함하는, FFPE 조직으로부터 핵산 분리를 위한 용해 완충액을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기의 과제를 해결하기 위한 본 발명의 구체적인 하나의 양태는[0008]

(a)  FFPE(formalin-fixed,  paraffin-embedded)  조직  절편을  용해하여  제조된,  분리된  시료에  염  및[0009]

PEG(polyethylene glycol)를 포함하는 용액 및 자성 비드를 첨가하는 단계; 및

(b)  상기 자성 비드가 첨가된 시료에서 자성 비드를 획득하고,  이로부터 핵산을 분리하는 단계를 포함하는,[0010]

FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법이다.

본 발명에서 용어, "FFPE(formalin-fixed, paraffin-embedded)"는 동물로부터 분리된 조직을 보관 또는 저장하[0011]

기 위한 하나의 방법으로, 조직을 고정하고 고정된 조직을 왁스에 포매시킨 것을 의미한다. 이에 제한되는 것은

아니나 FFPE 조직을 제조하기 위한 구체적인 과정은 다음과 같을 수 있다. 

먼저,  절개  또는  생검에  의해  동물  시편으로부터  조직을  분리한다.  그  다음,  상기  조직을  잘라  절편을[0012]

제조하고, 이를 부패 또는 분해로부터 방지하고 조직학적, 병리학적 또는 세포학적 연구를 위해 현미경하에서

이것을 명확하게 검사하기 위해 고정한다. 고정은 조직을 현미경하에서 염색 및 조망하기 위한 목적으로 부동화

시키고, 치사시키고, 보존시키는 공정이다. 공정 후 가공은 조직이 염색 시약을 투과하도록 만들고 거대분자를

가교시켜, 이들이 위치에 안정화되고 갇히게 한다. 예를 들어, 보우인(Bouine) 용액, 포르말린 또는 액체 질소

와 같은, 많은 고정액이 본 목적을 위해 사용된다. 그 다음 상기 고정된 조직을 왁스에 포매시켜, 얇은 섹션으

로 절단하고 헤마톡실린 및 에오신 염색으로 염색될 수 있게 한다. 이 후, 마이크로톰(microtoming)은 현미경하
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에서 항체로의 염색을 연구하기 위해 미세한 섹션을 절단함으로써 실시된다.

상기 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법에 있어서 종래 방법은 DNA 미세 단편화, 단백질과의 엉킴 등으로[0013]

수율이 감소하는 문제가 있어 이를 높은 수율로 획득하는 방법의 개발이 요구되어 왔다.

본 발명에서는, FFPE 조직 절편을 포함하는 시료를 자성 비드; 및 염 및 PEG를 포함하는 용액과 반응시키고, 자[0014]

성 비드에 결합된 핵산을 분리하는 방법을 개발하였다. 자성 비드와 FFPE 조직으로부터 분리된 핵산을 반응시킴

에 있어서, 염 및 PEG를 포함하는 용액을 모두 포함하는 용액을 사용하는 경우, 자성 비드가 핵산을 보다 효과

적으로 포획할 수 있어, 고수율로 핵산을 수득할 수 있음을 확인하였다. 특히, 제조된 지 10년 이상의 FFPE 조

직 절편의 핵산 시료를 효과적으로 회수할 수 있음을 확인하였다. 나아가, 본 발명에서는 상기 방법에 있어 용

해 완충액의 조성 역시 최적화하여 재현성 있게 FFPE 조직으로부터 핵산을 효과적으로 분리할 수 있는 기술을

개발하였다.

이하 본 발명의 단계 및 각 구성을 보다 상세히 설명한다.[0015]

본 발명의 방법에서 (a) 단계는 FFPE 조직 절편을 용해하여 제조된, 분리된 시료에 염 및 PEG를 포함하는 용액,[0016]

및 자성 비드를 첨가하여 핵산이 자성 비드에 결합하도록 하는 단계이다.

본 발명에서, 상기 조직은 핵산의 분석 또는 수득이 필요한 개체로부터 분리된 조직이라면 어떠한 동물로부터[0017]

분리된 것이라도 그 종류는 특별히 제한되지 않는다. 상기 FFPE 조직 절편은 핵산 분리에 적절한 크기를 가지는

FFPE 조직으로, 핵산 분리에 적합한 크기를 가지도록 FFPE 조직을 얇게 자른 형태일 수 있다. 또한 이에 제한되

는 것은 아니나, 2 내지 10 ㎛의 두께일 수 있다. 본 발명의 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법에 이용되

기 위한 FFPE 조직은 최근에 제조된 것뿐만 아니라 10년 이상 장기간 보관된 FFPE 조직 역시 적용 가능하다. 나

아가, 종래 비드를 이용하는 핵산 분리 방법에서는 일반적으로 용해 단계 이후 에탄올을 첨가한 뒤 비드를 첨가

하지만, 본 발명에서는 특히 용해 단계와 비드를 첨가하는 단계 사이에 에탄올을 첨가하지 않고 핵산을 분리할

수 있는 이점이 있다. 다만, 이에 제한되는 것은 아니다. 

상기 FFPE 조직 절편을 용해하여 제조된, 분리된 시료는 FFPE 조직 절편을 용해 완충액(lysis buffer)으로 용해[0018]

시켜 제조한 것일 수 있다.

이에 따라 본 발명의 방법은 FFPE 조직 절편에 용해 완충액을 첨가하는 제1 단계; 상기 제1 단계에서 용해된,[0019]

상기 시료에 염 및 PEG를 포함하는 용액 및 자성 비드를 첨가하는 제2 단계; 및 상기 자성 비드가 첨가된 시료

에서 자성 비드를 획득하고, 이로부터 핵산을 분리하는 제3 단계를 포함할 수 있으나, 특별히 이에 제한되지 않

는다.

본 발명자들은 다양한 조성의 용해 완충액을 비교하여, FFPE 시료에서 고순도 및 고수율로 핵산을 분리하기 위[0020]

한 최적화된 용해 완충액 조성을 확립하였다.

FFPE 조직 절편의 용해를 위해 사용되는 상기 용해 완충액은 구체적으로, 킬레이트제(chelating agent), 계면활[0021]

성제(ionic surfactant) 및 Tris-Cl을 포함하는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 실시양태에 따르면, 상기 조성을 가진 용해 완충액을 사용하는 경우, 다른 완충액을 사용한 경우[0022]

에 비하여, 자성 비드의 분리가 용이하거나/하며 수율이 높음을 확인하였다. 

본 발명에서, 킬레이트 제는 Mg
2+
 및 Ca

2+
와 같은 이가 양이온을 격리시키기 위하여 사용될 수 있으며, 이에 따라[0023]

DNA를 이를 분해하는 효소들로부터 보호할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기  킬레이트  제의  예로는  DTPA(diethylenetriaminepentaacetic  acid),  EDTA(ethylenediaminetetraacetic[0024]

acid), EGTA(ethylene glycol tetraacetic acid), 및 NTA(N,N-bis(carboxymethyl)glycine)로 이루어진 군으로

부터 선택된 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 본 발명의 일 실시예에서는 EDTA를 킬레이트제로 사용하였
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다.

상기 EDTA는 EDTA 화합물(예, K2EDTA, K5EDTA, 또는 Na2EDTA) 중 EDTA 부분을 나타내는 것일 수 있으나, 이에[0025]

제한되지 않는다.

본 발명에서, 이온성 계면활성제(ionic surfactant)는 한 분자 내에 친수성과 소수성 부분을 함께 가지고 있는[0026]

물질로서, 해리 시 이온성인 특성을 나타내는 물질이다.

본 발명에서 사용될 수 있는 상기 이온성 계면활성제의 예로는, SDS(sodium dodecyl sulfate), 암모니움 라우릴[0027]

설페이트(ammonium  lauryl  sulfate),  SLES(sodium  lauryl  ether  sulfate),  소디움  미레쓰  설페이트(sodium

myreth  sulfate),  디옥틸  소디움  설포석시네이트(dioctyl  sodium  sulfosuccinate),

PFOS(perfluorooctanesulfonate),  페르플루오로부탄설포네이트(perfluorobutanesulfonate),  LABs(linear

alkylbenzene  sulfonates),  소디움  라우로일  사르코시네이트(sodium  lauroyl  sarcosinate),

PFOA(perfluorononanoate) 및 PFO(perfluorooctanoate)를 들 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 용해 완충액은 10 내지 100 mM 킬레이트제; 0.1 내지 5 % (w/v) 이온성 계면활성제; 또는/및 10 내지 100[0028]

mM Tris-Cl을 포함하는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

여기서, 상기 용해 완충액의 pH는 7.0 내지 8.5일 수 있다.[0029]

보다  구체적으로,  상기  용해  완충액은  EDTA,  SDS  및  Tris-Cl을  포함하는  것일  수  있으나,  이에  제한되지[0030]

않는다.

또한, 상기 용해 완충액으로 FFPE 조직 시료를 용해시킬 때, 단백질 분해효소를 함께 첨가할 수 있다.[0031]

상기 단백질분해효소는 핵산 분리에 통상적으로 사용되는 다양한 단백질분해효소가 사용될 수 있으나, 그 예로[0032]

단백질분해효소 K(proteinase K)를 사용할 수 있다.

본 발명에서, 상기 자성 비드와 염 및 PEG를 포함하는 용액을 상기 시료에 첨가하는 것은 순차적으로, 또는 동[0033]

시에 수행될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

순차적으로 수행하는 경우, 자성 비드의 첨가 후 상기 용액을 첨가하거나, 상기 용액을 첨가한 다음, 자성 비드[0034]

를 첨가하는 방식 모두 수행될 수 있다.

본 발명에서, 상기 자성 비드와 함께 첨가되는 염 및 PEG를 포함하는 용액은 특별히 이에 제한되지는 않으나,[0035]

100bp 혹은 100nt 이하의 작은 핵산 단편을 포획하는 것에 도움을 줄 수 있다.

상기 염 및 PEG(polyethylene glycol)를 포함하는 용액에서 상기 염은 그 종류가 특별히 제한되지 않으나, 그[0036]

예로 염화나트륨일 수 있다.

상기 용액의 PEG는 평균 분자량이 6,000 내지 10,000 Da인 PEG일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.[0037]

보다 구체적으로, 상기 염 및 PEG를 포함하는 용액은 1 내지 4 M의 염 및 10 내지 40 %(w/v)의 PEG를 포함하는[0038]

것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에서 자성 비드는, 자기장에 반응하는 입자 또는 비드를 말한다. 일반적으로, 자성 비드는 자기장을 가[0039]

지지 않으나, 자기장에 노출되는 자기쌍극자를 형성하는 물질을 말한다. 예컨대, 자기장 하에서 자화될 수 있으

나, 자기장의 부재 하에서는 스스로는 자성을 가지지 않는 물질을 말한다. 본 발명에서 사용되는 자성은 상자성

(paramagnetic) 또는 초상자성(superparamagnetic) 물질을 모두 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 목적상 상기 자성 비드는 핵산에 결합하는 성질을 가지는 비드임이 바람직하고, 그 예로 핵산에 결합[0040]
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하는 관능기, 예컨대 -COOH기를 가지는 형태일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법에는 이에 제한되는 것은 아니나, FFPE 조직을 탈파라핀화하[0041]

는 단계가 포함될 수 있다.

상기 FFPE 조직은 고정된 조직을 왁스에 포매시킨 것이고, 대부분의 포매 매질은 소수성이므로, 친수성 시약을[0042]

주로 이용하는 조직학적, 세포학적 또는 분자생물학적 분석 전에 불활성 물질의 제거가 필요할 수 있다. 용어

 "탈파라핀화(deparafinization)" 또는 "탈랍(dewaxing)"은 생물학적 샘플로부터 임의 유형의 포매 매질을 일부

또는 전체 제거하는 것을 나타내는 것으로 본 발명에서 광범위하게 사용된다. 예를 들어 이에 제한되는 것은 아

니나, 파라핀 포매된 조직 절편은 유기 용매, 예컨대 톨루엔, 자일렌, 리모넨 또는 기타 적합한 용매를 통한 처

리에 의해 탈파라핀화될 수 있다.

본 발명의 일 실시양태에 따르면 자일렌을 첨가하고 에탄올로 세척하는 과정을 수 회 거쳐 탈파라핀화를 수행하[0043]

였다.

본 발명에서 상기 (b) 단계는 상기 자성 비드가 첨가된 시료에서 자성 비드를 획득하고, 이로부터 핵산을 분리[0044]

하는 단계이다.

구체적으로, 상기 (b) 단계는 상기 (a) 단계에서 첨가된 자성 비드에 부착되어 있는 핵산을 자성 비드로부터 분[0045]

리하는 단계이다.

상기 자성 비드가 첨가된 시료에서 자성 비드를 획득하기 전, 자성 비드를 세척하는 단계를 포함할 수 있다.[0046]

이때, 상기 자성 비드의 세척은 50 내지 95 %(v/v) 에탄올 용액, 구체적으로는 80 내지 90 %(v/v) 에탄올 용액[0047]

을 사용하여 수행되는 것일 수 있다.

이와 같은 세척 과정은 자성 비드를 자성 스탠드 하에 두어, 자성 비드를 모은 다음, 상층액을 제거하고, 여기[0048]

에 세척 완충액을 첨가하여 세척하는 방식으로 수행할 수 있다. 또한, 이러한 세척 단계는 1회 이상 수행할 수

있다.

이와  같은  세척  과정을  선택적으로  수행한  다음,  자성  비드를  분리하고,  분리된  자성  비드에  용출  완충액[0049]

(elution buffer)을 첨가하는 등의 방식으로 자성 비드로부터 핵산을 분리할 수 있다.

본 발명의 구체적인 다른 양태는, 용해 완충액; 염 및 PEG를 포함하는 용액; 및 자성 비드를 포함하는 FFPE 조[0050]

직으로부터 핵산을 분리하기 위한 키트이다.

용해 완충액, 염 및 PEG를 포함하는 용액, 및 자성 비드에 대해서는 앞서 설명한 바와 같다.[0051]

또한, 상기 키트는 핵산 분리에 일반적으로 사용되는 다른 기구, 용액 등을 추가로 포함할 수 있으며, FFPE 조[0052]

직으로부터 핵산 분리를 위한 지시서 등을 포함할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

또한, 상기 키트는 추가로 자성 비드 세척 완충액, 및 자성 비드 분리 기구(예, 자성 스탠드(magnetic stand))[0053]

를 추가로 포함할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 구체적인 다른 양태는, 킬레이트제, 이온성 계면활성제 및 Tris-Cl을 포함하는 FFPE 조직으로부터 핵[0054]

산 분리를 위한 용해 완충액이다.

킬레이트제, 이온성 계면활성제, FFPE 조직으로부터 핵산 분리를 위한 용해 완충액에 대해서는 앞서 설명한 바[0055]

와 같다.
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발명의 효과

본 발명의 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하기 위한 키트 및 방법에 따르면 FFPE 조직 절편을 용해하여 제조된[0056]

시료에서 핵산을 단기간 내에 고수율로 수득할 수 있는 효과를 가진다.

도면의 간단한 설명

도 1은 비드 방식으로 오래된 FFPE 조직 표본(2000년 내지 2004년)에서 DNA를 분리한 수율을 나타낸 것으로, 구[0057]

체적으로 PicoGreen(PG) 및 NanoDrop(ND) 방식으로 DNA 양을 측정하였다. 상단의 그래프는 DNA의 양(단위: μ

g)을 나타내며, 중간 그래프는 PG에 대한 ND의 DNA 양의 비율을 나타낸다. 그리고 하단의 그래프는 각각의 표본

에서 비드 방식 또는 컬럼 방식(Qiagen kit)을 이용하여 DNA를 분리한 뒤 PicoGreen을 이용하여 측정한 DNA의

양(단위: μg)을 나타낸 것이다.

도 2는 오래되지 않은 FFPE 조직 표본(2013년)에서 각각 컬럼 방식과 비드 방식을 이용하여 DNA를 분리한 것을

PicoGreen(PG) 및 Nanodrop(ND)으로 측정하여 비교한 것이다. 상단의 그래프는 분리한 DNA의 양을 PG로 측정하

여 나타내낸 것이며(단위: μg), 하단의 그래프는 PG에 대한 ND의 DNA 양을 비율로 나타낸 것이다.

도 3은 컬럼 방식(QIAGEN), 또는 비드 방식(100㎕ lysis buffer, 100㎕ lysis buffer + PEG, 또는 50㎕ lysis

buffer)으로 FFPE 조직 표본으로부터 분리한 9개의 gDNA를 이용하여, 24곳의 SNPs site에 대한 유전형질 분석

(genotyping)을 수행하였을 때 clear peak pattern을 정성 분석한 것이다.

도 4는 QIAamp  DNA  FFPE  Tissue  kit를 이용하여 5개의 서로 다른 FFPE  tissues에서 분리한 gDNA  100ng을,

QiAamp DNA FFPE Tissue kit, QIAquick PCR Purification kit, 또는 본 발명의 비드 방식(ASAN-Method)을 이용

하여 재 추출하였을 때의 회복률(Recovery ratio)을 비교하여 나타낸 것이다. 

도 5는 간암 FFPE 조직 표본(#4864 및 #19401)의 조직 절편의 양을 달리하여(6 μm 두께로 1장 내지 5장) 본 발

명의 비드 방식으로 DNA를 분리하였을 때 수율을 나타낸 것이다.  간암 FFPE  block에 포함된 조직의 크기는

가로, 세로 모두 1 내지 1.5cm이며,용출 용매는 100㎕를 사용하였다. 그래프에서 Y축은 수득한 DNA 총량(ng)을

나타낸다.

도 6은 다섯 개의 조직 표본에 대하여 MN 키트와 본 발명의 비드 방식으로 DNA를 분리하였을 때의 DNA 수율을

확인하기 위하여 전기영동을 수행한 사진이다. 사진에서 좌측 다섯 개의 열(lane: 2 ~ 6)은 본 발명의 비드 방

식으로 분리한 DNA이고, 우측 다섯 개의 열(lane: 8 ~ 12)은 MN kit를 이용하여 DNA를 분리한 것이다. 전체 용

출 용매는 50㎕를 사용하고, 이 중 5㎕를 겔에 로딩하였다. 실험의 객관성을 확인하기 위해 타 기관 소속의 연

구원이 실험을 수행하도록 하였다.

도 7은 다섯 개의 조직 표본에 대하여 MN 키트와 본 발명의 비드 방식으로 DNA를 분리하였을 때의 DNA 수율을

나타낸 것이다. 좌측은 NanoDrop(ND),  가운데는 PicoGreen(PG)으로 DNA 양(단위: μg)을 측정한 그래프이며,

우측은 ND/PG ratio를 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 하기 예에 의해 상세히 설명한다. 다만, 하기 예는 본 발명을 예시하기 위한 것일 뿐, 하기 예[0058]

에 의해 본 발명의 범위가 제한되지는 않는다.

실시예 1: FFPE 조직 표본으로부터 게놈 DNA의 분리(파라핀 제거 과정 포함)[0059]

(1) FFPE 블록 절편화 및 파라핀 제거[0060]

FFPE 블록을 6 ㎛ 두께로 자른 후 FFPE 조직 절편 1 또는 2개를 1.5㎖ 튜브에 담았다. 그 다음, 1㎖ 자일렌[0061]

(xylene)을 첨가하고 혼합한 뒤 상온에서 12,000 x g로 3분간 원심분리하고, 상층액을 제거하였다. 그 다음,

0.8 ㎖ 자일렌 및 0.4 ㎖ EtOH를 첨가하고 혼합한 뒤 상온에서 12,000 x g로 3분간 원심분리하고, 상층액을 제

거하였다. 그 다음, 1 ㎖ EtOH를 첨가하고 혼합한 뒤 상온에서 12,000 x g로 3분간 원심분리하고, 상층액을 제

공개특허 10-2016-0110806

- 11 -



거하였다. 그 다음 잔존 EtOH를 완전히 증발시키기 위해 상온에서 0.5 내지 1시간 동안 인큐베이션하였다.

(2) 용해 및 게놈 DNA 분리[0062]

파라핀을 제거한 FFPE 조직 절편이 담긴 튜브에 용해 완충액(10mM Tris-Cl, pH 8.0, 100mM EDTA, pH 8.0, 0.5%[0063]

SDS) 90 ㎕ 및 단백질 분해효소 K(proteinase K) 10 ㎕를 첨가하고 이를 혼합하여, 56℃에 밤새 인큐베이션하였

다.

그 다음, 상기 튜브에 자성 비드(AMPure XP) 100㎕ 및 용액 A(2.5M NaCl, 20% PEG-8000) 100㎕를 각 튜브에 첨[0064]

가하고 이를 혼합한 뒤, 상온에 3분간 인큐베이션하였다. 그 다음, 자성 스탠드(magnetic stand)에서 상기 튜브

를 5분간 인큐베이션하고, 상기 튜브의 상층액을 제거하였다.

그 다음, 세척 완충액(85% EtOH) 500㎕를 첨가하고 반응시킨 후, 자성 스탠드 위에서 에탄올 상층액을 제거하였[0065]

고, 상기 세척 과정을 수회 반복하였다.

그 다음, 비드를 건조시켰고, 자성 스탠드에서 반응 튜브를 빼어낸 다음, 용출 완충액(10 mM Tris-Cl, pH 8.5[0066]

또는 3차 증류수) 60㎕를 첨가하였다. 그 다음, 자성 스탠드 위에 반응 튜브를 둔 다음, 용출액을 분리하여, 게

놈 DNA 시료를 수득하였다.

실시예 2: FFPE 조직 표본으로부터 게놈 DNA의 분리(파라핀 제거 과정 불포함)[0067]

(1) FFPE 블록 절편화[0068]

FFPE 블록을 6 ㎛ 두께로 자른 후 FFPE 조직 절편 1 또는 2개를 1.5㎖ 튜브에 담았다. [0069]

(2) 용해 및 게놈 DNA 분리[0070]

FFPE 조직 절편이 담긴 튜브에 용해 완충액(10mM Tris-Cl, pH 8.0, 100mM EDTA, pH 8.0, 0.5% SDS) 200 ㎕, 미[0071]

네랄 오일 200 ㎕ 및 단백질 분해효소 K(proteinase K) 10㎕를 첨가하고 이를 혼합하여, 56℃에 밤새 인큐베이

션하였다.

그 다음, 하부 층(lower phase)을 분리하여 새로운 튜브에 옮기고, 상기 튜브에 자성 비드(AMPure XP) 100 ㎕[0072]

및 용액 A(2.5M NaCl, 20% PEG-8000) 100 ㎕를 각 튜브에 첨가하고 이를 혼합한 뒤, 상온에 3분간 인큐베이션하

였다. 그 다음, 자성 스탠드(magnetic stand)에서 상기 튜브를 5분간 인큐베이션하고, 상기 튜브의 상층액을 제

거하였다.

그 다음, 세척 완충액(85% EtOH) 500 ㎕를 첨가하고 반응시킨 후, 자성 스탠드 위에서 에탄올 상층액을 제거하[0073]

였고, 상기 세척 과정을 수회 반복하였다.

그 다음, 비드를 건조시켰고, 자성 스탠드에서 반응 튜브를 빼어낸 다음, 용출 완충액(10 mM Tris-Cl, pH 8.5[0074]

또는 3차 증류수) 60 ㎕를 첨가하였다. 그 다음, 자성 스탠드 위에 반응 튜브를 둔 다음, 용출액을 분리하여,

게놈 DNA 시료를 수득하였다.

상기 실시예 1의 파라핀 제거 과정을 포함하는 방법과 상기 실시예 2의 파라핀 제거 과정을 불포함하는 방법을[0075]

통해 추출된 게놈 DNA를 비교하였을 때, DNA의 질적 특성은 비슷한 수준이었으나, 파라핀 제거 과정을 불포함한

경우에는 상기 과정을 포함한 경우의 80 내지 90% 정도의 수율을 보였다. 다만, 탈파라핀화를 별도로 수행하지

않는 경우 실험의 편의를 도모할 수 있으므로, 다 수의 시료에서 게놈 DNA를 추출하는 경우에 매우 유용하게 이

용될 수 있다. 이후의 실험 과정은 실시예 1의 파라핀 제거 과정을 포함하는 방법으로 수행되었다.
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실시예 3: DNA 정량 분석[0076]

(1) NanoDrop(ND)을 이용한 정량[0077]

Thermo Scientific 사의 NanoDrop 2000 장비를 이용하여 dsDNA 농도 측정 모드로 사용하였다. DNA 추출 용출액[0078]

을 reference로 이용하여 blank 값을 보정한 후, 추출한 DNA 1 ㎕를 이용하여 OD260에서의 흡광도를 구하고, 다

음의 식, dsDNA 농도 = 흡광도(OD260) * 50 ng/㎕을 이용하여 농도를 구한 후, 추출용매 총 부피인 100 ㎕를 곱

해서 최종 수득률을 계산하였다. 

(2) PicoGreen(PG)을 이용한 정량[0079]

Invitrogen사의 Quant-Ti Picogreen dsDNA assay kit를 구매하여 dsDNA 농도를 측정하는데 사용하였다. [0080]

가. PicoGreen 시약 준비[0081]

농도 측정 30분전에, 1X TE 완충액을 이용하여 PicoGreen 시약을 1/200로 희석한 후, 빛이 닿지 않도록 알루미[0082]

늄 호일로 감싸서 실온에 보관하였다

.[0083]

나. 표준 농도 DNA (Lambda DNA) 준비[0084]

 키트에 포함되어 있는 표준 농도 DNA(100 ng/㎕)를 1X TE 완충액을 이용하여 2배씩 순차적으로 희석하여, 50,[0085]

25, 12.5, 6.3, 3.2, 1.6, 0.8 ng/㎕가 되도록 준비하였다. 그 다음 50 내지 0.8 ng/㎕로 준비된 상기 표준 농

도 DNA 3㎕를 각각 1X TE 완충액 150 ㎕와 잘 섞은 후 보관하였다.

 [0086]

다. 추출된 FFPE DNA 준비[0087]

농도 측정 30분전에, 추출 FFPE DNA 3 ㎕를 1X TE 완충액 150 ㎕와 잘 섞은 후 보관하였다.[0088]

라. 농도측정 및 최종 수득률 계산[0089]

빛이 투과하지 않는 96 well assay plate의 각 well에 상기 가. 과정에서 준비한 PicoGreen 시약 50 ㎕와 각각[0090]

의 DNA 50 ㎕(나. 및 다. 과정에서 준비된, 순차 희석된 표준 농도 DNA 및 추출 FFPE DNA 시료)를 넣고 잘 섞은

후, 상온에서 3분간 보관하였다. 

그 다음, 2000g에서 1분간 원심분리한 후, 485nm 파장대에서 excitation 시키고 535nm 파장대에서의 값을 측정[0091]

하였다. 이 때, 측정값의 정확도를 높이기 위해, 모든 DNA에 대해 3번씩 반복실험을 수행하며, DNA가 포함되지

않는  1X  TE를  이용한  음성  대조군  값도 측정하였다.  다음으로 535nm  파장대에 대한,  모든  DNA  측정값에서

negative control 측정값을 뺀 보정수치를 계산하였다. 

그 다음, 순차 희석된 표준 농도 DNA의 농도와 535nm 파장대의 보정수치를 이용하여, 535nm 측정값에 따른 DNA[0092]

농도 산출식을 작성하였다. 해당 산출식의 p-value(DNA 농도와 535nm 파장대 측정값의 linearity 에 대한)값이

0.99 이상인지를 확인하고, 그 이하인 경우는, 표준 농도 산출식 작성을 위해, 재측정하였다. 

마지막으로, 상기 보정수치를 상기 표준 농도 산출식에 대입하여, 각각의 DNA 농도를 계산하고, 각 DNA의 농도[0093]

에 추출용매 총 부피인 100 ㎕를 곱해서 최종 수득률을 계산하였다.

실시예 4: 10년 이상의 오래된 FFPE 조직을 이용한 PREP[0094]

오래된 FFPE blcok의 경우 gDNA의 절편화가 많이 진행되므로, 일반적인 크기의 게놈 DNA를 순수 분리하는 용도[0095]
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로 제작된 키트의 경우, DNA 수득률이 낮아질 수 있다. 본 연구에서는 DNA 추출과정에, PEG와 NaCl로 이루어진

용액을 최적화된 농도로 첨가하여, 작은 크기로 절편화된 DNA까지 획득할 수 있도록 하였으며, 이로 인해 오래

된 FFPE DNA 수득률을 월등히 높일 수 있었다. 

도 1의 상단과 중앙 그래프에 나타난 바와 같이, ND과 PG 정량값 간에 큰 차이가 나타나는 이유는, 본 발명의[0096]

DNA 분리 방법이 DNA 절편화로 인한 작은 크기의 게놈 DNA까지 수득한 것이기 때문이다. 가장 하단 그래프에 나

타난 바와 같이, 오래된 FFPE block에서 작은 크기로 절편화된 DNA를 추출할 경우, 본 연구에서 개발한 비드 방

법을 이용하였을 때, QIAGEN kit 대비 10배 이상의 수득률을 얻을 수 있음을 확인하였다. 

실시예 5: 오래되지 않은 FFPE 조직을 이용한 PREP[0097]

최근에 제작된 FFPE block의 경우, DNA 절편화가 많이 진행되지 않아 비교적 큰 크기의 gDNA를 얻을 수 있다.[0098]

따라서, DNA 수득률과 PG 정량값 대비 ND 정량값의 비율에에 있어서, 비드 방법과 QIAGEN kit를 사용한 경우에

유사한 수준을 보이는 것을 확인할 수 있엇다(도 2).

실시예 6: 실시예 1의 게놈 DNA PREP 방법으로 수득한 시료의 clear genotyping[0099]

수득한 게놈 DNA의 질을 평가하기 위해, clear genotyping을 수행하였다. 구체적으로, 컬럼 방식(QIAGEN), 또는[0100]

비드 방식(100 ㎕ lysis buffer, 100 ㎕ lysis buffer + PEG 또는 50 ㎕ lysis buffer)으로 FFPE 조직 표본으

로부터 분리한 9개의 게놈 DNA를 이용하여, 24곳의 SNPs site에 대한 유전형질 분석(genotyping)을 수행하였을

때 clear peak pattern을 정성 분석하였다. 상기 비드 방식 중 100 ㎕ lysis buffer + PEG 조건은 용해 과정에

서 용해 완충액 100 ㎕ 사용하고, 이 후 PEG와 NaCl 혼합물인 용액 A를 100 ㎕ 첨가한 것을 의미하며, 나머지

100 ㎕ lysis buffer 및 50 ㎕ lysis buffer 조건은 용액 A를 첨가하지 않고 용해 완충액만 사용한 것을 의미

한다.

상기  분석은  Germline  mutation인  SNP  분석이기  때문에,  동형염기인  homo  (100%)  또는  이형염기인  hetero[0101]

(50%)로만 분석될 수 있음에도 불구하고, 주형으로 이용되는 게놈 DNA의 질에 따라 homo또는 hetero 인지를 판

단하기 어려운 패턴(즉, 동형염기임에도 80~90%이거나, 이형염기임에도 10~20% 또는 80~90%로 나타나는 경우)의

이형염기가 나오는 경우가 있어, 상기 분석을 통해 추출된 DNA의 질을 판단할 수 있다. 

Sanger sequencing 방법으로 확인된 genotype을 gold-standard로 삼아, 각 방법으로 얻은 게놈 DNA의 24곳의[0102]

SNPs에 대한 genotype 분석 시, homo (100%)와 hetero (50%)에 대해 가장 정확하게 분석이 이루어진 DNA가 어

떤 방법으로 얻은 것인지를 확인하였다. 9개의 게놈 DNA에 대해 24곳의 SNP 분석이 이루어졌으므로, 총 216개의

genotypes  중 가장 명확한 genotype  결과의 수를 세어, 어떤 방법을 사용하였을 때 가장 많은 수의 명확한

genotype 결과를 얻을 수 있었는지를 분석하였다. 구체적인 실험과정은 다음과 같다.

(1) 24 SNP site에 대한 프라이머(primer) 설계[0103]

Sequenom사의 Typer 프로그램의 Assay designer 모듈을 이용하여, 24곳의 SNP site 각각에 대해 PCR 프라이머[0104]

와 UEP 프라이머를 설계하였다. 이 때, 증폭된 amplicons의 크기는 대략 100bp 정도이며, SNP 위치는 각 증폭산

물의 중간에 위치하도록 설계하였다. 설계된 프라이머(서열번호 1 내지 서열번호 120)를 하기 표 1 및 표 2에

나타내었다.

표 1
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PCR 프라이머 정보[0105]

SNP_ID 2nd-PCRP 1st-PCRP AMP_LE
N

rs248205 ACGTTGGATGGGCTCATGGGAAGAATCATC

(서열번호 1)

ACGTTGGATGGGGCAACATACCACTATTG

(서열번호 2)

102

rs2051068 ACGTTGGATGACCCTGGAAACCATTTCAGA

(서열번호 3)

ACGTTGGATGCTGAAGGTAAAGATTCAAG

(서열번호 4)

101

rs1950501 ACGTTGGATGAATGACTCACCACTGACCAC

(서열번호 5)

ACGTTGGATGTGTTGTCTGGGAACTCAGGG(서열
번호 6)

104

rs1952966 ACGTTGGATGGGCTCTGGTTACAACAGCTT

(서열번호 7)

ACGTTGGATGAGAAGTTTGCTTGGCTGAAG(서열
번호 8)

120

AMG_mid100 ACGTTGGATGGGCTTGAGGCCAACCATCAG

(서열번호 9)

ACGTTGGATGCCTCATCCTGGGCACCCTGG(서열
번호 10)

99

rs1385306 ACGTTGGATGGTCTGTCAGCTGTTCTGATG

(서열번호 11)

ACGTTGGATGGGCTCTGTATAGAGCTTTGG(서열
번호 12)

99

rs1365740 ACGTTGGATGGTACTTACCTCCTGAGGTAG

(서열번호 13)

ACGTTGGATGACTTCCTATGTTGCCAGCAC(서열
번호 14)

102

rs2016207 ACGTTGGATGCTGATGCAAAAATCTATGGC

(서열번호 15)

ACGTTGGATGGCTCTAGTAGATTGCTAGCC(서열
번호 16)

107

rs1571256 ACGTTGGATGATACCGCAGAAGTTTGGCAC

(서열번호 17)

ACGTTGGATGGCATTCTAAACATGCCTCTC(서열
번호 18)

99

rs1350836 ACGTTGGATGATTTCAGACTGTTGTGCTGG

(서열번호 19)

ACGTTGGATGCCTGTGGCCTTTTCATGGAG(서열
번호 20)

102

rs120434 ACGTTGGATGATGCCTTGTTCCATGTGCTG

(서열번호 21)

ACGTTGGATGACACAAGTGGAAGCTTGCAG(서열
번호 22)

101

rs2347790 ACGTTGGATGATGCTCCACCCACACAGTTC

(서열번호 23)

ACGTTGGATGACCTATGCAACAGCTGGAAG(서열
번호 24)

93

rs298898 ACGTTGGATGCCATATATACAGGGTGTATAG

(서열번호 25)

ACGTTGGATGATAGTGTAGTGAGTGCTATG(서열
번호 26)

103

rs2380657 ACGTTGGATGGCTAGGGTTGAAAACCAATG

(서열번호 27)

ACGTTGGATGGAATATGAGCACAACACACG(서열
번호 28)

110

rs2180770 ACGTTGGATGCACTTGTCACAAACTCTAGG

(서열번호 29)

ACGTTGGATGAACCACAGTGAGCATGGAAG(서열
번호 30)

113

rs58616 ACGTTGGATGTAGGCAGAAAAGGGCTGAAG

(서열번호 31)

ACGTTGGATGCCCTTCTGCTTTAACACTATC(서열
번호 32)

114

rs265005 ACGTTGGATGATCAGGCACAATCTCTACCC

(서열번호 33)

ACGTTGGATGACACAAAGCTACCACTGCAC(서열
번호 34)

101

rs1259859 ACGTTGGATGGCCAATTTTATAGAAACTC

(서열번호 35)

ACGTTGGATGTAGTATCAAGGTTTTCTGGC(서열
번호 36)

104

rs1549944 ACGTTGGATGTGTCACATATGCTGGCCTTG

(서열번호 37)

ACGTTGGATGCTCTCTTGAAGAAGGTGCAG(서열
번호 38)

100

rs1028330 ACGTTGGATGTTTTCGGGCAGTGAAGAGAC

(서열번호 39)

ACGTTGGATGCTCTACATCTGTGGGTCTAG(서열
번호 40)

105

rs1390272 ACGTTGGATGCCTTTGATATTTGTTCCAC

(서열번호 41)

ACGTTGGATGCAGGATAGTCTACTATGTGC(서열
번호 42)

97

rs1434199 ACGTTGGATGGGCATAGGGAGCTGAATCAA

(서열번호 43)

ACGTTGGATGCACCTCTGCCCCCTAATTTC(서열
번호 44)

111

rs464221 ACGTTGGATGTGAGGACTTGGGATTAGGAC

(서열번호 45)

ACGTTGGATGAGGCAGCAGCAGAAGTTTAG(서열
번호 46)

87

rs1522307 ACGTTGGATGTAGGGTCCAGAAATGTGTTG

(서열번호 47)

ACGTTGGATGGGAGAAGCAAGCCATAGATG(서열
번호 48)

95

표 2
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UEP 프라이머 정보[0106]

SNP_ID UEP_M
ASS

UEP_SEQ EXT1_
CALL

EXT1_
MASS

EXT1_SEQ EXT2_
CALL

EXT2_
MASS

EXT2_SEQ

rs2482
05

4803 AAAGCTCCAACACACT(
서열번호49 )

C 5050 AAAGCTCCAACACACTC(
서열번호50)

G 5090 AAAGCTCCAACACACTG(
서열번호 51)

rs2051
068

4955 GAGCGCACAGGTATAG(
서열번호 52)

T 5226 GAGCGCACAGGTATAGA(
서열번호 53)

C 5243 GAGCGCACAGGTATAGG(
서열번호 54)

rs1950
501

5284 GTGGGTACAAAGGTCAA
(서열번호 55)

G 5531 GTGGGTACAAAGGTCAAC
(서열번호 56)

C 5571 GTGGGTACAAAGGTCAAG
(서열번호 57)

rs1952
966

5194 CTTGGCTGAAGCAATAC
(서열번호 58)

A 5466 CTTGGCTGAAGCAATACA
(서열번호 59)

G 5482 CTTGGCTGAAGCAATACG
(서열번호 60)

AMG_mi
d100

5203 tGGACCACTTGAGAAAC
(서열번호 61)

G 5451 tGGACCACTTGAGAAACC
(서열번호 62)

T 5475 tGGACCACTTGAGAAACA
(서열번호 63)

rs1385
306

5423 TTTGGCTCATCTGTTCTC
(서열번호 64)

G 5670 TTTGGCTCATCTGTTCTCC
(서열번호 65)

C 5710 TTTGGCTCATCTGTTCTCG
(서열번호 66)

rs1365
740

5631 CACCTTTTTCCTCTTCAT
T(서열번호 67)

G 5918 CACCTTTTTCCTCTTCATT
G(서열번호 68)

T 5958 CACCTTTTTCCTCTTCATT
T(서열번호 69)

rs2016
207

5805 AGCACAGAATCCTTTAGA
A(서열번호 70)

C 6052 AGCACAGAATCCTTTAGAA
C(서열번호 71)

T 6132 AGCACAGAATCCTTTAGAA
T(서열번호 72)

rs1571
256

6019 TGCCTCTCAGTACTCTAG
TC(서열번호 73)

T 6290 TGCCTCTCAGTACTCTAGT
CA(서열번호 74)

C 6306 TGCCTCTCAGTACTCTAGT
CG(서열번호 75)

rs1350
836

6094 CCACCTCAAAGGGATATT
AA(서열번호 76)

C 6341 CCACCTCAAAGGGATATTA
AC(서열번호 77)

T 6421 CCACCTCAAAGGGATATTA
AT(서열번호 78)

rs1204
34

6237 ggGTTGGCAACATGGTTA
AG(서열번호 79)

C 6484 ggGTTGGCAACATGGTTAA
GC(서열번호 80)

G 6524 ggGTTGGCAACATGGTTAA
GG(서열번호 81)

rs2347
790

6373 ccccGATGTGCGTATGCC
TTA(서열번호 82)

A 6644 ccccGATGTGCGTATGCCT
TAA(서열번호 83)

G 6660 ccccGATGTGCGTATGCCT
TAG(서열번호 84)

rs2988
98

6451 GTGAGTGCTATGATCATT
ATC(서열번호 85)

C 6698 GTGAGTGCTATGATCATTA
TCC(서열번호 86)

T 6778 GTGAGTGCTATGATCATTA
TCT(서열번호 87)

rs2380
657

6733 tggaACAACACACGTTTT
TAGT(서열번호 88)

C 6981 tggaACAACACACGTTTTT
AGTC(서열번호 89)

T 7061 tggaACAACACACGTTTTT
AGTT(서열번호 90)

rs2180
770

6943 ccAAATATAACCTTGATC
CTCTG(서열번호 91)

T 7214 ccAAATATAACCTTGATCC
TCTGA(서열번호 92)

C 7230 ccAAATATAACCTTGATCC
TCTGG(서열번호 93)

rs5861
6

7014 TCTGCTTTAACACTATCA
GGGTA(서열번호 94)

G 7261 TCTGCTTTAACACTATCAG
GGTAC(서열번호 95)

A 7341 TCTGCTTTAACACTATCAG
GGTAT(서열번호 96)

rs2650
05

7022 tttaTGCTCAACTGGACT
ATAAA(서열번호 97)

T 7293 tttaTGCTCAACTGGACTA
TAAAA(서열번호 98)

C 7309 tttaTGCTCAACTGGACTA
TAAAG(서열번호 99)

rs1259
859

7110 gatgGGAGGTGATCCTTC
TTATA(서열번호 100)

C 7397 gatgGGAGGTGATCCTTCT
TATAG(서열번호 101)

A 7437 gatgGGAGGTGATCCTTCT
TATAT(서열번호 102)

rs1549
944

7469 ggggAGGAAAGAAACACT
GATCCA(서열번호
103)

A 7740 ggggAGGAAAGAAACACTG
ATCCAA(서열번호
104)

G 7756 ggggAGGAAAGAAACACTG
ATCCAG(서열번호
105)

rs1028
330

7561 ccacTGACATGTATCCAC
CATTATG(서열번호
106)

T 7832 ccacTGACATGTATCCACC
ATTATGA(서열번호
107)

C 7848 ccacTGACATGTATCCACC
ATTATGG(서열번호
108)

rs1390
272

7613 gCTTGGTTTTTCTTAACA
AGTTCAC(서열번호
109)

T 7884 gCTTGGTTTTTCTTAACAA
GTTCACA(서열번호
110)

C 7900 gCTTGGTTTTTCTTAACAA
GTTCACG(서열번호
111)

rs1434
199

7686 gATTTGAAGGTCTAGAAC
TTTCATT(서열번호
112)

G 7933 gATTTGAAGGTCTAGAACT
TTCATTC(서열번호
113)

C 7973 gATTTGAAGGTCTAGAACT
TTCATTG(서열번호
114)

rs4642
21

8027 gtCAGCAGCAGAAGTTTA
GACAATTA(서열번호
115)

G 8274 gtCAGCAGCAGAAGTTTAG
ACAATTAC(서열번호
116)

A 8354 gtCAGCAGCAGAAGTTTAG
ACAATTAT(서열번호
117)

rs1522
307

8069 tagaAAGCCATAGATGAA
AATACGGA(서열번호
118)

C 8317 tagaAAGCCATAGATGAAA
ATACGGAC(서열번호
119)

T 8396 tagaAAGCCATAGATGAAA
ATACGGAT(서열번호
120)

(2) iPLEX 반응 수행 (Sequenom사의 iPLEX kit 사용)[0107]

가. Multiplex PCR 반응수행[0108]
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각각의 방법으로 추출한 DNA 5 ng, 상기 표 1의 프라이머 혼합물(각 0.5 μM) 1.2 ㎕, dNTP mix (25 mM) 0.1[0109]

㎕, Qiagen사의 HotStarTaq DNA polymerase  (5U/㎕) 0.12 ㎕, 10x PCR buffer 0.65 ㎕, 25 mM MgCl2 0.35 ㎕

를  섞고,  최종  부피가  5  ㎕가  되도록  3차  증류수를  첨가한  다음,  94  ℃에서  15분  반응시켜  HotStarTaq

polymerase를 활성화한 후, [94 ℃ (20초)/56 ℃ (30초)/72 ℃ (60초)] 반응을 45회 반복한 후, 72 ℃에서 3분

간 반응시켰다.

나. SAP(Shrimp Alkaline Phosphatase) 처리[0110]

Multiplex PCR 과정 중 각각의 증폭 산물 생성에 사용되지 않고 남아있는 dNTP를 비활성화시키기 위해, 상기[0111]

가. 과정에서 수행한 multiplex PCR 증폭반응물에, SAP buffer 0.2 ㎕, SAP 0.3 ㎕ 및 3차 증류수 1.5 ㎕를 첨

가하고 37 ℃에서 40분, 그 다음 85 ℃에서 10분간 반응을 수행하였다.

다. Single Base Extension 반응 수행[0112]

상기 나. 반응의 결과물에, 10x Plus iPLEX buffer 0.2 ㎕, iPLEX termination mix 0.1 ㎕, UEP mix (각 분자[0113]

량에 따라 7 또는 14 μM) 1.2 ㎕, Sequenase 0.02 ㎕, 3차 증류수 0.48 ㎕를 첨가한 다음, 94 ℃에서 30초 반

응 후, [94 ℃ (5초)/ 52 ℃ (5초)/ 80 ℃ (5초)/ 52 ℃ (5초)/ 80 ℃ (5초)/ 52 ℃ (5초)/ 80 ℃ (5초)/ 52

℃ (5초)/ 80 ℃ (5초)/ 52 ℃ (5초)/ 80 ℃ (5초)] 반응을 40회 반복한 후, 72 ℃에서 3분 인큐베이션하여 반

응을 종료하였다.

(3) Genotyping 분석[0114]

상기 반응물 각각을 Sequenom사의 SpectroChip II의 각 spot에 분주한 후, Sequenom사의 MALDI-ToF 장비를 이[0115]

용하여 데이터를 얻고, 이를 Sequenom사의 Typer Analyzer 프로그램으로 분석하여 24 SNP 각각에 대한 UEP 분자

량의 변화를 확인함으로써, 각 SNP에 대한 genotype을 확인할 수 있었다.

그 결과, 도 3에 나타난 바와 같이, 100 ㎕ lysis buffer + PEG 방법으로 분리한 DNA를 주형으로 이용할 경우,[0116]

총 216개의 genotype 중 150개의 genotype이 clear peak pattern으로 나타나는 것을 확인하였다. 따라서 본 발

명의  비드  방식의  DNA  추출  방법은 다른 DNA  추출  방법(QIAGEN,  100  ㎕  lysis  buffer  또는  50  ㎕  lysis

buffer)에 비해 가장 명확한 SNP genotyping이 가능하도록 양질의 DNA를 추출할 수 있는 방법임을 알 수 있다.

실시예 7: 실시예 1의 게놈 DNA PREP 방법으로 수득한 시료의 회복률(Recovery ratio) 분석[0117]

QIAamp  DNA  FFPE  Tissue  kit  를  이용하여  5개의  서로  다른  FFPE  tissues에서  분리한  게놈  DNA  100  ng[0118]

(PicoGreen 정량값 기준)을, QIAamp DNA FFPE Tissue kit, QIAquick PCR Purification kit, 또는 본 발명의 비

드 방식(ASAN-Method)을 이용하여 재추출하였을 때의 회복률(Recovery ratio)을 비교하였다. 구체적인 실험 방

법은 다음과 같다.

(1) QIAamp DNA FFPE Tissue kit[0119]

ATL 용액 200 ㎕에 순수 분리되어 있는 DNA 100 ng을 섞은 후, AL 용액과 100% 에탄올을 각각 200 ㎕씩 첨가한[0120]

후 잘 혼합하였다. 그 다음 2 ㎖ collection tube에 장착된 QIAamp MinElute column으로 옮긴 후, 8,000 rpm에

서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAamp MinElute column을 새로운 2 ㎖ collection tube로 옮긴 후, 500 ㎕의 AW1 용액을 넣고 8,000[0121]

rpm에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAamp MinElute column을 새로운 2 ㎖ collection tube로 옮긴 후, 500 ㎕의 AW2 용액을 넣고 8,000[0122]
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rpm에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAamp MinElute column을 새로운 2 ㎖ collection tube로 옮긴 후, 14,000 rpm에서 3분간 원심분리하[0123]

였다. 

그 다음 QIAamp MinElute column을 새로운 1.5 ㎖ 튜브로 옮긴 다음, 30 ㎕의 ATE 용액을 컬럼의 중앙에 분주[0124]

하고 상온에서 1분간 둔 후, 14,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAamp MinElute column을 제거하고, 1.5ml 튜브에 추출된 DNA 획득하였다. 그 다음 PicoGreen으로 농[0125]

도를 측정하고, 용출액 부피인 30을 곱하여, 최종 회복률(최종 수득량/100 ng)을 계산하였다.

(2) QIAquick PCR Purification kit[0126]

순수 분리되어 있는 DNA 100 ng (10 ㎕)에 5배 부피(50 ㎕)의 PB1용액을 넣고 잘 혼합하였다. 그 다음 2 ㎖[0127]

collection tube에 장착된 QIAquick spin column으로 옮긴 후, 8,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAquick spin column을 새로운 2 ㎖ collection tube로 옮긴 후, 750 ㎕의 PE 용액을 넣고 8,000 rpm[0128]

에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAquick spin column을 새로운 2 ml collection tube로 옮긴 후, 14,000 rpm에서 1분간 원심분리하였[0129]

다. 

그 다음 QIAquick spin column을 새로운 1.5 ㎖ 튜브로 옮긴 뒤 30 ㎕의 EB 용액을 column의 중앙에 분주하고[0130]

상온에서 1분간 둔 후, 14,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. 

그 다음 QIAquick spin column을 제거하고, 1.5 ㎖ 튜브에 추출된 DNA를 획득하였다. 그 다음 PicoGreen으로[0131]

농도를 정량하고 용출액 부피인 30을 곱하여, 최종 회복률(최종 수득량/100ng)을 계산하였다.

(3) 본 발명의 비드 방식[0132]

깨끗한 1.5 ㎖ 튜브에 용해 완충액 100 ㎕에 순수 분리되어 있는 DNA 100 ng을 섞은 후, 자성 비드(AMPure XP)[0133]

와 용액 A(2.5M NaCl, 20% PEG-8000)를 각각 100 ㎕씩 첨가한 후 잘 혼합하였다. 

그 다음 상온에서 3분 반응시키고 자성 스탠드(magnetic stand)로 옮겨 5분간 둔 다음, 가라앉은 비드에 닿지[0134]

않도록 주의하면서 나머지 용액을 조심스럽게 제거하였다. 

그 다음 85%의 에탄올 500 ㎕를 첨가한 후 30초 후 제거하는 과정을 2회 반복 후, 5분간 실온에 두어 잔여 에탄[0135]

올을 증발시켰다. 

그 다음 자성 스탠드에서 다른 곳으로 옮긴 뒤 30 ㎕의 용출용액을 첨가하고 완전히 섞은 후 실온에서 5분간 반[0136]

응시켰다. 

그 다음 다시 자성 스탠드로 옮겨 비드를 가라앉힌 후, 비드 펠렛은 건드리지 않도록 주의하면서, 새로운 1.5[0137]

㎖ 튜브로 용액만 옮겨 추출된 DNA를 획득하였다. 그 다음 PicoGreen으로 농도를 정량하고 용출액 부피인 30을

곱하여, 최종 회복률(최종 수득량/100ng)을 계산하였다.

그 결과 도 4에 나타난 바와 같이, 비드를 이용한 방법(ASAN-Method)을 사용하였을 때, 가장 높은 회복률을 얻[0138]

을 수 있었다. Qiagen 사의 두 제품간에서도 차이가 나타났는데, FFPE tissue kit 보다 PCR purification kit

에서 보다 높은 회복률을 얻을 수 있었다. 이는, PCR 증폭산물과 같은 작은 크기의 DNA를 추출하는 용도로 제작

된 키트이기 때문에, 작은 조각으로 절편화된 FFPE DNA를 보다 효율적으로 획득할 수 있었을 것으로 여겨진다.

하지만, 본 발명의 비드 방법의 경우, 이러한 PCR purification kit 보다도 월등히 높은 FFPE DNA 회복률을 보

여주는 것으로 보아, 절편화된 FFPE DNA 획득에 우수하다는 사실을 알 수 있다.
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 실시예 8: 실시예 1의 게놈 DNA PREP 방법으로 수득한 시료의 수율 분석[0139]

본 연구에서 개발한 비드 방식으로 DNA를 추출할 경우, 획득 가능한 수득량을 확인하기 위해, 6 ㎛ 두께로 자른[0140]

동일 FFPE block 절편을 1 내지 5장 까지 사용하여, DNA 수득률을 확인하였다(도 5). 그 결과 본 발명의 용해

완충액 100 ㎕, 비드 100 ㎕ 및 용액 A 100 ㎕ 조건을 사용할 경우, 획득 가능한 수득률은 PicoGreen 정량 기준

으로 대략 5㎍ 정도 인 것으로 확인되었다. 

실시예 9: 실시예 1의 게놈 DNA PREP 방법의 재현가능성 확인[0141]

총 5개의 서로 다른 FFPE 시료를 이용하여, 6 ㎛ 두께로 자른 FFPE 절편 4장을 이용하여, 타 기관의 연구원이[0142]

본 발명의 비드 방법과, MN사의 컬럼 방식의 키트를 이용하여, DNA를 추출하고 ND 및 PG 정량값을 구하여, 각

방법간의 DNA 수득률 및 추출 DNA의 질을 확인하였다. 

먼저 전기영동을 이용하여 동일한 시료에 대하여 각각의 방법으로 추출한 DNA를 비교하였다. 구체적으로 최종[0143]

DNA 추출액 2 ㎕를 1.5 % 아가로스 겔에 로딩하고, 100 V에서 25분간 전기영동하고, Biorad사의 GelDoc 장비를

이용하여 전기영동 사진을 찍어 분석하였다. 이 때, DNA 크기를 확인하기 위해, 100bp DNA ladder를 함께 전기

영동하였다.

그 결과 비드 방법으로 추출한 DNA가 MN kit 방법으로 추출한 DNA 보다 훨씬 더 진한 밴드 강도를 보임을 확인[0144]

하였다(도 6). 

또한, 비드로 추출한 DNA의 수득률이 2 내지 3배 가량 더 높음을 알 수 있다(도 7 좌측 및 중앙). 특히, 비드[0145]

방법으로 추출한 DNA와 MN kit로 추출한 DNA간의 수득률 비교에 있어, PicoGreen 정량값 차이가 NanoDrop 정량

값 차이보다 더 큰 것으로 미루어 보아, 비드 방법으로 추출한 DNA에 intact form인 dsDNA가 더 많이 포함되어

있음을 유추해 볼 수 있다. 

나아가, DNA의 질을 확인해 볼 수 있는 ND/PG 비율 분석에서도, 비드 방법으로 추출한 DNA가 MN kit로 추출한[0146]

DNA보다 상대적으로 더 낮은 ND/PG 비율을 나타내고 있음을 확인하였다(도 7 우측).

결론적으로, 본 발명의 자성 비드를 이용하여 FFPE 조직으로부터 핵산을 분리하는 방법은, 최근에 제작된 FFPE[0147]

조직 뿐만 아니라, 제작된지 10년 이상의 오래된 FFPE 조직에서도 다른 방식의 DNA 추출 방법에 비해 양질의

DNA를 높은 수율로 추출할 수 있다.

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술 분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0148]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시 예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로서 이해해야만 한다. 본 발명의 범

위는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는

모든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.
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<210>    1

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs248205-2nd

<400>    1

acgttggatg ggctcatggg aagaatcatc                                          30

<210>    2

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    rs248205-1st

<400>    2

acgttggatg gggcaacata ccactattg                                           29

<210>    3

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2051068-2nd

<400>    3

acgttggatg accctggaaa ccatttcaga                                          30

<210>    4

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2051068-1st

<400>    4

acgttggatg ctgaaggtaa agattcaag                                           29

<210>    5

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1950501-2nd
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<400>    5

acgttggatg aatgactcac cactgaccac                                          30

<210>    6

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1950501-1st

<400>    6

acgttggatg tgttgtctgg gaactcaggg                                          30

<210>    7

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1952966-2nd

<400>    7

acgttggatg ggctctggtt acaacagctt                                          30

<210>    8

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1952966-1st

<400>    8

acgttggatg agaagtttgc ttggctgaag                                          30

<210>    9

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AMG_mid100-2nd

<400>    9

acgttggatg ggcttgaggc caaccatcag                                          30

<210>    10

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    AMG_mid100-1st

<400>    10

acgttggatg cctcatcctg ggcaccctgg                                          30

<210>    11

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1385306-2nd

<400>    11

acgttggatg gtctgtcagc tgttctgatg                                          30

<210>    12

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1385306-1st

<400>    12

acgttggatg ggcttgaggc caaccatcag                                          30

<210>    13

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1365740-2nd

<400>    13

acgttggatg gtacttacct cctgaggtag                                          30

<210>    14

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1365740-1st

<400>    14

acgttggatg acttcctatg ttgccagcac                                          30

<210>    15

<211>    30
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2016207-2nd

<400>    15

acgttggatg ctgatgcaaa aatctatggc                                          30

<210>    16

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2016207-1st

<400>    16

acgttggatg gctctagtag attgctagcc                                          30

<210>    17

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1571256-2nd

<400>    17

acgttggatg ataccgcaga agtttggcac                                          30

<210>    18

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1571256-1st

<400>    18

acgttggatg gcattctaaa catgcctctc                                          30

<210>    19

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1350836-2nd

<400>    19

acgttggatg atttcagact gttgtgctgg                                          30
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<210>    20

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1350836-1st

<400>    20

acgttggatg cctgtggcct tttcatggag                                          30

<210>    21

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs120434-2nd

<400>    21

acgttggatg atgccttgtt ccatgtgctg                                          30

<210>    22

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs120434-1st

<400>    22

acgttggatg acacaagtgg aagcttgcag                                          30

<210>    23

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2347790-2nd

<400>    23

acgttggatg atgctccacc cacacagttc                                          30

<210>    24

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2347790-1st

<400>    24
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acgttggatg acctatgcaa cagctggaag                                          30

<210>    25

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs298898-2nd

<400>    25

acgttggatg ccatatatac agggtgtata g                                        31

<210>    26

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs298898-1st

<400>    26

acgttggatg atagtgtagt gagtgctatg                                          30

<210>    27

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2380657-2nd

<400>    27

acgttggatg gctagggttg aaaaccaatg                                          30

<210>    28

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2380657-1st

<400>    28

acgttggatg gaatatgagc acaacacacg                                          30

<210>    29

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    rs2180770-2nd

<400>    29

acgttggatg cacttgtcac aaactctagg                                          30

<210>    30

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2180770-1st

<400>    30

acgttggatg aaccacagtg agcatggaag                                          30

<210>    31

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs58616-2nd

<400>    31

acgttggatg taggcagaaa agggctgaag                                          30

<210>    32

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs58616-1st

<400>    32

acgttggatg cccttctgct ttaacactat c                                        31

<210>    33

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs265005-2nd

<400>    33

acgttggatg atcaggcaca atctctaccc                                          30

<210>    34

<211>    30

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs265005-1st

<400>    34

acgttggatg acacaaagct accactgcac                                          30

<210>    35

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1259859-2nd

<400>    35

acgttggatg gccaatttta tagaaactc                                           29

<210>    36

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1259859-1st

<400>    36

acgttggatg tagtatcaag gttttctggc                                          30

<210>    37

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1549944-2nd

<400>    37

acgttggatg tgtcacatat gctggccttg                                          30

<210>    38

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1549944-1st

<400>    38

acgttggatg ctctcttgaa gaaggtgcag                                          30

<210>    39
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<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1028330-2nd

<400>    39

acgttggatg ttttcgggca gtgaagagac                                          30

<210>    40

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1028330-1st

<400>    40

acgttggatg ctctacatct gtgggtctag                                          30

<210>    41

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1390272-2nd

<400>    41

acgttggatg cctttgatat ttgttccac                                           29

<210>    42

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1390272-1st

<400>    42

acgttggatg caggatagtc tactatgtgc                                          30

<210>    43

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1434199-2nd

<400>    43
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acgttggatg ggcataggga gctgaatcaa                                          30

<210>    44

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1434199-1st

<400>    44

acgttggatg cacctctgcc ccctaatttc                                          30

<210>    45

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs464221-2nd

<400>    45

acgttggatg tgaggacttg ggattaggac                                          30

<210>    46

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs464221-1st

<400>    46

acgttggatg aggcagcagc agaagtttag                                          30

<210>    47

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1522307-2nd

<400>    47

acgttggatg tagggtccag aaatgtgttg                                          30

<210>    48

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    rs1522307-1st

<400>    48

acgttggatg ggagaagcaa gccatagatg                                          30

<210>    49

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs248205-UEP

<400>    49

aaagctccaa cacact                                                         16

<210>    50

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs248205-EXT1

<400>    50

aaagctccaa cacactc                                                        17

<210>    51

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs248205-EXT2

<400>    51

aaagctccaa cacactg                                                        17

<210>    52

<211>    16

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2051068-UEP

<400>    52

gagcgcacag gtatag                                                         16

<210>    53

<211>    17
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2051068-EXT1

<400>    53

gagcgcacag gtataga                                                        17

<210>    54

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2051068-EXT2

<400>    54

gagcgcacag gtatagg                                                        17

<210>    55

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1950501-UEP

<400>    55

gtgggtacaa aggtcaa                                                        17

<210>    56

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1950501-EXT1

<400>    56

gtgggtacaa aggtcaac                                                       18

<210>    57

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1950501-EXT2

<400>    57

gtgggtacaa aggtcaag                                                       18

<210>    58
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<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1952966-UEP

<400>    58

cttggctgaa gcaatac                                                        17

<210>    59

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1952966-EXT1

<400>    59

cttggctgaa gcaataca                                                       18

<210>    60

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1952966-EXT2

<400>    60

cttggctgaa gcaatacg                                                       18

<210>    61

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AMG_mid100-UEP

<400>    61

tggaccactt gagaaac                                                        17

<210>    62

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AMG_mid100-EXT1

<400>    62

공개특허 10-2016-0110806

- 35 -



tggaccactt gagaaacc                                                       18

<210>    63

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AMG_mid100-EXT2

<400>    63

tggaccactt gagaaaca                                                       18

<210>    64

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1385306-UEP

<400>    64

tttggctcat ctgttctc                                                       18

<210>    65

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1385306-EXT1

<400>    65

tttggctcat ctgttctcc                                                      19

<210>    66

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1385306-EXT2

<400>    66

tttggctcat ctgttctcg                                                      19

<210>    67

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    rs1365740-UEP

<400>    67

cacctttttc ctcttcatt                                                      19

<210>    68

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1365740-EXT1

<400>    68

cacctttttc ctcttcattg                                                     20

<210>    69

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1365740-EXT2

<400>    69

cacctttttc ctcttcattt                                                     20

<210>    70

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2016207-UEP

<400>    70

agcacagaat cctttagaa                                                      19

<210>    71

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2016207-EXT1

<400>    71

agcacagaat cctttagaac                                                     20

<210>    72

<211>    20
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2016207-EXT2

<400>    72

agcacagaat cctttagaat                                                     20

<210>    73

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1571256-UEP

<400>    73

tgcctctcag tactctagtc                                                     20

<210>    74

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1571256-EXT1

<400>    74

tgcctctcag tactctagtc a                                                   21

<210>    75

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1571256-EXT2

<400>    75

tgcctctcag tactctagtc g                                                   21

<210>    76

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1350836-UEP

<400>    76

ccacctcaaa gggatattaa                                                     20
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<210>    77

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1350836-EXT1

<400>    77

ccacctcaaa gggatattaa c                                                   21

<210>    78

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1350836-EXT2

<400>    78

ccacctcaaa gggatattaa t                                                   21

<210>    79

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs120434-UEP

<400>    79

gggttggcaa catggttaag                                                     20

<210>    80

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs120434-EXT1

<400>    80

gggttggcaa catggttaag c                                                   21

<210>    81

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs120434-EXT2

<400>    81
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gggttggcaa catggttaag g                                                   21

<210>    82

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2347790-UEP

<400>    82

ccccgatgtg cgtatgcctt a                                                   21

<210>    83

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2347790-EXT1

<400>    83

ccccgatgtg cgtatgcctt aa                                                  22

<210>    84

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2347790-EXT2

<400>    84

ccccgatgtg cgtatgcctt ag                                                  22

<210>    85

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs298898-UEP

<400>    85

gtgagtgcta tgatcattat c                                                   21

<210>    86

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    rs298898-EXP1

<400>    86

gtgagtgcta tgatcattat cc                                                  22

<210>    87

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs298898-EXP2

<400>    87

gtgagtgcta tgatcattat ct                                                  22

<210>    88

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2380657-UEP

<400>    88

tggaacaaca cacgttttta gt                                                  22

<210>    89

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2380657-EXT1

<400>    89

tggaacaaca cacgttttta gtc                                                 23

<210>    90

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2380657-EXT2

<400>    90

tggaacaaca cacgttttta gtt                                                 23

<210>    91

<211>    23
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2180770-UEP

<400>    91

ccaaatataa ccttgatcct ctg                                                 23

<210>    92

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2180770-EXT1

<400>    92

ccaaatataa ccttgatcct ctga                                                24

<210>    93

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs2180770-EXT2

<400>    93

ccaaatataa ccttgatcct ctgg                                                24

<210>    94

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs58616-UEP

<400>    94

tctgctttaa cactatcagg gta                                                 23

<210>    95

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs58616-EXT1

<400>    95

tctgctttaa cactatcagg gtac                                                24
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<210>    96

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs58616-EXT2

<400>    96

tctgctttaa cactatcagg gtat                                                24

<210>    97

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs265005-UEP

<400>    97

tttatgctca actggactat aaa                                                 23

<210>    98

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs265005-EXT1

<400>    98

tttatgctca actggactat aaaa                                                24

<210>    99

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs265005-EXT2

<400>    99

tttatgctca actggactat aaag                                                24

<210>    100

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1259859-UEP

<400>    100
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gatgggaggt gatccttctt ata                                                 23

<210>    101

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1259859-EXT1

<400>    101

gatgggaggt gatccttctt atag                                                24

<210>    102

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1259859-EXT2

<400>    102

gatgggaggt gatccttctt atat                                                24

<210>    103

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1549944-UEP

<400>    103

ggggaggaaa gaaacactga tcca                                                24

<210>    104

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1549944-EXT1

<400>    104

ggggaggaaa gaaacactga tccaa                                               25

<210>    105

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    rs1549944-EXT2

<400>    105

ggggaggaaa gaaacactga tccag                                               25

<210>    106

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1028330-UEP

<400>    106

ccactgacat gtatccacca ttatg                                               25

<210>    107

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1028330-EXT1

<400>    107

ccactgacat gtatccacca ttatga                                              26

<210>    108

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1028330-EXT2

<400>    108

ccactgacat gtatccacca ttatgg                                              26

<210>    109

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1390272-UEP

<400>    109

gcttggtttt tcttaacaag ttcac                                               25

<210>    110

<211>    26
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1390272-EXT1

<400>    110

gcttggtttt tcttaacaag ttcaca                                              26

<210>    111

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1390272-EXT2

<400>    111

gcttggtttt tcttaacaag ttcacg                                              26

<210>    112

<211>    25

<212>

    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1434199-UEP

<400>    112

gatttgaagg tctagaactt tcatt                                               25

<210>    113

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1434199-EXT1

<400>    113

gatttgaagg tctagaactt tcattc                                              26

<210>    114

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1434199-EXT2

<400>    114

gatttgaagg tctagaactt tcattg                                              26
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<210>    115

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs464221-UEP

<400>    115

gtcagcagca gaagtttaga caatta                                              26

<210>    116

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs464221-EXT1

<400>    116

gtcagcagca gaagtttaga caattac                                             27

<210>    117

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs464221-EXT2

<400>    117

gtcagcagca gaagtttaga caattat                                             27

<210>    118

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1522307-UEP

<400>    118

tagaaagcca tagatgaaaa tacgga                                              26

<210>    119

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1522307-EXT1

<400>    119
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tagaaagcca tagatgaaaa tacggac                                             27

<210>    120

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rs1522307-EXT2

<400>    120

tagaaagcca tagatgaaaa tacggat                                             27
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