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본원은 NGS (Next Generation Sequencing) 분석을 이용한 cfDNA (cell free DNA)의 저빈도 변이 검출에 있어서,
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

NGS (Next Generation Sequencing) 분석을 이용한 cfDNA (cell free DNA)의 저빈도 변이 검출에 있어서, 상기

NGS 분석에 사용되는 고유 단편의 비율을 향상시키는 방법으로, 

(a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; 

(b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유전체 단편 중 51 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및

고유 단편(unique fragment)의 수를 계산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서 상

기 51 내지 330bp 길이에 해당하는 각 유전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 

상기 collision count 합은 다음 식으로부터 계산되며, 

.

상기 식에서 q(k-1;d) : [1,d]의 범위의 n 개의 숫자 중 k 와 같은 숫자가 있을 확률, k : 특정 숫자, d : 숫자

의 범위, n : 숫자의 개수임. 

(c) 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단편 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고유 단편의 비를 증가시

키도록 상기 특정 양의 cfDNA 시료를 복수 개의 aliquot로 나누는 단계; 및 

(d)  상기  복수개의  각  aliquot  별로,  각각  상이한  인덱스를  포함하는  어뎁터를  태깅하여  라이브러리를

제조하고, NGS (Next Generation Sequencing) 분석을 수행한 후 상기 각 aliquot의 NGS 결과를 통합하는 단계.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 

상기 저빈도 변이는 1% 미만의 빈도인 것인, 방법. 

청구항 3 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 

상기 (d) 단계에서 상기 고유 단편의 비가 최소 93% 이상이 되도록 하는 것인, 방법. 

청구항 4 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 

상기 특정 양의 cfDNA는 20ng이고, 이 경우 상기 cfDNA는 상기 고유 단편이 비가 93.9%가 되도록 상기 cfDNA를

4개의 aliquot로 분할하는 것인, 방법. 

청구항 5 

NGS (Next Generation Sequencing) 분석을 이용한 cfDNA (cell free DNA)의 저빈도 변이 검출에 있어서, 상기

NGS 분석에 사용되는 고유 단편의 비율을 향상시키기 위한 라이브러리 제조방법으로, 상기 방법은 
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(a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; 

(b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유전체 단편 중 51bp 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및

고유 단편 (unique fragment)의 수를 계산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서

상기 51~330bp 길이에 해당하는 각 유전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 

상기 collision count 합은 다음 식으로부터 계산되며,

.

상기 식에서 q(k-1;d) : [1,d]의 범위의 n 개의 숫자 중 k 와 같은 숫자가 있을 확률, k : 특정 숫자, d : 숫자

의 범위, n : 숫자의 개수임. 

(c) 상기 단계 (b)로부터 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단편의 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고

유 단편의 비를 증가시키도록 상기 특정 양의 cfDNA 시료를 복수 개의 aliquot로 나누는 단계; 및 

(d) 상기 복수개의 각 aliquot 별로, 각각 상이한 인덱스를 포함하는 어뎁터를 태깅하여 NGS용 라이브러리를 제

조하는 단계를 포함하는, 방법. 

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 

상기 저빈도는 1% 미만의 빈도인 것인, 방법.

청구항 7 

제 5 항 또는 제 6 항에 있어서, 

상기 (d) 단계에서 상기 고유 단편의 비가 최소 93% 이상이 되도록 하는 것인, 방법. 

청구항 8 

제 5 항 또는 제 6 항에 있어서, 

상기 특정 양의 cfDNA는 20ng이고, 이 경우 상기 cfDNA는 상기 고유 단편이 비가 93.9%가 되도록 상기 cfDNA를

4개의 aliquot로 분할하는 것인, 방법. 

발명의 설명

기 술 분 야

본원은 NGS (Next Generation Sequencing)를 이용한 cfDNA의 유전자 변이 분석 기술과 관련된 것이다. [0001]

배 경 기 술

혈액속에  존재하는  세포유리  DNA  (cell-free  DNA,  cfDNA)에는  건강한  사람들의  경우  조혈  세포[0003]

(haematopoietic cell)로부터 방출된 DNA가 대부분이다. 하지만 암 환자의 경우 cfDNA에는 암세포 사멸로 파괴

된 세포로부터 혈액으로 방출된 순환 종양 DNA (circulating tumor DNA, ctDNA)가 포함되어 있다. 이 ctDNA는

특정 암과 관련된 유전적 변이를 포함하고 있으며, 이러한 유전적 변이의 모니터링을 통해, 병변 발생 전 암의

조기 발견, 특정 암치료법에 대한 반응 분석, 항암제에 대한 저항성 생성 기전 발견, 잔존 암의 존재 등의 확인

이 가능하다. 

이러한 ctDNA의 검출을 위한 방법의 하나는 droplet digital PCR (ddPCR)로 이는 0.001%의 ctDNA까지 검사할[0004]
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수 있다. 암을 유발하는 DNA 마커는 매우 다양한데, ddPCR의 경우 검사 범위가 제한적인 단점이 있다. 

다른 방법은 표적화 NGS (Targeted next-generation sequencing) 방법 (Corcoran, R. B., & Chabner, B. A.[0005]

(2018). New England Journal of Medicine, 379(18), 1754-1765) 이다. 이 기술은 다수의 종양 관련 유전자의

전체 엑손 또는 특정 마커를 한 번에 검사할 수 있는 특징으로 인해 종양에 대한 유전학적 프로파일을 얻을 수

있는 장점이 있다. 

하지만, 이러한 NGS 방법에는 주로 cfDNA가 사용되는데, 이에 포함된 ctDNA의 양이 매우 제한적이라는 문제점이[0006]

있다. ctDNA는 cfDNA의 단지 <0.1 ~ 10% 양으로 포함되어 있다. 나아가, NGS의 서열분석에서 통계적으로 유의한

결과를 얻기 위해서는 에러를 고려하여 최소 10 X read depth가 필요하고, 그 결과 0.5%의 변이 수준을 검출하

기 위해서는 총 2000 X depth가 필요하고, 1ng 당 330 genome equivalent인 것을 고려하면 최소 6ng의 DNA가

필요하다. NGS 분석시 실험 단계마다 정보 양이 소실되어, 최종적으로 얻을 수 있는 DNA 정보의 양 (conversion

rate)은 30% 수준이다. 그러므로 NGS 분석에서 ctDNA 6ng에 해당하는 정보량을 얻기 위해서는 20ng의 DNA가 필

요하나, 임상에서 NGS 검사에 이용할 수 있는 DNA는 매우 제한적이다.

이에 더하여 최신 NGS 분석에 적용되는 molecular barcode 방식 적용시 어댑터에 의해 형성된 이량체(dimer)의[0007]

증가로 생산한 데이터 중 가용 데이터 비율의 저하, 암세포의 유전체 DNA가 잘리는 과정에서 서로 다른 세포에

서 유래했지만 우연히 동일한 부위가 잘려서 NGS를 통해서 PCR로 증폭된 된 것과 구분하지 못하는 경우의 발생

으로 인한 데이터 소실, 그리고 수십억개의 판독서열(reads) 중 동일한 서열을 제거하기 위해서 판독서열을 참

조유전체에 맵핑(mapping)하는 과정에서 서열 품질이 가장 좋은 하나를 대표 판독서열로 삼고 나머지는 판독서

열은 제외하는 중복제거 등으로 인한 가용 데이터의 소실로 인해 실제 더 많은 양의 DNA가 필요하다. 이는

ctDNA에 존재하는 암과 관련된 유전자 변이의 검출을 어렵게 만든다.

따라서 cfDNA에 저빈도로 존재하는 유전자 변이 검출을 위해 제한된 양의 cfDNA를 이용한 NGS 검사에 있어서,[0008]

분석에 사용될 수 있는 가용 ctDNA 분자 정보의 양을 증가시킬 수 있는 방법의 개발이 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본원은 저빈도 유전자 변이 검출을 위해 제한된 양의 cfDNA를 이용한 NGS 검사에 있어서, 분석에 사용될 수 있[0010]

는 가용 ctDNA 단편 정보의 양을 증가시킬 수 있는 방법을 제공하고자 한다.

과제의 해결 수단

한 양태에서 본원은 NGS 분석을 이용한 cfDNA (cell free DNA)의 저빈도 변이 검출에 있어서, 상기 NGS 분석에[0012]

사용되는 고유 단편의 비율을 향상시키는 방법을 제공한다. 

일 구현예에서 상기 방법은 (a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; (b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유[0013]

전체 단편 중 51 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및 고유 단편(unique fragment)의 수를 계

산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서 상기 51 내지 330bp 길이에 해당하는 각

유전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 상기 collision count 합은 본원에 개시된 [식 1]로부

터 계산되고, (c) 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단편 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고유 단편의

비를 증가시키도록 상기 특정 양의 cfDNA 시료를 복수 개의 aliquot로 나누는 단계; 및 (d) 상기 복수개의 각

aliquot 별로, 각각 상이한 인덱스를 포함하는 어뎁터를 태깅하여 라이브러리를 제조하고, NGS 분석을 수행한

후 상기 각 aliquot의 NGS 결과를 통합하는 단계를 포함한다. 

일 구현예에서 저빈도 변이 검출은 cfDNA에 포함된 ctDNA의 변이 검출을 의미한다. [0014]

일 구현예에서 cfDNA에 포함된 DNA 유전체 단편 중에서, 약 1% 미만의 저빈도로 존재하는 암세포의 ctDNA의 유[0015]

전자 변이를 검출하고자 한다.

일 구현예에서 상기 (d) 단계에서 상기 고유 단편의 비가 최소 약 93% 이상이 되도록 또는 우연히 서열이 동일[0016]

한 사건 (collision으로 표현) 비가 일정 이하가 되도록 시료를 2개 이상의 aliquot로 분할하여 aliquot 당 DNA

농도를  낮춰서  NGS  라이브러리를  만들고,  각  aliquots에서  생성된  NGS  데이터는  분석  단계에서  합쳐서

분석한다. 

일 구현예에서 특정 양의 cfDNA는 20ng이고, 이 경우 상기 cfDNA는 상기 고유 단편이 비가 약 93.9%가 되도록[0017]
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상기 cfDNA를 4개의 aliquot로 분할한다. 

다른 양태에서 본원은 NGS 분석을 이용한 cfDNA의 저빈도 변이 검출에 있어서, 상기 NGS 분석에 사용되는 고유[0018]

단편의 비율을 향상시키기 위한 라이브러리 제조방법을 제공한다. 

일 구현예에서 상기 방법은 (a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; [0019]

(b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유전체 단편 중 51bp 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및[0020]

고유 단편(unique fragment)의 수를 계산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서 상

기 51~330bp 길이에 해당하는 각 유전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 상기 collision count

합은 본원에 개시된 식 1로부터 계산되며, (c) 상기 단계 (b)로부터 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단

편의 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고유 단편의 비를 증가시키도록 상기 특정 양의 cfDNA 시료를 복수 개

의 aliquot로 나누는 단계; 및 (d) 상기 복수개의 각 aliquot 별로, 각각 상이한 인덱스를 포함하는 어뎁터를

태깅하여 NGS용 라이브러리를 제조하는 단계를 포함한다. 

일 구현예에서 cfDNA에 포함된 DNA 유전체 단편 중에서, 약 1% 미만의 저빈도로 존재하는 암세포의 ctDNA의 유[0021]

전자 변이를 검출하고자 한다.

일 구현예에서 상기 (d) 단계에서 상기 고유 단편의 비가 최소 약 93% 이상이 되도록 또는 우연히 서열이 동일[0022]

한 사건 (collision으로 표현) 비가 일정 이하가 되도록 시료를 2개 이상의 aliquot로 분할하여 aliquot 당 DNA

농도를  낮춰서  NGS  라이브러리를  만들고,  각  aliquots에서  생성된  NGS  데이터는  분석  단계에서  합쳐서

분석한다. 

일 구현예에서 특정 양의 cfDNA는 20ng이고, 이 경우 상기 cfDNA는 상기 고유 단편이 비가 약 93.9%가 되도록[0023]

상기 cfDNA를 4개의 aliquot로 분할한다. 

발명의 효과

본원에 따른 방법은 실제 의료현장에서 혈액으로부터 얻을 수 있는 cfDNA 양이 제한적인 상황에서 가용 ctDNA[0025]

정보양을 증가시켜 read depth를 향상시켜 차세대 염기서열 분석 (NGS)을 이용한 ctDNA 검사의 성능을 높일 수

있다. 

NGS 방법에 사용되는 일반적인 프로토콜에 따른 라이브러리 제조에 있어서, 암세포의 유전체 DNA가 잘리는 과정[0026]

에서 서로 다른 세포에서 유래했지만 우연히 동일한 부위가 잘려서 서열이 동일한 단편이 발생하고, 이를 PCR로

증폭된 것과 구분하지 못해, NGS 분석과정에서의 데이터가 소실된다. DNA 단편의 길이가 작을수록, DNA 농도가

높을수록 우연히 동일한 DNA 단편이 발생할 확률이 높다. ctDNA의 경우 정상 DNA보다 평균적인 길이가 더 짧아

서 이 사건이 더 높은 확률로 일어난다. 이로 인해 특히 cfDNA에 적은 양으로 존재하는 ctDNA에서 발견되는 유

전자변이의 검출을 어렵게 한다. 하지만 본원에 따른 방법은 우연히 서열이 동일한 사건 (collision으로 표현)

비가 일정 이하가 되도록 시료를 2개 이상의 aliquot로 분할하여 aliquot 당 DNA 농도를 낮춰서 NGS 라이브러리

를 만들고, 각 aliquots에서 생성된 NGS 데이터는 분석 단계에서 합쳐서 분석함으로써 대부분의 고유한 DNA 단

편을 구분할 수 있어 일반적인 NGS 보다 예를 들면 cfDNA에 매우 적은 양으로 존재하는 ctDNA의 저빈도 유전자

변이의 검출이 가능하다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본원의 일 구현예에 따른 방법을 도식적으로 나타낸 것이다. [0028]

도 2a는 실제 cfDNA에 존재하는 유전체 DNA 단편의 길이에 따른 단편의 개수 (fragments count)를 나타낸 그래

프로, 2개의 봉우리를 갖는 분포를 나타낸다. 각각 봉우리는 166 bp 와 315 bp에서 최빈값이 확인된다. DNA 단

편 분포는 전체 중의 비율을 계산하여 DNA 단편이 나타날 확률로 간주할 수 있다.

도 2b는 유전체의 특정 loci (좌위)에서 6,600개의 DNA 단편이 있을 때 (6,600 X depth 로 표현됨), 도 2a에서

계산된 DNA 단편 길이의 확률로부터 특정 길이의 DNA 단편의 개수를 계산하고, 해당하는 길이에서 발생가능한

collision을 계산한 그래프이다. 도 2a에서와 마찬가지로 166 bp 길이에서 단편이 가장 많이 분포하고 이 길이

에서 DNA의 collision  fragments  count의 비율이 40.3%로 매우 높고, 누적 collision  fraction의 대부분이

100~200 bp 사이 길이에서 일어나고, 이는 일반적인 NGS 분석에서는 사용되지 못하고 버려지는 데이터를 나타낸

다. 
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도 2c는 시작 DNA의 양에 따른 고유 단편의 비율을 나타낸 그래프이다. 20ng에서 21.4%의 단편이 중복서열

(duplicates)로 분류되어 이는 일반적인 NGS 분석에서는 사용되지 못한다. 

도 3은 본원의 일 구현예에 따른 방법에 따라 20ng의 시작 DNA를 2, 4 및 8개의 aliquot로 나눈 후, aliquot

갯수에 따른 FMD (Fragment Mean Depth) 증가를 나타내는 것으로 4개에서 포화되는 것을 나타낸다. 

도 4는 본원에 따른 방법에 의한 FMD 값과 기존 분석 (모든 duplicate 제거)의 FMD 값을 비교한 그래프로, 20ng

의 시작 DNA를 2, 4 및 8개의 aliquot로 나누어 분석한 경우, 2개 이상의 모든 aliquot를 이용한 분석에서 FMD

값이 기존 분석 보다 높을 것을 나타낸다. 

도  5는  본원의 일  구현예에 따른 방법에 따라 20ng의  시작  DNA를  2,  3  및  8개의  aliquot로  나눈  후,  각

aliquot  별로  library  제조  단계인  pre-PCR  단계에서  증폭되는  DNA  양을  나타내며,  aliquot  개수가

증가할수록, 최종적으로 얻을 수 있는 DNA양은 증가하나, 4개 aliquot로 나눴을 때 포화되는 것으로 나타났다. 

도 6a 및 도 6b는 오류 수정 전 (a)/후 (b)의 변이의 VAF (Variant allele frequency) (1% 미만) calling 결과

를 나타내는 것으로,  오류 수정 전 변이 (a)는 VAF  1%에서 다수의 false  positive  (FP)  변이가 검출되나,

consensus DNA 생성과 aliquot 정보를 이용한 오류 수정 후(b)는 true positive (TP)만 남고 모든 FP가 제거되

는 것을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본원은 cfDNA를 사용한 NGS 분석에 있어서, 특정 시료의 cfDNA 풀에 서로 다른 세포에서 유래했지만 우연히 동[0029]

일한 부위가 잘려서 이를 PCR로 증폭된 것과 구분하지 못해 NGS 분석과정에서의 데이터가 소실되나, 특정 양의

cfDNA의 collision count를 최소로 하는 방식으로 특정 양의 cfDNA를 복수개의 aliquot로 나누어 라이브러리를

제조할 경우, 상기 데이터 소실을 최소화할 수 있고, 궁극적으로 저빈도 유전자 변이의 검출이 가능하다는 발견

에 근거한 것이다. 

본원에서 “cfDNA(cell-free DNA, cfDNA)”는 혈액 속에 존재하는 다양한 길이의 유전체 단편을 포함하나, 히스[0030]

톤 단백질에 의해 보호되지 않는 크로마틴 부분이 주로 잘려서 166 bp 길이에서 최빈값을 보인다. cfDNA는 건강

한 사람들의 경우 조혈 세포(haematopoietic cell)로부터 방출된 DNA가 대부분이고, 암환자의 경우, 암세포 사

멸로 인해 후술하는 바와 같이 암세포 유래의 ctDNA를 포함한다. cfDNA는 혈액으로부터 추출될 수 있으며, 이를

추출하는  시약/키트는  시중에서  구입할  수  있고,  그  방법은  공지되어  있다  (Clara  Perez-Barrios  et  al.

Traansl Lung Cancer Res 5 (2016).

본원에서  “ctDNA  (circulating  tumor  DNA)”는  cfDNA에  포함된,  암세포에서  유래된  유전체  단편이다.  총[0031]

cfDNA의 단지 <0.1 ~ 10% 양으로 포함되어 있다. ctDNA는 암세포의 급격한 자기복제로 인해 히스톤 의해 보호되

는 부위가 더 적고 결과적으로 건강한 세포유래 cfDNA보다 더 짧아져 주로 90 ~ 150 bp의 길이로 보통의 cfDNA

보다 약 20-40 bp (Mouliere, F. et al. Sci Transl Med 10, (2018).) 짧다. 이러한 ctDNA는 특정 암과 관련된

유전적 변이를 포함하고 있어 혈액을 이용한 이러한 유전적 변이의 모니터링을 통해, 병변 발생 전 암의 조기

발견, 특정 암치료법에 대한 반응 분석, 항암제에 대한 저항성 생성 기전 발견, 잔존 암의 존재 등의 확인에 유

용하게 사용될 수 있다. 본원에 따른 일 구현예에서는 cfDNA에 포함된 DNA 유전체 단편 중에서 약 1% 미만의 저

빈도로 존재하는 암세포 유래의 ctDNA의 유전자 변이를 검출하고자 한다.

본원에서 “NGS  (Next  Generation  Sequencing)”란, 유전체의 염기서열 분석기술 중 하나로, 유전체 유래의[0032]

DNA 단편을 병렬로 처리함으로써 염기서열을 고속으로 분석할 수 있다. 이를 위해 단편에 인덱스, 분자바코드

등을 추가하고 증폭하는 과정을 포함하는 라이브러리 제조 및 산출된 원(raw) 데이터의 정렬(alignment) 및 참

조 염기서열에의 맵핑을 통한 오류 처리 및 염기서열 도출 등의 데이터 분석 과정이 필요하다. 차세대 염기서열

분석은 목적에 따라 다양한 분석 플랫폼으로 이용될 수 있다. 예를 들어, 차세대 염기서열 분석의 분석 플랫폼

은 Illumina NextSeq, Illumina NovaSeq, ThermoFisher Ion Proton, Pacific Biosciences Sequel II, BGI MGI

등을 들 수 있고, 각 플랫폼에 사용되는 라이브러리 제조 키트 및 방법은 해당 플랫폼 제조사로부터 입수할 수

있다. 

이러한 NGS는 그 특징으로 인해 다음과 같은 본질적 문제점이 있다. 먼저 오류 처리 방법으로, 오류는 실험 방[0033]

법과 NGS 플랫폼에 따라 다른데, 예를 들면 Illumina Inc.의 장비에서는 평균적으로 뉴클레오타이드 당 0.1 ~

1%의 error  rate을 가지고 있다. 일반적으로 cfDNA  검사는 AF  (Allele  Frequency)  1%  미만의 LOD(Limit  of

Detection)를 목표로 하기 때문에 전통적인 NGS 실험으로는 진짜 변이와 에러를 구분할 수 없다. 한편 NGS 실험
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은 어떤 방법을 사용하더라도 반드시 PCR을 이용한 DNA 증폭 단계를 포함한다. 그런데 DNA 증폭은 DNA의 GC 함

량, DNA 길이 등 여러가지 요소로 DNA 단편마다 증폭 효율이 다르기 때문에 모든 단편이 균일한 정도로 증폭되

는  결과를  얻을  수  없다.  그렇기  때문에  분석단계에서  duplicates  (하나의  DNA에서  증폭된  복제물로  PCR

duplicate와  collision을  모두  포함)를  제거하여  이  효과를  보정한다.  이때  일반적으로  picard  툴을

사용하는데,  참조  유전체와  동일한  read  (NGS로  읽힌  판독서열을  칭함)를  남기고  나머지  duplicates는

제외한다. 만약 duplicates 중에 무작위로 특정 염기(nucleotide)에 오류가 발생하면 비록 하나의 DNA에서 복제

되었지만 서열이 다른 reads로 보인다. 전통적인 NGS에서는 이 reads 들은 대체로 무시되고 참조유전체와 가장

가까운 read만 분석에 사용된다. 그런데 ctDNA는 길이가 짧은 특성상 우연히 서로 다른 세포에서 유래한 DNA이

지만 완전히 동일한 서열을 갖는 경우가 자주 발생하고, 전통적인 NGS 방법에서는 이 것이 PCR duplicates 인지

서로 다른 세포에서 유래했는지를 구분할 수 없다. 따라서 이로 인해 변이가 발생한 DNA는 무시되는 경우가 발

생한다. 이후 Molecular barcoding을 이용한 ctDNA 검사에서는 위의 문제를 극복하기 위해 Barcode sequence

또는 UMI (unique molecular identifier) 기술이 개발되었다. 이 기술을 이용하면 barcode sequence를 사용해

서로 다른 세포에서 유래한 reads를 구분할 수 있고, 이 reads 중에 PCR 오류와 진짜 변이를 구분할 수 있다.

이 과정을 일반적으로 error correction이라 부른다. 이 경우 시퀀싱 오류는 각 base마다 Q 값으로 계산된다.

일반적으로 Illumina 시퀀싱의 전체 단계 중 시작과 끝이 error rates이 더 크다. Molecular barcode sequence

는 시퀀싱의 처음에 읽히기 때문에 상대적으로 더 오류에 취약할 수밖에 없다. Barcode sequence가 잘못 읽히는

문제로 인해 고유 분자를 구분하기 위한 본래 목적이 크게 훼손된다. 이런 문제를 극복하기 위해 barcode 서열

의 길이를 조절하고, 서열을 정교하게 조합하는 등 많은 시도들이 있었다 (Smith et al., Somervuo et al,　

Genome  Res.　27,  491-499  (2017);  Somervuo,  P.　et  al.　BMC  Bioinformatics　19,  257  (2018)).  또한

Barcode가 포함된 adapter dimer에 의해 conversion rate가 저하된다. 보통 ctDNA의 길이는 cfDNA 보다 짧고

adapter dimer 보다는 길다. Adapter dimer 제거 시 DNA 길이를 이용하는데, barcode sequence로 인해 DNA 길

이가 더 길어졌기 때문에 ctDNA와 구분이 더 어려워지고 adapter dimer 제거시 ctDNA가 더 많이 유실된다. 결과

적으로 ctDNA 자체의 conversion rate는 전체 cfDNA의 값보다 더 낮아진다.

즉, 세포에서 방출된 유전체 DNA가 잘리는 과정 중 서로 다른 세포에서 유래했지만 우연히 동일한 부위가 잘려[0034]

서 NGS 결과에서 서열이 동일하게 나타날 수 있다. 한편, DNA는 NGS 실험과정 중 라이브러리 제조과정에서 PCR

로 증폭되고 최종적으로 중복서열로 나타나기 때문에, 우연히 서열이 동일한 경우도 일반적인 분석 과정에서 중

복서열로 제거된다. 특히 ctDNA는 암세포에 특이적 유전자 변이를 포함하고 있어 이를 검출하는 것이 중요하다.

하지만, ctDNA는 cfDNA에 매우 적은 양으로 포함되어 있으며 중복서열 제거 과정에서 정보가 소실되어 검출이

되지 않는 문제점이 있다. 

이러한 NGS의 문제점으로 인해, NGS를 이용한 혈액의 cfDNA 분석에 있어서, 분석에 사용될 수 있는 ctDNA의 정[0035]

보는 더욱 제한된다. 또한 앞서 언급한 바와 같이, 혈액에 포함된 cfDNA의 양, 이에 포함된 ctDNA의 양의 매우

제한적이고 임상에서 채취할 수 있는 혈액의 양도 매우 제한적이어서 DNA 양 자체를 증가시키는 것은 한계가 있

다.  예를  들면  정상인의  경우  혈액내에  DNA양은  평균적으로  약  4.4  ng/ml  정도이다  (Raymond,  C.  K.,

Hernandez, J., Karr, R., Hill, K. & Li, M. Collection of cell-free DNA for genomic analysis of solid

tumors  in  a  clinical  laboratory  setting.  PLoS  One  12,  (2017).).  이 중 다른 검사 (예를 들어, ddPCR:

25ng, Real-Time PCR: 1~100ng)를 위해 DNA를 남겨두어야 하기 때문에, 실제 임상에서 NGS 검사에 이용할 수

있는 DNA 양은 더욱 제한적일 수밖에 없다.

본원에 따른 방법은 cfDNA에 매우 적은 양으로 포함된 ctDNA에 존재하는 암과 연관된 저빈도 변이 예를 들면 1%[0036]

미만의 변이를 검출하기 위해, NGS 분석과정에서 에러 처리로 인해 소실되는 서열을 최소화할 수 있다. 

이에 한 양태에서 본원은 NGS (Next Generation Sequencing) 분석을 이용한 cfDNA (cell free DNA)의 저빈도[0037]

변이 검출에 있어서, 상기 NGS 분석에 사용되는 고유 단편의 비율을 향상시키는 방법에 관한 것이다. 

일 구현예에서 상기 방법은 (a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; (b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유[0038]

전체 단편 중 51 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및 고유 단편 (unique fragment)의 수를 계

산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서 상기 51 내지 330bp 길이에 해당하는 각

유전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 상기 collision count 합은 다음 식으로부터 계산되며, 

.[0039]
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상기 식에서 q(k-1;d) : [1,d]의 범위의 n 개의 숫자 중 k 와 같은 숫자가 있을 확률, k : 특정 숫자, d : 숫자[0040]

의 범위, n : 숫자의 개수임. 

(c) 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단편 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고유 단편의 비를 증가시[0041]

키도록 상기 특정 양의 cfDNA  시료를 복수 개의 aliquot로 나누는 단계; 및 (d)  상기 복수개의 각 aliquot

별로,  각각  상이한  인덱스를  포함하는  어뎁터를  태깅하여  라이브러리를  제조하고,  NGS  (Next  Generation

Sequencing) 분석을 수행한 후 상기 각 aliquot의 NGS 결과를 통합하는 단계를 포함한다. 

본원에 따른 방법은 도 1을 참조하면, 시료를 2개 이상의 aliquot로 분할하여 NGS 라이브러리를 만드는 것이 특[0042]

징이다. 각 aliquots에서 생성된 NGS 데이터는 분석 단계에서 합쳐서 분석함으로써 일반적인 NGS 보다 더 많은

양의 ctDNA로부터 서열정보를 얻을 수 있기 때문에, ctDNA의 VAF (Variant Allele Frequency)가 낮은 유전자

변이의 정확한 검출을 가능하게 한다. 

본원에서 가용 ctDNA 데이터란, 정상 세포와 종양 세포 유래의 DNA가 섞여 있어서 서로 구분할 수 없는 상태에[0043]

서, 변이가 발생한 종양 세포 유래 DNA의 변이 검출에 사용가능한 NGS 데이터를 의미한다.

본원에 따른 방법에서 특정 양의 DNA는 통상적으로 환자로부터 채취된 혈액으로부터 얻을 수 있는, 혈액 샘플에[0044]

서 추출된 cfDNA로서, NGS 분석에 일반적으로 할당되는 cfDNA의 양을 의미한다. 예를 들면 정상인의 경우 혈액

내에 DNA양은 평균적으로 약 4.4 ng/ml 정도이다 (Raymond, C. K., Hernandez, J., Karr, R., Hill, K. & Li,

M. Collection of cell-free DNA for genomic analysis of solid tumors in a clinical laboratory setting.

PLoS  One  12,  (2017).).  NGS  분석을 위해 환자 한 명으로부터 일반적으로 약 5ml의 혈액을 채취한다면, 약

20ng의 cfDNA를 수득할 수 있으나, 구체적인 양은 암종이나 암의 진행 상태에 달라질 수 있다. 

다음 단계로 본원에 따른 방법은 특정 양의 cfDNA에 포함된 유전체 단편의 개수 및 collision count를 이용하여[0045]

상기 단편 중 고유 단편의 개수를 수득하는 단계를 포함한다.

본원에서는 특정 양의 cfDNA에 포함된 유전체 단편 중 특히 51 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의[0046]

수 및 고유 단편(unique fragment)의 수를 계산한다. cfDNA 유전체 단편은 5bp ~ 991bp의 길이로 2개의 봉우리

를 갖는 분포를 나타낸다. 각각 봉우리는 166 bp와 315 bp에서 최빈값을 갖고, 166 bp의 첫번째 봉우리는 315

bp의 두번째 봉우리보다 16배 정도 큰 비율을 갖는다. cfDNA 단편 중 50bp 이하로 과도하게 많이 잘려서 정보를

잃거나, 330 bp 이상으로 아주 긴 단편은 대부분 ctDNA가 아니므로 검사에 유용하지 않다. 따라서 51 ~ 330bp의

단편에 대부분의 ctDNA 정보가 포함되어 있으며, 본원에 따른 일 구현예에서는 다양한 길이의 유전체 단편을 포

함하는 cfDNA에서 51 ~ 330bp 길이의 단편이 분석에 사용된다. 

cfDNA에 포함된 유전체 단편의 개수는 단편의 분자수에 상응하는 개념으로, 인간의 경우 통상 1ng DNA는 330개[0047]

Genome Equivalents (한 개 세포에 포함된 모든 유전자가 존재하는 DNA의 양으로 이 수는 특정 생물의 유전체의

크기에 따라 다르며 유전체 염기쌍을 ug의 DNA로 변환하여 계산된다)를 포함한다. 본원에 따른 일 구현예에서

상기 cfDNA의 유전체 단편의 길이는 약 51bp 내지 330bp로, 예를 들면 20ng의 cfDNA에서 51 - 330bp 길이를 갖

는 단편의 개수는 표 1 및 2를 참조하면 6,173개이다. 

본원에 따른 방법에서 collision count를 이용해서 다양한 길이의 유전체 단편을 포함하는 특정 양의 cfDNA에서[0048]

우연히 서열이 동일한 단편의 개수가 계산되고, 전체 단편의 개수에서 우연히 서열이 동일한 단편의 개수를 빼

면 고유 단편의 수가 된다. 다양한 길이의 유전체 단편을 포함하는 특정 DNA 시료에서 DNA 서열이 우연히 동일

한 경우를 collision이라고 하고, collision counting 방법에 따라 우연히 서열이 동일한 DNA 단편의 개수를 계

산할 수 있다. 

Collison count는 Birthday paradox 에 근거한 것으로 특정한 크기의 집단에서 우연히 동일한 개체의 확률로,[0049]

[1,d] 범위로부터 무작위로 선택된 k번째 정수가 적어도 하나의 앞선 선택이 반복될 확률은 q(k-1;d)와 같다는

것으로 다음과 같은 식 1으로 표시될 수 있다 (Might, Matt. "Collision hash collisions with the birthday

paradox". Matt Might's blog. Retrieved 17 July 2015).

[식 1][0050]

[0051]
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상기 식에서, q(k-1;d) : [1,d]의 범위의 n 개의 숫자 중 k 와 같은 숫자가 있을 확률, k : 특정 숫자, d : 숫[0052]

자의 범위, n : 숫자의 개수 이다. 

예를 들어 cfDNA 20ng 에는 6,600개 Genome Equivalents가 존재하는 것은 알려진 사실이고, 이 경우, 어떤 특[0053]

정한 loci (좌위)를 기준으로 보면, 6,600개의 다른 genome에서 유래된 DNA 단편이 존재하고 (6,600 X depth로

표현), 이 단편은 도 2a에서 계산된 확률과 동일한 분포로 다양한 길이로 존재하고 그 개수는 2b의 분포와 표 1

에 표시된 값과 같다. 하지만, 이 중 실제 저빈도 서열 변이를 포함하는 ctDNA의 정보를 반영하는 길이를 51 ~

330bp 범위로 가정했을 때, 해당하는 유전체 DNA 단편의 총 합은 표 2에 계산된 6,173개이다. 그리고 각 길이의

단편마다 상이한 collision count 값이 계산되는데, 예를 들어 166bp 단편의 경우 표 1에 따르면 그 길이 분포

확률은 0.02874이고 이는 6,600개 중 189.687개에 해당하고, 이때의 collision counts는 다음과 같이 계산되어

76.4513개이다.

[0054]

이러한 방식으로, 식 1에 따라 51 ~ 330bp 길이의 각 단편의 collision counts를 계산하여 합하면 1,319개이고[0055]

이 것은 6,173개 중 21.4%에 해당한다 (표 2 참조). 

앞서 언급한대로 cfDNA 특성상 서로 다른 세포에서 유래한 DNA이지만 우연히 완전히 동일한 서열을 갖는 경우가[0056]

자주 발생하고, 전통적인 NGS 방법에서는 PCR duplicates 인지 서로 다른 세포에서 유래했는지를 구분할 수 없

다. 따라서 이로 인해 변이가 발생한 DNA는 무시되는 경우가 발생하여 가용 ctDNA 정보가 소실된다.

따라서 본원에서는 우연히 동일한 DNA가 발생할 확률을 계산하고, 이러한 확률을 최소화하는 방법으로 시료를[0057]

분할하여 NGS 검사가 진행된다. 

예를 들면 이론적으로 계산했을 때, 앞서 언급한 바와 같이 약 20ng DNA에는 6,600개 Genome Equivalents가 존[0058]

재하고, 이중 분석적으로 의미가 있는 51 ~ 330 bp 길이를 갖는 단편은 6,173개이다. 이 중 Collision count에

의하면 1,319개 copy (21.4%)가 DNA 서열이 우연히 서로 동일해서 PCR duplicates와 구분이 불가능하고 이 데

이터는 NGS 분석에서 사용되지 못하고 버려진다. 따라서 서로 다른 세포에서 유래한 DNA 정보라고 하더라도, 분

석 과정에서 PCR duplicates를 제거하는 단계에서 버려진다. 이로 인해 실제 DNA 중 서로 다른 고유한 DNA 단편

은 4,854개 (6,173-1,319) 이고, 고유 단편의 비는 0.786 (4,854/6,173)이다. 즉 78.6%의 단편만이 분석에 사

용된다는 것이다. 

고유 DNA 단편은 서로 다른 세포에서 유래한 것이고, 우연히 서열이 동일한 것으로 간주되어 제거되지 않는 것[0059]

이 저빈도 변이 검출에 중요하기 때문에, 고유 단편의 비를 가능한 증가시키는 것이 유리하다. 앞서 언급한 바

와 같이 특정 DNA 시료에서 DNA 서열이 우연히 동일한 경우를 collision이라고 하고, collision counting 방법

에 따라 특정 길이의 DNA 중에서 우연히 서열이 동일한 DNA 단편의 개수를 계산할 수 있다.

본원에서는 cfDNA 단편의 길이별로 발생할 수 있는 확률을 계산하기위해 실제 혈액으로부터 cfDNA를 검사하여[0060]

단편 길이의 분포를 얻었다 (도 2a 참조). 그리고 이 확률을 바탕으로 특정 loci에 6,600 X depth가 있을 때 각

길이별 DNA 단편의 개수를 계산했다 (도 2b, 표 1 참조). 이 중 너무 짧거나, 긴 DNA 서열을 제외하고 51bp 내

지 330bp까지 길이의 단편에 대하여 길이별로 collision counting을 계산한 결과는 아래 표 1과 같다. 표 1에

의하면 20ng을 사용하는 경우, 예를 들면 166bp 길이에서 collision count의 비율이 40.3% 정도로 높게 나타나

고, 이는 기존 NGS 분석에서는 사용되지 못하고 버려지는 데이터이다.
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[표 1-1][0061]

[0062]

등록특허 10-2530247

- 11 -



[표 1-2][0063]

[0064]
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[표 1-3][0065]

[0066]
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[표 1-4][0067]

[0068]
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[표 1-5][0069]

[0070]
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[표 1-6][0071]

[0072]
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[표 1-7][0073]

[0074]
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[표 1-8][0075]

[0076]
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[표 1-9][0077]

[0078]

한편 본원에서는 보다 적은 양의 cfDNA를 사용하는 경우, 166bp에서 collision count가 6.06% 수준으로 낮아지[0080]

며, 즉 NGS 실험에 사용되는 input cfDNA의 양이 증가할수록 collision count의 비율이 증가하는 것을 발견하였

다 (표 2 참조). 시작 DNA 양이 적을수록 더 많은 비율의 데이터를 분석에 사용할 수 있다. 따라서 특정 양의

DNA를 일정 숫자로 나눠서 더 작은 시작 DNA 양으로 검사할 경우 더 많은 DNA 정보를 분석에 활용할 수 있음을

발견하였다. 

[표 2][0081]

[0082]

이에 본원에 따른 방법은 고유 단편의 비가 증가하도록 cfDNA 시료를 복수개의 aliquot로 분할하여 각 aliquot[0083]

에 대하여 NGS 분석을 수행한다. 예를 들면 표 1을 참조하면, 시작 DNA가 20ng인 경우 1,319개 (21.4%) 단편이

우연히 동일한 서열로 판단되어 분석에 사용되지 못하지만, 시작 cfDNA를 4개로 나누어 각각 약 5ng를 시작 DNA

양으로 하는 경우에는 380 (=95*4)개 단편 (6.1%)이 우연히 동일할 수 있다. 그 결과 4개로 분할하여 NGS 라이
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브러리를 준비하면 93.9%를 분석에 사용할 수 있고, 분할하지 않은 경우 78.6%에 대비해 15.2% 더 많은 DNA 단

편의 서열을 분석에 사용할 수 있다.

본원에 따른 방법에서는 하나의 시작 cfDNA 시료에 우연히 서열이 동일한 DNA가 최소화되도록 시작 cfDNA 시료[0084]

를 적절하게 나누어 분석함으로써, molecular barcode 없이도 각 aliquot를 구분하는 것만으로 고유 단편에서

유래된 저빈도 변이를 발견할 수 있다. 

일 구현예에서는 고유 단편의 비가 최소 93% 이상이 되도록 특정 양의 시작 DNA를 적절히 분할하여 라이브러리[0085]

를 제조한다. 

임상에서 한 환자로부터 혈액을 채취하여 얻을 수 있는 cfDNA의 양이 20ng인 것을 고려하며, 일 구현예에서 특[0086]

정 양의 cfDNA는 20ng이고, 고유 단편이 비가 93.9%가 되도록 상기 cfDNA를 4개의 aliquot로 분할한다. 

본원에 따른 방법의 다음단계에서는 분할된 복수개의 각 aliquot를 구분하기 위해, 각 aliquot 별로 각각 상이[0087]

한 인덱스를 포함하는 어뎁터를 태깅하여 라이브러리를 제조하고, NGS분석을 수행한 후 상기 각 aliquot의 NGS

결과를 통합하는 단계를 포함한다. 본원에서 상기 각 aliquots를 구분하는 인덱스를 tube barcode라고 칭한다.

상이한 인덱스를 포함하는 어뎁터의 선택, 태깅 방법을 포함하는 라이브러리 제조는 채용되는 구체적 플랫폼에

따라 상이할 수 있으며, 본원 실시예 등의 기재를 참조하여 당업자라면 적절한 것을 선택할 수 있다. 

일 구현예에서는 Illumina와 같은 NGS 플랫폼에서 멀티플렉스 시퀀싱(multiplex sequencing) 방법으로 시퀀싱된[0088]

다. 

본원에  따른  방법의  다음  단계에서  각  aliquot의  NGS  데이터는  독립적으로  참조  유전체에  맵핑되고  error[0089]

correction을 진행한다. 이 단계의 결과물로 각 aliquot 마다 하나의 bam 파일이 생성된다. 이 bam 파일들을 한

개의 bam 파일로 통합한다. 이후 일반적인 변이 분석 프로그램 (Mutect2, Varscan, Vardict, Strelka2, 등)을

이용해 상기 통합된 bam 파일로부터 유전자 변이를 검출한다. 

또한 다른 양태에서 본원은 NGS 분석을 이용한 cfDNA의 저빈도 변이 검출에 있어서, 상기 NGS 분석에 사용되는[0090]

고유 단편의 비율을 향상시키기 위한 라이브러리 제조방법에 관한 것이다. 

일 구현예에서 상기 방법은 (a) 특정 양의 cfDNA 시료를 제공하는 단계; (b) 상기 특정 양의 cfDNA에 포함된 유[0091]

전체 단편 중 51bp 내지 330bp 길이에 해당하는 총 유전체 단편의 수, 및 고유 단편 (unique fragment)의 수를

계산하는 단계로, 상기 고유 단편의 수는 상기 총 유전체 단편의 수에서 상기 51~330bp 길이에 해당하는 각 유

전체 단편의 collision count의 합을 제외한 값이고, 상기 collision count 합은 식 1로부터 계산되고, (c) 상

기 단계 (b)로부터 상기 총 유전체 단편 수에서 상기 고유 단편의 수가 차지하는 비를 계산하고, 상기 고유 단

편의 비를 증가시키도록 상기 특정 양의 cfDNA 시료를 복수 개의 aliquot로 나누는 단계; 및 (d) 상기 복수개의

각 aliquot 별로, 각각 상이한 인덱스를 포함하는 어뎁터를 태깅하여 NGS용 라이브러리를 제조하는 단계를 포함

한다. 

상기 방법에 포함된 각 단계는 앞서 언급한 바를 참조할 수 있다.[0092]

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위해서 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽게 이해하[0094]

기 위하여 제공되는 것일 뿐 본 발명이 하기의 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예[0096]

실시예 1. 상이한 인덱스를 사용한 시료 분할 NGS 분석[0097]

본원에서 발견된 것을 다음과 같이 실험으로 증명하였다.[0098]

실험에 사용한 cfDNA는 SeraseqTM ctDNA mutation mix v2 및 SeraseqTM cfDNA mutation mix v2 WT (SeraCare,[0099]

Milford, MA)에서 구입하여 사용하였다. 

실험 디자인은 다음 표와 같다. [0100]
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[표 3][0101]

[0102]

cfDNA는 TapeStation (Agilent Inc.)을 이용하여 QC (Quality control)를 진행하였고, TapeStation 기준 cfDNA[0103]

20  ng을  사용하였다.  cfDNA의  양쪽 말단에 A  (아데노신)을 결합하고 어뎁터 (Illumina,  Inc)를  라이게이션

(ligation)으로 결합하였다. 그리고 극미량의 샘플 swap도 방지할 수 있는 듀얼 인덱스(dual index) 방법 적용

을 위해, 5` 말단과 3`말단에 각각 i7과 i5 인덱스를 포함하는 PCR 프라이머 (Illumina, Inc)를 상기 어뎁터에

상보적으로 결합시켰다. 상기 PCR 프라이머는 다음과 같은 공통적인 서열과 각 aliquot를 구별할 수 있는 인덱

스 서열([i7]과 [i5]로 표시)이 포함되어 있다.

5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[i7]GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC-s-T-3'[0104]

5´-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[i5]ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC-s-T-3´[0105]

[표 4][0106]

[0107]

일차적으로 만들어진 library는 106개 인간 유전자 (표 5 참조)의 probe (Celemics, Inc. custom panel)를 사[0108]

용하여 관심이 있는 유전자 만을 캡처하여 최종 library를 기존 방법대로 제조하였다 (Kang, JK et al. Plos

one 2020.May). 
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[표 5-1][0109]

[0110]

등록특허 10-2530247

- 22 -



[표 5-2][0111]

[0112]
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[표 5-3][0113]

[0114]

이어 상기 제조한 라이브러리는 Nextseq550  Dx  (Illumina,  SanDiego,  CA,  USA)  장비를 사용하여 2x150  bp[0115]

paired  end  로  sequencing  하였고,  bcl2fastq  (v2.19.0.316,  Illumina  Inc.)  프로그램을  이용해

demultiplexing 하여 각 aliquot에 해당하는 fastq 파일을 생성했다. Aliquot마다 forward 방향, reverse 방향

의 pair 로 2개의 fastq 파일이 생성된다. 각각 파일은 fastp (version 0.20.0, Shifu　Chen et al.)를 사용해

insert (DNA fragment)와 함께 read 말단에 읽힌 adapter 서열을 제거하여 새로운 fastq 파일을 만들었다. 이

어서 adapter 서열이 제거된 fastq 파일 (trimmed fastq)을 FastQC (v0.11.8, Babraham　Institute)를 사용해

per base sequence quality, overrepresented sequences, adapter content 항목이 'good' 인 경우 QC를 통과

한 것으로 판단하여 다음 단계로 진행했다. Trimmed  fastq  파일은 GRCh38  버전의 참조유전체에 대하여 bwa

(version  0.7.17-r1188)의  BWA-MEM  알고리즘을  사용해  맵핑(mapping)하여  bam  파일을  만들었다.  Bam에서

sequencing error를 수정하고 PCR duplicate를 제거하기 위해 gencore (version 0.14.0, Shifu　Chen et al.)

를 사용했고, 이 결과로 새로운 bam 파일 (collapsed bam)을 만들었다. 이 collapsed bam 파일에 기록된 reads

는 error가 수정되고 PCR duplicate가 제거되었기 때문에 혈액에 존재하는 DNA fragment의 정보를 반영한다. 이

과정까지 진행하여 각 샘플별 aliqout로 나눈 개수만큼 bam 파일이 생성되었다. 다음 단계로 진행하기 위해 각

aliquot bam 파일은 sambamba (version 0.7.0, Artem Tarasov et al.)의 merge 기능을 사용해 하나의 bam 파일

로 합쳐졌다. 그리고 캡쳐한 106개 유전자에 대해 평균적으로 몇 개의 DNA fragment 정보가 있는지 알기 위해

sambamba (version 0.7.0, Artem Tarasov et al.)의 depth 기능을 이용해 per base depth를 계산하고, 전체
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106개 유전자의 base에 대한 평균값을 구해 fragment mean depth(FMD) 값을 구했다.

결과는 도 3에 기재되어 있다. 동일한 20ng DNA를 aliquot로 나누지 않거나(1 aliquot), 2개, 4개, 8개로 나눠[0116]

서 실험했을 때 검사에 사용할 수 있는 고유 단편의 개수가 상이하였다. 고유 단편의 수는 Aliquot 4개로 나눴

을 때 포화되고, 이 이상 8개로 나누는 경우에는 큰 효과를 보기는 어려운 것으로 나타났다. 한편 aliquot를 많

이 나눌수록 실험적 복잡성이 증가하므로 휴먼 에러를 유발할 가능성도 높아진다. 그러므로, 시작 DNA  양이

20ng인 경우에는 각 aliquot 별로 5ng에 해당하도록 4개의 aliquot로 나눴을 때 ctDNA 정보의 양을 최적으로 얻

을 수 있다.

또한 Aliquots 로 분할하여 얻은 DNA 정보를 이용해 본원에 따른 방법으로 분석을 하면 그렇지 않은 경우 (모든[0117]

duplicate 제거)보다 FMD (Fragment mean depth) 값이 높아지는 것을 확인하였다 (도 4 및 표 7 참조). 즉 동

일한 시작 DNA를 사용하여 더 많은 DNA 정보를 검사에 사용할 수 있다. FMD는 NGS 검사 영역에서 대하여 고유

단편을 맵핑 했을 때 계산되는 평균적인 시퀀싱 정도(sequencing depth)로 그 값을 표 6에 나타냈다. 

[표 6][0118]

[0119]

[표 7][0120]

[0121]

기존의 library를 제작하는 방법은 앞에서 기술한 방법과 유사하다. 단 차이점은 본원에 따른 방법에서는 하나[0122]

의 샘플을 4개의 aliquot로 나눈 뒤 각각 다른 index를 사용하나, 기존의 방법은 하나의 샘플을 하나의 tube로

실험하기 때문에 하나의 인덱스만을 사용하여 라이브러리를 제작하였다.

또한 표 8을 참조하면, 동일한 input DNA 양 (20ng) 일 때, aliquot의 개수를 늘리는 만큼 개별 aliquot당 DNA[0123]

양은 줄어들고, 각 aliquot의 DNA는 pre-PCR 단계에서 증폭되는데, 1ng 당 pre-PCR 양은 aliquot에 5ng의 DNA

가 있을 때 포화된다. 결과적으로 전체 pre-PCR DNA 양은 aliquot 개수를 늘릴수록 증가하고 4개로 늘렸을 때

포화되는 것으로 나타났다 (도 5 참조). 이 것은 FMD 값이 aliquots 4개인 경우 포화되는 것과 비슷한 현상으로

aliquots를  4개로  나눌  때의  특장점으로  볼  수  있다.  부가적으로  한  번의  NGS  실험에서는  증폭된  DNA  중

1000~2000 ng을 사용하기 때문에, aliquot를 나누지 않은 경우엔 1회 분석 분량의 DNA밖에 얻을 수 없는 반면,

aliquot로 나누어서 증폭한 경우, 4000~6000 ng를 얻을 수 있기 때문에, 향후 검증과정에서 재검사에 활용하거

나, 다른 실험에 사용할 수 있는 추가의 장점이 생긴다.
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[표 8][0124]

[0125]

실시예 2. 본원에 따른 방법을 이용한 분석에서 오류 수정 전/후 변이의 VAF (Variant allele frequency) 향상[0127]

cfDNA 분석에 있어서 molecular barcode를 사용한 경우, barcode를 사용해 동일한 세포에서 유래한 DNA의 PCR[0128]

duplicates로 확인되면 서로 염기서열을 비교하고, 다른 부분이 있을 경우 다수결의 원칙으로 오류가 생긴 염기

를 수정하고 전체 PCR duplicates를 대표하는 하나의 consensus DNA 서열을 만든다. 이 방법으로 error rate를

1/10000 (10e-4)까지 낮출 수 있다.

본원에 따른 방법은 적절하게 aliquot로 나눈 경우 서로 다른 세포에서 온 DNA가 우연히 생기지 않는 것으로 가[0129]

정하고, 모든 duplicates를 PCR duplicates로 가정하여 molecular barcode를 사용할 때와 유사하게 다수결 원

칙으로 consensus DNA를 만든다. 하지만 실제로 다른 세포 유래의 우연히 동일한 DNA가 있을 수 있기 때문에 오

류 수정 과정에서 서로 다른 염기가 많은 경우 분석에서 제외시킨다. 

한편, DNA를 aliquot로 나누는 것 자체는 반복실험의 효과가 있다. 이 점을 이용해 aliquots 사이에 통계적으로[0130]

유의미한 불일치가 발생하는 경우 분석 결과에서 제외한다. 결과적으로 error rate를 10배 더 낮춰서 1/100000

(10e-5)까지 낮출 수 있었다. 도 6a 및 도 6b에 나타난 바와 같이 오류 수정 전 변이는 VAF 1%에서 다수의

false positive (FP) 변이가 검출된다 (도 6a). 반면 오류 수정 후 true positive (TP)만 남고 모든 FP가 사라

졌다 (도 6b). 

이상에서 본원의 예시적인 실시예에 대하여 상세하게 설명하였지만 본원의 권리범위는 이에 한정되는 것은 아니[0132]

고 다음의 청구범위에서 정의하고 있는 본원의 기본 개념을 이용한 당업자의 여러 변형 및 개량 형태 또한 본원

의 권리범위에 속하는 것이다.

본 발명에서 사용되는 모든 기술용어는, 달리 정의되지 않는 이상, 본 발명의 관련 분야에서 통상의 당업자가[0134]

일반적으로 이해하는 바와 같은 의미로 사용된다. 본 명세서에 참고문헌으로 기재되는 모든 간행물의 내용은 본

발명에 도입된다.
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