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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2로 표시되는 프로브를 포함하는 대장암 환자의 5-플루오로우라실(5-Fluorouracil; 5-FU)에 대한 치료

반응성 예측용 조성물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

제 1항에 있어서,

상기 조성물은 서열번호 1 및 서열번호 3 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 추가로 포함하는, 조성

물.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 

상기 조성물은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로

브를 추가로 포함하는, 조성물. 

청구항 6 

제 1항에 있어서, 

상기 조성물은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로

브를 추가로 포함하는, 조성물.

청구항 7 

제 1항에 있어서, 

상기 조성물은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로

브를 추가로 포함하는, 조성물.

청구항 8 

제  1항  및  제  4항  내지  제  7항  중  어느  한  항의  조성물을 포함하는,  대장암 환자의 5-플루오로우라실(5-

Fluorouracil; 5-FU)에 대한 치료 반응성 예측 키트.

청구항 9 

목적하는 개체로부터 얻어진 생물학적 시료에 대하여 서열번호 2로 표시되는 프로브를 이용하여 대장암 환자의

5-플루오로우라실(5-Fluorouracil; 5-FU)에 대한 치료 반응성을 예측하는 방법.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 

상기 방법은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브

를 추가로 이용하는, 방법.
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청구항 11 

제 9항에 있어서, 

상기 방법은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로브

를 추가로 이용하는, 방법.

청구항 12 

제 9항에 있어서, 

상기 방법은 서열번호 1 및 3으로 표시되는 프로브; 및 서열번호 4 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로브

를 추가로 이용하는, 방법.

청구항 13 

제 9항에 있어서, 

상기 방법은 상기 프로브를 이용하여 DNA 메틸화 수준을 측정하는 단계를 더 포함하는, 방법.

청구항 14 

제 13항에 있어서,

상기 방법은 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 베타 값 (β value)을 얻는 단계를 더 포함하는, 방법.

청구항 15 

제 9항에 있어서,

상기 방법은 서열번호 1 및 서열번호 3 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 추가로 이용하는, 방법.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 항암 약물의 반응성을 예측하는 조성물 및 이를 이용한 항암 약물의 반응성을 예측하는 방법에 관한[0001]

것이다.

배 경 기 술

대장암의 경우, 조직학적으로 점막 (mucosa)에서 시작되는 선암 (adenocarcinoma)이 대부분이며, 드물게 유암종[0002]

(carcinoid), 림프종 (lymphoma) 등에 의한 암이 발생하기도 한다. 2017 년에 발표된 중앙 암 등록본부 자료에

의하면 2015 년에 우리나라에서는 214,701 건의 암이 발생했는데, 그 중 대장암은 남녀를 합쳐 26,790 건으로

전체의 12.5 %로 2 위를 차지한 것으로 보고되었다. 

대장암은 초기에는 별다른 자각증상이 없이 증상만으로는 조기 발견이 매우 어렵다. 1 기에 발견되는 경우는 전[0003]

체 진단의 20 %로 조기 진단시 내시경 수술로 완치가 가능하고, 거의 95 % 이상이 완치된다. 특히, 대장암의 주

요 증상인 복통 설사 혈변 등은 모두 3 기 이상의 진행된 암에서 나타나기 때문에 이러한 증상을 나중에 발견할

경우에는 이미 상당히 진행된 경우가 많다. 2/3 기에 발견되는 경우는 전체 진단의 60 %로 근치적 수술 이후 재

발 방지를 위하여 항암 화학요법이 수반된다. 이때, 수술 이후 항암 치료가 요구되지 않는 환자는 이들 중 약

60 % 정도로 추정되며,　약 20 % 정도는 항암 치료에도 불구하고 재발하는 것이 관찰되어서,　실제로는 약 20%

환자만 항암 치료의 효과를 본다고 추론할 수 있다. 즉, 2/3 기의 수술 환자 중 60 %는 약한 치료 또는 치료 없
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이 경과 관찰해도 무방하나, 재발하는 20 %는 더 센 치료 또는 추가적으로 다른 치료가 필요한 데 이를 정확하

게 판별할 수 있는 바이오 마커가 부족한 실정이다.

대장암 환자에 대한 수술 전 화학 요법 또는 화학 방사선치료의 병행은 수술만을 단독으로 진행하는 경우와 비[0004]

교하여 생존율을 향상시킨다. 현재 대장암 치료에 대표적으로 많이 사용되고 있는 세 종류의 세포 독성 치료제

로는 5-플루오로우라실(5-Fu), 옥살리플라틴(Oxaliplatin), 이리노테칸(Irinotecan) 등이 있으나, 환자 별 특성

에 따라 여러 항암 요법을 시도할 때 상기 약물에 대한 저항성(drug resistance)을 가진 경우 성공적인 항암 치

료 효과를 반감시켜 대장암의 예후를 나쁘게 한다. 

이렇듯 약물 저항성이 예견되는 환자에게 해당 약물로 치료한다 할지라도 치료의 효과를 보장할 수 없어 임상[0005]

의사 및 환자들의 시간 및 비용이 불필요하게 소모되는 상황이 발생한다. 따라서, 항암 치료를 시작할 시에는

치료에 따른 환자의 개개인별 특성을 고려하여 결정하여야 하며, 무작정 치료를 감행하기보다는 개개인에게 맞

는 맞춤형 약제를 선택적으로 사용할 수 있도록 미리 치료 효율을 가늠할 수 있는 척도가 현실적으로 필요한 상

황이다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 일 목적은 약물에 대한 반응성을 예측할 수 있는 조성물을 제공하는 것이다.[0006]

본 발명의 다른 목적은 약물에 대한 반응성을 예측할 수 있는 키트를 제공하는 것이다.[0007]

본 발명의 또 다른 목적은 약물에 대한 반응성을 예측할 수 있는 방법을 제공하는 것이다.[0008]

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0009]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

이하, 본원에 기재된 다양한 구체예가 도면을 참조로 기재된다. 하기 설명에서, 본 발명의 완전한 이해를 위해[0010]

서, 다양한 특이적 상세 사항, 예컨대, 특이적 형태, 조성물 및 공정 등이 기재되어 있다. 그러나, 특정의 구체

예는 이들 특이적 상세 사항 중 하나 이상 없이, 또는 다른 공지된 방법 및 형태와 함께 실행될 수 있다. 다른

예에서, 공지된 공정 및 제조 기술은 본 발명을 불필요하게 모호하게 하지 않게 하기 위해서, 특정의 상세사항

으로 기재되지 않는다. "한 가지 구체예" 또는 "구체예"에 대한 본 명세서 전체를 통한 참조는 구체예와 결부되

어 기재된 특별한 특징, 형태, 조성 또는 특성이 본 발명의 하나 이상의 구체예에 포함됨을 의미한다. 따라서,

본 명세서 전체에 걸친 다양한 위치에서 표현된 "한 가지 구체예에서" 또는 "구체예"의 상황은 반드시 본 발명

의 동일한 구체예를 나타내지는 않는다. 추가로, 특별한 특징, 형태, 조성, 또는 특성은 하나 이상의 구체예에

서 어떠한 적합한 방법으로 조합될 수 있다.

명세서 내에 특별한 정의가 없으면 본 명세서에 사용된 모든 과학적 및 기술적인 용어는 본 발명이 속하는 기술[0011]

분야에서 당업자에 의하여 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다. 

본 발명의 일 구현예에 따르면, 서열번호 1 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함하는 약물 반응성[0013]

예측용 조성물에 관한 것이다. 

본 발명에서 상기 "프로브 (probe)"는 시료 내의 검출하고자 하는 표적 물질과 특이적으로 결합할 수 있는 물질[0014]

을 의미하며, 상기 결합을 통하여 목적하는 유전자에 특이적으로 부착되어 목적 유전자를 확인 및/또는 검출하

는 탐침자를 포괄적으로 포함하는 광의의 개념이다. 프로브의 종류는 당업계에서 통상적으로 사용되는 물질로서

제한은 없으나, 바람직하게는 PNA (peptide nucleic acid), LNA (locked nucleic acid), 펩타이드, 폴리펩타이

드, 단백질, RNA 또는 DNA일 수 있다. 보다 구체적으로, 상기 프로브는 바이오 물질로서 생물에서 유래되거나

이와 유사한 것 또는 생체 외에서 제조된 것을 포함하는 것으로, 예를 들어, 효소, 단백질, 항체, 미생물, 동식

물 세포 및 기관, 신경세포, DNA, 및 RNA일 수 있으며, DNA는 cDNA, 게놈 DNA, 올리고뉴클레오타이드를 포함하

며, RNA는 게놈 RNA, mRNA, 올리고뉴클레오타이드를 포함하며, 단백질의 예로는 항체, 항원, 효소, 펩타이드 등

을 포함할 수 있다. 

본  발명의  프로브는  DNA  메틸화를  검출할  수  있는  표지자로서,  보다  구체적으로는  CpG  메틸화  (CpG[0015]

methylation) 부위에 결합하는 프로브일 수 있으며, DNA 메틸화 (DNA methylation) 패턴 변화를 식별할 수 있
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도록 결합 가능한 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 "CpG"란, CG 부위 (CG site)를 의미하며 시토신 (Cytosine; C)과 구아닌 (Guanine; G)가 일[0016]

렬로  나란히  있는  서열을  말한다.  CpG는  단순한  서열의  나열을  의미하는  것이  아니라  C와  G가  인산기

(phosphate)를 사이에 두고 하나로 연결된 상태를 의미한다. 따라서, CpG는 이중가닥 DNA에서 시토신 염기와 구

아닌 염기가 상보적인 수소결합 쌍을 이룬 C-G와 구별된다. 종마다 전체 유전체의 CG 염기쌍 비율은 다르며, 사

람의 경우 42% 정도이다. 통상 메틸화가 되지 아니한 시토신은 우라실 (Urasil; U)로 쉽게 바뀌기 때문에 CG 서

열이 발생하는 빈도는 그리 높지 않다. 메틸화가 된 시토신은 아무런 영향을 받지 않는다. CpG 섬 (CpG islan

d)은 시토신과 구아닌이 인산기 (phosphate)로 연결된 서열이 최소 200 bp 이상 연속된 부분을 말하며, 포유류

의 CpG 섬은 0.4 kb에서 4 kb 정도의 크기를 가진다. 유전체 전체를 보면 1 % 정도인 CpG가 집중적으로 있는 곳

으로 대략 이중나선 DNA 길이 300에서 2000 염기쌍 범위 내에 CG 염기쌍 비율이 50 % 이상인 부위가 이에 해당

된다.

본 발명에서 상기 "DNA 메틸화 (DNA methylation)"란, 고등 생물의 발달에 매우 중요한 생화학적 과정 중의 하[0017]

나이다. 전체 DNA에서 시토신 (C) 다음에 구아닌 (G)이 연속적으로 나오는 염기의 조합은 확률상 1/16 로서 약

3  내지 4  %  정도이다. 그러나 DNA  특정 부위에 CG  조합이 집중적으로 있는 곳이 있는데 이를 CpG  섬 (CpG

island)라 부르며, 유전자의 스위치에 해당되는 프로모터 (promoter) 위치에 이런 구조가 집중되어 있다. DNA

메틸화는 주로 특정 유전자의 프로모터 부위의 CpG 섬 (CpG island)의 시토신 (cytosine)에서 일어나는 것으로

알려져 있다. 염기 중 하나인 시토신의 5 번째 탄소에 메틸기 (-CH3)가 붙는 것을 말한다. 그러나 모든 시토신

에  메틸기가  붙는  것이  아니라,  시토신  (C)  다음에  구아닌  (G)이  바로  뒤에  오는  경우에서만  메틸화가

진행된다.  전사  인자의  결합  방해로  특정  유전자의  발현을  차단  (gene  silencing)하게  되므로  코딩  서열

(coding sequence)에 돌연변이가 없이도 그 유전자의 기능이 소실되는 기전에 해당한다. DNA 메틸화는 안정적으

로 세포에서 유전자 표현형을 변화시킨다. 이러한 변화는 세포 분화를 통해서 유전될 수 있으며, DNA 메틸화는

일반적인 유기체적 진화와 세포적 변이를 위해 결정적 부분이라 할 수 있다. 암을 포함한 다양한 질병들에서

CpG 섬에서의 이러한 비정상적인 메틸화/탈메틸화가 보고되며, 질병 관련 유전자의 프로모터 메틸화를 조사하여

각종 질환의 진단에 사용하려는 시도가 활발하게 이루어지고 있다. 개개인별 상이한 메틸화를 보이는 CpG 영역

은 잠재적인 마커로 활용될 수 있다. 

본 발명에서 상기 서열번호 1로 표시되는 프로브는 OBSL1 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다. [0018]

본 발명에서 상기 서열번호 2로 표시되는 프로브는 SELENOK 및 CACNA2D3 유전자 사이 영역의 CpG 부위에 혼성화[0019]

되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 3으로 표시되는 프로브는 ARHGAP22 및 WDFY4 유전자 사이 영역의 CpG 부위에 혼성화[0020]

되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 4로 표시되는 프로브는 PLCH2 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0021]

본 발명에서 상기 서열번호 5로 표시되는 프로브는 FRMD4A 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0022]

본 발명에서 상기 서열번호 6으로 표시되는 프로브는 TCF7L2 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0023]

본 발명에서 상기 서열번호 7로 표시되는 프로브는 DPYSL4 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0024]

본 발명에서 상기 서열번호 8로 표시되는 프로브는 WSCD2 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0025]

본 발명에서 상기 서열번호 9로 표시되는 프로브는 ADAM6 및 LINC00226 유전자 사이 영역의 CpG 부위에 혼성화[0026]

되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 10으로 표시되는 프로브는 LINGO1 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0027]

본 발명에서 상기 서열번호 11로 표시되는 프로브는 C21orf62 및 LINC01690 유전자 사이 영역의 CpG 부위에 혼[0028]

성화되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 12로 표시되는 프로브는 ACTL8 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0029]

본 발명에서 상기 서열번호 13으로 표시되는 프로브는 SLC17A1 및 SLC17A3 유전자 사이 영역의 CpG 부위에 혼성[0030]

화되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 14로 표시되는 프로브는 KLK9 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0031]
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본 발명에서 상기 서열번호 15로 표시되는 프로브는 TTC29 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0032]

본 발명에서 상기 서열번호 16으로 표시되는 프로브는 LOC101929234 및 LRMDA 유전자 사이 영역의 CpG 부위에[0033]

혼성화되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 서열번호 17로 표시되는 프로브는 CUX2 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0034]

본 발명에서 상기 서열번호 18로 표시되는 프로브는 PSG10 유전자의 CpG 부위에 혼성화되는 것일 수 있다.[0035]

본 발명의 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또는 서열번호[0036]

1 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또

는 서열번호 1 내지 3 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 3 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함하고,[0037]

서열번호 4 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함[0038]

하고, 서열번호 12 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함[0039]

하고, 서열번호 15 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 3으로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지[0040]

11로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 14로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 18로 표시되는 프로

브를 포함할 수 있다.

본 발명의 상기 프로브는 필요에 따라서는, 형광 물질, 방사선 물질, 생물 발광 물질, 화학 발광 물질, 효소,[0041]

수용체 또는 리간드 등으로 표지될 수 있다. 보다 구체적으로 상기 표지 물질은 형광 물질일 수 있으며, 형광

물질은  녹색  형광  단백질(green  fluorescent  protein;  GFP),  증강된  녹색  형광  단백질(enhanced  green

fluorescent protein; EGFP) 또는 변형된 적색 형광 단백질(modified red fluorescent protein; mRFP)일 수 있

다. 표지 방법은 당해 분야에 널리 알려진 기술로, 통상적인 방법을 통하여 수행할 수 있다. 

본 발명의 프로브는 CpG 부위에 결합하여 DNA 메틸화 정도를 확인할 수 있도록 하며, 더 나아가서는 이를 바탕[0042]

으로 목적하는 개체에 있어서 약물의 치료 반응성을 예측할 수 있도록 한다. 

본 발명에서 상기 "약물"은 "암 치료제", "항암 치료제" 또는 "항암제"와 혼용하여 사용될 수 있으며, 상기 약[0043]

물은 암 줄기세포뿐 만 아니라 암 세포에 작용하여 암 세포를 사멸시키는 기전을 가진 약물 또는 그 외 다른 기

전으로 작용하여 항암 효과가 있는 약물일 수 있다. 예를 들어, 5-플루오로우라실, 나이트로젠 머스타드, 이마

티닙, 옥살리플라틴, 리툭시맙, 엘로티닙, 네라티닙, 라파티닙, 제피티닙, 반데타닙, 니로티닙, 세마사닙, 보수

티닙, 악시티닙, 세디라닙, 레스타우르티닙, 트라스투주맙, 게피티니브, 보르테조밉, 수니티닙, 카보플라틴, 베

바시주맙, 시스플라틴, 세툭시맙, 비스쿰알붐, 아스파라기나제, 트레티노인, 하이드록시카바마이드, 다사티닙,

에스트라머스틴, 겜투주맵오조가마이신, 이브리투모맙튜세탄, 헵타플라틴, 메칠아미노레불린산, 암사크린, 알렘

투주맙, 프로카르바진, 알프로스타딜, 질산홀뮴 키토산, 젬시타빈, 독시플루리딘, 페메트렉세드, 테가푸르, 카

페시타빈, 기메라신, 오테라실, 아자시티딘, 메토트렉세이트, 우라실, 시타라빈, 플루오로우라실, 플루다가빈,

에노시타빈, 플루타미드, 데시타빈, 머캅토푸린, 티오구아닌, 클라드리빈, 카르모퍼, 랄티트렉세드, 도세탁셀,

파클리탁셀, 이리노테칸, 벨로테칸, 토포테칸, 비노렐빈, 에토포시드, 빈크리스틴, 빈블라스틴, 테니포시드, 독

소루비신, 이다루비신, 에피루비신, 미톡산트론, 미토마이신, 블레로마이신, 다우노루비신, 닥티노마이신, 피라

루비신, 아클라루비신, 페프로마이신, 템시롤리무스, 테모졸로마이드, 부설판, 이포스파미드, 사이클로포스파미

드, 멜파란, 알트레트민, 다카바진, 치오테파, 니무스틴, 클로람부실, 미토락톨, 레우코보린, 트레토닌, 엑스메

스탄, 아미노글루테시미드, 아나그렐리드, 나벨빈, 파드라졸, 타목시펜, 토레미펜, 테스토락톤, 아나스트로졸,

레트로졸, 보로졸, 비칼루타미드, 로무스틴 및 카르무스틴으로 이루어진 군에서 선택된 1 종 이상을 포함하는

약물일 수 있고, 바람직하게는 5-플루오로우라실 (5-FU)일 수 있으나, 5-플루오로우라실과 동일 계열이라고 볼

수 있는 약물의 종류에 해당한다면, 이에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명에서 상기 "5-플루오로우라실 (5-FU)"은 항대사제(antimetabolite)로 분류되는 항암제의 일종으로, 대사[0044]

체 (metabolite)를 억제하여 세포 분열과 종양 생장을 억제하기 위해 사용되는 것으로 알려져 있다. 항대사제

계열 항암제들의 예로는 6-메르캅토퓨린 (6-Mercaptopurine;  6-MP),  카페시타빈 (Capecitabine),  사이타라빈

(Cytarabine), 플록스유리딘 (Floxuridine), 플루다라빈 (Fludarabine), 젬시타빈 (Gemcitabine), 하이드록시
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카바마이드 (Hydroxycarbamide), 메토트렉세이트 (Methotrexate), 페메트렉시드 (Pemetrexed), 포토트렉세이트

(Phototrexate) 등이 존재한다. 5-플루오로우라실과 동일한 기전으로 작용하는 약물에 해당한다면, 상기에서 언

급된 약물로 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 상기 "약물 반응성"이란 개체, 바람직하게는 암 환자의 개체에 대하여 약물로 치료의 유효성의 정[0045]

도를 지칭한다. 예를 들어, 암 환자의 치료에 관련하여 사용될 때 용어 "증가된 반응성" 또는 "좋은 반응성"은

당해 분야에서 공지된 임의의 방법을 이용하여 측정된 경우 약물의 유효성에서 증가를 지칭할 수 있다. 또 다른

예로서, 약물에 대한 암 환자의 반응은 완전 또는 부분 반응으로 특성 규명될 수 있다. 또 다른 예로서, 약물에

대한 암 환자의 증가된 반응성은 전체 생존율, 무질환 생존, 목적 반응 속도, 종양 진행까지 시간, 무진행 생존

또는 치료 실패까지 시간으로 특성 규명될 수 있다.

본 발명에서 "예측"이란, 환자가 약물 또는 약물 세트에 대해서 질환의 경과 및 결과를 미리 예측하는 행위를[0046]

의미한다. 보다 구체적으로, 예후 예측이란 질환의 치료 후 경과는 환자의 생리적 또는 환경적 상태에 따라 달

라질 수 있으며, 이러한 환자의 상태를 종합적으로 고려하여 치료 후 병의 경과를 예측하는 모든 행위를 의미하

는 것으로 해석될 수 있다.

본 발명에서 상기 "암"이란, 일반적으로 제어되어 있지 않은 세포 증식을 특징으로 하는 포유류의 생리학적 상[0047]

태를 지칭한다. 암의 예로서는 대장암, 유방암, 신경교종, 갑상선암, 폐암, 간암, 췌장암, 두경부암, 위암, 요

로상피암, 신장암, 전립선암, 고환암, 자궁경부암, 난소암, 자궁내막암, 흑색종양, 난관암, 자궁암, 혈액암, 골

암, 피부암, 뇌암, 질암, 내분비암, 부갑상선암, 요관암, 요도암, 기관지암, 방광암, 골수암, 급성 림프구성 또

는 림프아구성 백혈병, 급성 또는 만성의 림포구성 백혈병, 급성 비림프구성 백혈병, 뇌종양, 경관암, 만성 골

수성 백혈병, 장암, T-존 림프종, 식도암, 담즙 방광암, 유잉 육종 (Ewing's sarcoma), 설암, 홉킨스 림프종,

카포시스 육종, 중피종, 다발성 골수종, 신경아세포종, 비홉킨 림프종, 골육종, 신경아세포종, 유선암, 경관암,

페니스암, 레티노블라스토마, 피부암, 및 자궁암을 들 수 있으며, 보다 바람직하게는 대장암 일 수 있지만, 이

에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명에서 상기 "대장암"은, 예컨대 대장 내시경 감시 및 생검 (biopsy) 조직에 의해 악성 병리 상태로 분류[0048]

되는 상태이다. 대장암 진단의 임상적인 기술은 의학 분야에서 잘 알려져 있다. 대장은 소화 기관에 속하며 소

장과 항문 사이에 위치하는 장기로 전체 길이가 평균 약 1.5 미터 정도 되고 우측에서부터 맹장, 상행결장, 횡

행결장, 하행결장, S자결장, 직장으로 나누어 분류된다. 주로 대장암은 결장과 직장에 생기는 악성 종양으로 대

장의 상피 세포에서부터 암 세포가 발생하게 되는데, 암의 발생 위치에 따라 결장에 생기는 암을 결장암, 직장

에 생기는 암을 직장암이라고 하며, 이를 통칭하여 대장암 혹은 결장직장암이라고 한다. 본 발명의 대부분의 예

에 있어서, 목적 대상자는 대장암으로 추측되거나 또는 실제 진단받은 인간 환자이다.

본 발명에서 "대장암의 병기"는 0 기 (in situ colon cancer), I 기 (TlNO 또는 T2NO), IIA 기 (T3NO), IIB 기[0049]

(T4NO), IIC 기 (T4bN0), IIIA 기(T1N1, T2N1 또는 T1N2a), IIIB 기 (T3N1, T4aN1, T2N2a, T3N2a, T1N2b 또는

T2N2b), IIIC 기 (T4aN2a, T3N2b, T4aN2b, T4bN1 또는 T4bN2), IVA 기 (M1a, T N 무관) 및 IVB 기 (M1b, T N

무관)로 나뉜다. 초기 단계의 대장암 환자에는 림프절 관여가 거의 또는 전혀 나타나지 않는다. 2 기의 대장암

환자의 경우 종양의 침윤이 장막 층을 뚫지 않은 경우로, 주변 림프절과 원격 전이가 없는 상태로서 5 년 생존

율이 대략 70 % 정도로 보고되고 있으며, 3 기의 대장암 환자의 경우 종양의 침윤 정도와 무관하며, 주변 림프

절에 전이가 있으며, 원격 전이가 없는 상태로서 5 년 생존율이 대략 50 % 정도로 보고되고 있다. 4 기의 대장

암 환자의 경우 종양의 장벽 침윤 정도와 무관하며, 원격 전이가 있는 상태이지만 대개의 경우 주변 림프절에

전이가 발견되며 5 년 생존율은 대략 5 % 이하로 보고되고 있다. 대장암 환자의 생존율은 진단받은 시점의 병리

학적 병기에 의존한다. 그러나, 특히 2/3 기와 같은 병기로 진단된 대장암이라도 그 예후는 환자마다 차이가 있

으며, 치료 약물에 따른 반응성 또한 환자마다 다르므로 대장암의 효과적인 치료를 위해서는 대장암의 약물 치

료 반응성을 통하여 예후를 예측하는 것이 무엇보다 중요하다.

대장암 환자를 구별하는 방법과 질병의 단계를 매기는 방법은 당업계에 잘 알려져 있으며, 수동 조사, 생검, 환[0050]

자 및/또는 가족력 조사,  및  직장 수지 검사 (rectal  examination),  분변 잠혈 검사,  대장촬영술 (Double

contrast Barium-enema), 대장 내시경 검사, 직장경 및 직장 항문 초음파 검사,  자기공명영상화 (MRI), 전산화

단층촬영  (computed  tomography;  CT),  CT  대장촬영술  (CT  colonography)  및  양전자  단층  촬영술(positron

emission tomography; PET) 등과 같은 영상화 기법을 포함할 수도 있다. 또한, 대장암은 예컨대, 수술, 방사선

치료, 호르몬 치료, 항암 치료 또는 이의 일부 조합을 포함할 수 있으며, 당업계에 알려진 여러가지 대안적인

전략에 의해 관리될 수 있다. 
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본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 약물 반응성 예측용 조성물을 포함하는 약물 반응성 예측용 키트에[0052]

관한 것이다. 

본 발명에서 "키트"란 바이오 마커 성분에 특이적으로 결합하는 프로브 또는 항체를 검출 가능한 표지로 표지하[0053]

여 바이오 마커의 발현 수준을 평가할 수 있는 도구를 말한다. 프로브 또는 항체 관련하여 검출 가능한 물질을

기질과의 반응에 의해서 직접적으로 표지하는 것뿐만 아니라, 직접적으로 표지된 다른 시약과의 반응성에 의한

발색하는 표지체가 접합된 간접적 표지도 포함한다. 상기 표지체와 발색 반응할 발색 기질 용액, 세척액 및 기

타 다른 용액 등을 포함할 수 있으며, 사용되는 시약 성분을 포함하여 제작될 수 있다. 본 발명에서 키트는 RT-

PCR을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 키트일 수 있으며, 마커 유전자에 대한 특이적인 각각의 프

라이머 쌍 외에도 테스트 튜브, 반응 완충액, 데옥시뉴클레오티드 (dNTPs), Taq-중합효소, 역전사효소, DNase,

RNase 억제제, 멸균수 등을 포함할 수 있다. 또한, 키트는 DNA 칩을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하

는 약물 반응성 예측용 유전자를 검출하기 위한 키트일 수 있다. DNA 칩 키트는 유전자 또는 그의 단편에 해당

하는 cDNA가 프로브로 부착되어 있는 기판을 포함하고 기판은 정량 대조군 유전자 또는 그의 단편에 해당하는

cDNA를 포함할 수 있다. 본 발명의 키트는 디지털 PCR 키트 또는 DNA 칩 키트일 수 있으며, 보다 바람직하게는

Droplet Digital PCR 키트 또는 MethylationEPIC BeadChip 키트일 수 있으나, 당업계에 공지되어 있는 것이라

면 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 또 다른 구현예에 따르면, 목적하는 개체로부터 분리된 생물학적 시료에 대하여 서열번호 1 내지 18[0055]

중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 이용하여 약물 반응성을 예측하는 방법에 관한 것이다.

본 발명에서 상기 "목적하는 개체"란 인간을 포함하는 포유 동물로, 예를 들면, 인간, 래트, 마우스, 모르모트,[0056]

햄스터, 토끼, 원숭이, 개, 고양이, 소, 말, 돼지, 양 및 염소로 구성된 군으로부터 선택될 수 있고, 바람직하

게는 인간일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명에서 상기 "인간"은 암이 발병하였거나 그 발병이 의심되는 환자로, 암의 적절한 치료가 필요하거나 예[0057]

상되는 환자를 의미하는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 상기 "생물학적 시료"란 개체로부터 얻어지거나 개체로부터 유래된 임의의 물질, 생물학적 체액,[0058]

조직 또는 세포를 의미하는 것으로, 보다 바람직하게는 환자의 유전자 정보를 확인할 수 있는 모든 시료를 의미

할 수 있다. 구체적으로, 전혈 (whole blood), 백혈구 (leukocytes), 말초혈액 단핵 세포 (peripheral blood

mononuclear cells), 백혈구 연층 (buffy coat), 혈장 (plasma), 혈청 (serum), 객담 (sputum), 눈물 (tears),

점액 (mucus), 세비액 (nasal washes), 비강 흡인물 (nasal aspirate), 호흡 (breath), 소변 (urine), 정액

(semen), 침 (saliva), 복강 세척액 (peritoneal washings), 복수 (ascites), 낭종액 (cystic fluid), 뇌척수

막 액 (meningeal fluid), 양수 (amniotic fluid), 선액 (glandular fluid), 췌장액 (pancreatic fluid), 림프

액  (lymph  fluid),  흉수  (pleural  fluid),  유두  흡인물  (nipple  aspirate),  기관지  흡인물  (bronchial

aspirate),  활액 (synovial  fluid),  관절 흡인물 (joint aspirate), 기관 분비물 (organ secretions), 세포

(cell), 세포 추출물 (cell extract) 및 뇌척수액 (cerebrospinal fluid) 등으로 이루어진 군에서 선택된 1 종

이상일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또는 서열번호[0059]

1 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로브, 또

는 서열번호 1 내지 3 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 3 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함하고,[0060]

서열번호 4 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 11 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함[0061]

하고, 서열번호 12 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 14 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함[0062]

하고, 서열번호 15 내지 18 중 적어도 하나로 표시되는 프로브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 일 예시에서, 상기 프로브는 서열번호 1 내지 3으로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지[0063]

11로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 14로 표시되는 프로브, 또는 서열번호 1 내지 18로 표시되는 프로

브를 포함할 수 있다. 

본 발명의 약물 반응성을 예측하는 방법은 상기 프로브를 이용하여 DNA 메틸화 수준을 측정하는 단계를 포함할[0064]
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수 있다. 

본 발명에서 상기 DNA 메틸화 수준의 측정은 PCR, 메틸화 특이 PCR (methylation specific PCR), 실시간 메틸[0065]

화 특이 PCR (real time methylation specific PCR; MSP), EpiTYPER
®
, 메틸화-감수성 단일 뉴클레오티드 프라

이머 신장 (methylation-sensitive single-nucleotide primer extension; MS-SnuPE), 결합된 바이설파이트 제

한 분석 (combined bisulfite restriction analysis of DNA; COBRA), 메틸화 DNA 특이적 결합 항체 또는 압타

머를  이용한  PCR,  정량  PCR,  디지털  PCR,  DNA  칩,  피로시퀀싱  (pyrosequencing)  및  바이설파이트-시퀀싱

(bisulfite-sequencing)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 적어도 하나의 방법에 의해 수행되는 것일 수 있다.

보다 바람직하게는 Droplet Digital PCR 또는 MethylationEPIC BeadChip에 의하여 수행될 수 있으나, 상기에서

기재된 방법 외 당업계에 알려진 다양한 방법이 사용될 수 있다.

본 발명에서 바이설파이트-시퀀싱을 통하여 메틸화 CpG를 검출할 수 있으며, 피로시퀀싱을 수행하여 DNA 메틸화[0066]

패턴 변화를 확인할 수 있다. 특히, 바이설파이트 서열 분석은 유전체 DNA를 바이설파이트로 처리 후 CpG 염기

서열이 없는 부위에 해당하는 PCR 프라이머로 증폭한 다음, 염기서열 분석용 프라이머를 이용하여 염기서열 분

석을 수행하는 것으로, CpG 부위에서 시토신과 티민의 양을 정량적으로 분석하여 메틸화 정도를 메틸화 지수로

나타낼 수 있다.

본 발명에서 상기 프로브를 2 개 이상 사용하는 경우, 각 프로브 별 DNA 메틸화 수준을 측정할 수 있다. [0067]

본 발명의 약물 반응성을 예측하는 방법은 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 베타 값 (β value)을 얻는 단계를[0068]

포함할 수 있다. 

본 발명에서 상기 "베타 값 (β value)"은 메틸화 및 비 메틸화 대립 유전자 사이의 비율을 사용한 메틸화 수준[0069]

의 추정치를 말한다. 베타 값은 0 내지 1의 범위에 포함될 수 있고, 0은 메틸화되지 않은 것을 의미하며, 1은

완전히 메틸화된 것을 의미한다. 

본 발명에서 상기 프로브를 2개 이상 사용하는 경우, 각 프로브별 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 베타 값을[0070]

얻을 수 있다. 

또한,  본  발명의  약물  반응성을  예측하는  방법은  얻어진  베타  값을  이용하여  약물  반응성  스코어  (Drug[0071]

Response Score; DRS)를 계산하는 단계를 포함할 수 있다. 

본 발명의 상기 약물 반응성을 예측하는 방법에서의 프로브, 약물, 약물 반응성에 관한 기재는 본 발명의 약물[0072]

반응성 예측용 조성물에 기재된 바와 중복되어 이하 그 자세한 기재를 생략한다.

발명의 효과

본 발명에서 제공하는 프로브를 이용하는 경우 암 환자 개인별 항암제에 대한 치료 반응성을 예측할 수 있고,[0073]

이에 따라 추가적인 치료 방법 또는 대체 약물의 사용 여부를 손쉽게 결정하는 등 개인 맞춤형 정밀 치료가 가

능하도록 하여 궁극적으로는 암 환자의 생존율 또는 생존 기간을 향상시킬 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a 내지 도 1c는 본 발명의 일 실시예에 따른, 상동성 검사, 기능성 검사 및 유전체 검사를 수행한 결과를[0074]

나타낸 도이다.

도 2a 및 도 2b는 본 발명의 일 실시예에 따른, 대장암 환자 유래 오가노이드를 기반으로 한 약물 반응성 스코

어 (Drug Response Score; DRS) 예측 모델의 모식도를 나타낸 도이다.

도 3은 본 발명의 일 실시예에 따른, 예측 정확도를 확인하기 위한 라소 회귀 곡선(Lasso regression)을 나타낸

도이다. 

도 4a 및 도 4b는 본 발명의 일 실시예에 따른, 3 개의 CpG 프로브를 통해 무작위로 선택된 40 개의 트레이닝

세트의 DRS 분포를 정량화한 결과를 나타낸 도이다.

도 5는 본 발명의 일 실시예에 따른, 10 개의 테스트 세트로 DRS 분포를 정량화하여 3 개의 CpG 프로브를 통한

약물 반응성 예측 모델을 검증한 결과를 나타낸 도이다.

도 6a 및 도 6b는 본 발명의 일 실시예에 따른, 11 개의 CpG 프로브를 통해 무작위로 선택된 40 개의 트레이닝
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세트의 DRS 분포를 정량화한 결과를 나타낸 도이다.

도 7은 본 발명의 일 실시예에 따른, 10 개의 테스트 세트로 DRS 분포를 정량화하여 11 개의 CpG 프로브를 통한

약물 반응성 예측 모델을 검증한 결과를 나타낸 도이다.

도 8a 및 도 8b는 본 발명의 일 실시예에 따른, 14 개의 CpG 프로브를 통해 무작위로 선택된 40 개의 트레이닝

세트의 DRS 분포를 정량화한 결과를 나타낸 도이다.

도 9는 본 발명의 일 실시예에 따른, 10 개의 테스트 세트로 DRS 분포를 정량화하여 14 개의 CpG 프로브를 통한

약물 반응성 예측 모델을 검증한 결과를 나타낸 도이다.

도 10a 및 도 10b는 본 발명의 일 실시예에 따른, 18 개의 CpG 프로브를 통해 무작위로 선택된 40 개의 트레이

닝 세트(training set)의 DRS 분포를 정량화한 결과를 나타낸 도이다.

도 11은 본 발명의 일 실시예에 따른, 10 개의 테스트 세트(test set)로 DRS 분포를 정량화하여 18 개의 CpG 프

로브를 통한 약물 반응성 예측 모델을 검증한 결과를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0075]

으로 설명하기 위한 것으로서, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당 업계에서 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: 대장암 임상 database 및 환자 유래 오가노이드의 준비[0077]

환자 유래 오가노이드 배양을 위한 프로세스 구축을 위하여 외과 수술 후의 환자 시료(조직) 및 오가노이드 배[0078]

양까지의 전 과정을 최적화하고, 추가로 승인된 2/3 기 대장암 환자들의 신선동결 조직 및 오가노이드를 확보하

였다. 보다 상세하게는 수술장 또는 대장 내시경을 통해 수집된 검체는 신선동결 상태에서 오가노이드 수립을

위하여 사용되며, 동시에 해당 환자의 임상데이터는 전자의무기록 (electronic medical record; EMR) 확인을 통

해 수술 후 경과, 항암 치료 경과 및 재발 여부 등의 정보 수집에 사용된다. 수집된 조직의 1 차 배양 (primary

culture)을 통해 오가노이드 전용 배지를 이용하여 3D 배양을 하였다. 배양된 오가노이드로부터 도 1a와 같이

상동성 검사 결과 초기 종양 조직(primary tumor tissue)에서의 모양을 유지하는지를 확인하였으며, 도 1b와 같

이 기능을 갖추었는 지를 판별하기 위하여 면역형광 (immunofluorescence) 염색을 통해 확인하였으며, 도 1c와

같이 유전체 검사 (whole exome sequencing; WES)를 수행하여 종양 조직의 유전적 변이 (genetic alteration)

을 반영하는 지를 확인하였다. 상기와 같이 상동성 검사, 기능성 검사 및 유전체 검사를 수행하여 실험에 이용

할 오가노이드를 최종적으로 수립하였다.

실시예 2: 전유전체적 DNA methylation 지도 작성 및 약물 반응성 관련 후성유전인자 발굴[0080]

2.1 약물 반응성 분석 [0081]

실시예 1에서 확보한 대장암 오가노이드로부터 세포 독성 항암제인 5-플루오로우라실 (5-Fluorouracil; 5-FU)에[0082]

대한 반응성을 분석하였다. 이 때, 오가노이드의 약물 반응성은 cellTiter-Glo
®
 Luminescent Cell Viability

Assay와 현미경을 이용한 오가노이드 형태 측정 등 이중으로 검증하였다. 이때, 상기 약물을 처리하여 5-FU 약

물  반응을  수치화하는  방법으로  예를  들어,  IC50  은  약물이  투여되었을 때  세포의 활성도 (enzyme/protein

activity)가 절반으로 떨어지는 순간의 최대 농도 (maximal concentration)를 가리키는 것으로 약물 반응성을

평가하는 지표로 사용되었다.

2.2 전유전체적 DNA 메틸화 지도 작성[0084]

대장암 오가노이드에서 개인별 차이나 항암 치료제 처리 여부에 의한 DNA 메틸화 (DNA methylation) 패턴 변화[0085]

를  Illumina사의  Infinium  MethylationEPIC  BeadChip을  이용하여  분석하였다.  Infinium  MethylationEPIC

BeadChip의 경우 850,000 여개의 메틸화 부위 (Methylation site)에 프로브 (Probe)가 존재하고 있으며, 지노

믹 DNA (genomic DNA)로부터 직접 메틸화된 DNA의 정량이 가능하여 매우 빠르게 시료를 분석할 수 있다는 장점

이 있다. 

대장암 오가노이드에서 DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen)을 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. 피코그린[0086]

(Picogreen)을 이용하여 정량화된 500 ng DNA 샘플을 준비하고, 바이설파이트 (Bisulfite) 처리 후 전유전체 증
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폭 (whole genome amplification) 방법으로 증폭시켰다. 증폭된 DNA (Amplified DNA)는 화학적 처리 (chemical

method)로 무작위로 조각을 내어 정제 과정 (purification)을 수행하였다. 이후, 완충 용액으로 전 처리된 Chip

에 DNA 샘플을 넣고 약 16 시간 동안 인큐베이션 (incubation) 시행 후 염색 (staining), 대립 유전자 특이적

프라이머  확장  (allele  specific  primer  extension;  ASPE),  혼성화  (hybridization),  타깃  제거  (target

removal), 워싱 (washing)하여 Illumina iScan으로 스캐닝 (scanning)을 진행하였다.

Infinium MethylationEPIC BeadChip 실험 절차는 내부 대조물질 (internal control)을 이용하여 각 실험 단계[0087]

에서 발생할 수 있는 에러를 체크할 수 있게 하여 실험 결과의 문제 발생 시, 추적 (tracking)하는 것을 도와주

고, 실험 결과의 신뢰성을 확보할 수 있게 하였다. 내부 대조물질 (Interal control)은 샘플 퀄리티 (sample

quality)와 무관하게 반응하는 샘플 비의존적 대조물질 (sample independent controls)과 샘플 퀄리티에 영향

을  받는  샘플  의존적  대조물질  (sample  dependent  control)이  존재한다.  게놈  스튜디오  소프트웨어

(GenomeStudio S/W)를 이용하여 이미지 데이타 불러오기, 컨트롤 대시보드 (Control Dashboard) 및 발견된 CpG

프로브 (detected CpG probe) 수를 확인하였다. 각 유전자 별로 특이적인 DNA 메틸화 패턴 (DNA methylation

pattern)을 조사하고 이러한 패턴이 약물 반응성 별로 차이를 보이는 곳을 집중적으로 탐색 확인해 나갔다. 후

성 유전체 분석을 통해 일차적으로 선별된 부위들을 대상으로, 피로시퀀싱 (pyrosequencing)이나 바이설파이트-

시퀀싱 (bisulfite-sequencing)을 수행하여 각 오가노이드 별로 약물 반응성에 따라 특이적으로 나타나는 DNA

메틸화 패턴을 이차적으로 검증하였다. 

실시예 3: 5-FU 약물 반응성 관련 프로브 발굴[0089]

상기  실시예  1에서  확보된  오가노이드  50  개를  대상으로  Infinium  MethylationEPIC  BeadChip을  이용하여[0090]

866,895 개의 CpG 프로브 (probe)의 DNA 메틸화 (DNA methylation) 상태를 측정하였으며, 확보된 오가노이드

50 개를 대상으로 5-플루오로우라실 (5-FU)에 대한 약물반응성 실험을 수행하여 각각의 오가노이드의 5-FU에 대

한 IC50 을 확보하였다. 전체 오가노이드 50 개를 무작위로 트레이닝 세트 (training set) 40 개와 테스트 세트

(test set) 10 개로 분류한 뒤, 먼저 트레이닝 세트 40 개를 이용하여 약물 반응성 예측 모델을 확보하고, test

set 10 개를 이용하여 예측 모델을 검증하고자 하였다. 이와 관련한 전체 과정의 모식도를 도 2a 및 도 2b에 나

타내었다.

실시예 4: 5-FU 약물 반응성 예측 모델 도출[0092]

약물 반응성 예측 모델을 확보하기 위해, 먼저 1) 트레이닝 세트인 40 개의 오가노이드를 대상으로 IC50 (5-FU)[0093]

= 2.8 을 기준으로 5-FU에 대해 저항성이 강한 그룹 (13 개 오가노이드)과 저항성이 약한 그룹 (27 개 오가노이

드)으로 분류하였으며, 2) 두 그룹 간의 메틸화(methylation)의 정도가 통계적으로 유의하게 (p < 0.01) 차이가

나는 5,855 개의 CpG 프로브 (Differentially methylated CpG probes; DMPs)를 선별한 후, 3) 라소 회귀 알고

리즘 (Lasso regression algorithm)을 이용하여 저항성이 있는 그룹과 저항성이 없는 그룹을 구분할 수 있는 18

개의 CpG 프로브를 도출하였다(도 3 참조). 

상기 과정을 통하여 최종적으로 선별된 CpG 프로브를 이용하여 약물 반응성을 예측할 수 있는 모델을 도출하였[0094]

다. 구체적으로는 서열번호 1 내지 18  중 어느 하나로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준

(methylation level)으로부터 얻어진 베타 값과, 각 프로브에 해당하는 가중치 계수 값 (Coefficient)을 곱한

값이거나, 혹은 사용되는 프로브가 복수 개인 경우 각 프로브 별 얻어진 곱한 값을 합산하여 얻어진 총합에 해

당하는 약물 반응성 스코어(Drug Respose Score; DRS)를 도출하였다(식 1). 교차 검증 (Cross-Validation)을

통해 트레이닝 세트와 테스트 세트로 나누어서 에러 (Error) 값을 가장 작게 만드는 각 프로브 별 가중치 계수

(Coefficient) 값을 도출해 내었다(하기 표 1 참조). 상기 과정을 거쳐 선별된 프로브에 따른 최적의 예측 모델

로서의 안정도를 평가 검증하고자 하였다. 

[식 1][0096]

약물 반응성 스코어 (DRS) = (coefficient1 * b1) + (coefficient2 * b2) + … + (coefficientn * bn)[0097]

상기 식 1에서,[0098]

n은 1 내지 18 중 어느 하나의 정수이며, [0099]

coefficientn은 -0.40 내지 2.05의 유리수로, 서열번호 n으로 표시되는 프로브 별 coefficient는 하기 표 1에[0100]

나타낸 바와 같으며,
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bn은 서열번호 n으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며, [0101]

상기 n이 2 내지 18의 정수인 경우, 복수 개의 coefficientn은 서로 동일하거나 상이할 수 있다.[0102]

표 1

CpG probe[0103]

(서열번호)

프로브 결합
부위

프로브 결합
유전자

사용되는 프로브 별 가중치 계수 값

Coef18 Coef14 Coef11 Coeff3

cg04414095

(서열번호 1)

Body OBSL1 0.28 0.28 0.32 0.05

cg18447876(서열번호
2)

Intergenic SELENOK,
CACNA2D3

1.78 1.72 1.15 0.78

cg07608867(서열번호
3)

Intergenic ARHGAP22,
WDFY4

1.36 1.32 1.14 0.65

cg14941600(서열번호
4)

Body PLCH2 0.84 0.71 0.09

cg10484020(서열번호
5)

Body FRMD4A 0.73 0.67 0.31

cg18749034(서열번호
6)

Body TCF7L2 -0.29 -0.28 -0.10

cg02503633(서열번호
7)

Body DPYSL4 0.15 0.15 0.08

cg07258897(서열번호
8)

5'UTR WSCD2 0.86 0.74 0.01

cg02628879(서열번호
9)

Intergenic ADAM6,
LINC00226

0.8 0.69 0.07

cg10126991(서열번호
10)

5'UTR LINGO1 0.12 0.17 0.20

cg25715539(서열번호
11)

Intergenic C21orf62,
LINC01690

0.8 0.75 0.49

cg08734527(서열번호
12)

5'UTR ACTL8 0.38 0.29

cg23380440(서열번호
13)

Intergenic SLC17A1,
SLC17A3

0.29 0.19

cg14591460(서열번호
14)

TSS200 KLK9 0.43 0.36

cg22354040(서열번호
15)

Body TTC29 0.01

cg07473030(서열번호
16)

Intergenic LOC1019292
34, LRMDA

-0.08

cg04025761(서열번호
17)

Body CUX2 0.02

cg12658792(서열번호
18)

TSS1500 PSG10 0.01

실시예 5: 5-FU 약물 반응성 예측 모델 검증[0105]

본 발명자들은 신뢰 예측 값의 안정성 (예측의 정확도)을 확인하기 위하여 n 개의 CpG 프로브 예측 모델을 10[0106]

개의 테스트 샘플로 검증하였다. 3 개의 CpG 프로브를 이용한 모델, 11 개의 CpG 프로브를 이용한 모델, 14 개

의 CpG 프로브를 이용한 모델 및 18 개의 CpG 프로브를 이용한 모델 각각을 검증한 결과는 아래와 같다. 

5.1 3 개의 CpG 프로브를 이용한 모델의 검증[0107]

도 4a 및 도 4b를 참조하면, 3 개의 CpG 프로브를 이용한 약물 반응성 예측 모델로서 무작위로 선택된 40 개의[0108]

트레이닝 세트 사용의 결과를 확인하였으며, 10 개의 테스트 샘플로 검증한 결과를 나타내었다(도 5 참조). 도

5에서 보는 바와 같이, 본 발명의 일 실시예에 따른 서열번호 1 내지 3의 CpG 프로브를 이용한 경우 약물 저항

성 군과 약물 민감성 군에 대한 수신자 조작 특성(ROC) 그래프로 도시한 결과 곡선 하면적 (area under the

curve; AUC) 값이 0.920으로 매우 높은 진단의 정확도를 보였다. 해당 프로브에 의한 약물 반응성 스코어 (DR

S)는 하기 식 2와 같다. 
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[식 2][0110]

약물 반응성 스코어 (DRS) = (coefficient1 * b1) + (coefficient2 * b2) + (coefficient3 * b3)[0111]

상기 식 2에서, [0112]

상기 coefficient1은 0.05이고; [0113]

상기 coefficient2는 0.78이며; [0114]

상기 coefficient3은 0.65이고;[0115]

상기 b1은 서열번호 1로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0116]

상기 b2는 서열번호 2로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0117]

상기 b3은 서열번호 3으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이다.[0118]

[0119]

상기와 같은 식 2의 DRS 값이 0.30 내지 0.40, 바람직하게는 0.35인 경우를 컷 오프 값 (cut off value)으로[0120]

하여, 각 개체에서 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 미만인 경우 5-FU의 치료 반응성이 좋은 것으로 예측할 수

있고, 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 이상인 경우 5-FU의 치료 반응성이 나쁠 것으로 예측할 수 있다. 

5.2 11 개의 CpG 프로브를 이용한 모델의 검증[0122]

도 6a 및 도 6b를 참조하면, 11 개의 CpG 프로브를 이용한 약물 반응성 예측 모델로서 무작위로 선택된 40 개의[0123]

트레이닝 세트 사용의 결과를 확인하였으며, 10 개의 테스트 샘플로 검증한 결과를 나타내었다(도 7 참조). 도

7에서 보는 바와 같이, 본 발명의 일 실시예에 따른 서열번호 1 내지 11의 CpG 프로브를 이용한 경우 약물 저항

성 군과 약물 민감성 군에 대한 수신자 조작 특성(ROC) 그래프로 도시한 결과 곡선 하면적 (area under the

curve; AUC) 값이 0.880으로 매우 높은 진단의 정확도를 보였다. 해당 프로브에 의한 약물 반응성 스코어 (DR

S)는 하기 식 3과 같다. 

[식 3][0125]

약물  반응성  스코어  (DRS)  =  (coefficient1  *  b1)  +  (coefficient2  *  b2)  +  (coefficient3  *  b3)  +[0126]

(coefficient4 * b4) + (coefficient5 * b5) + (coefficient6 * b6) + (coefficient7 * b7) + (coefficient8 *

b8) + (coefficient9 * b9) + (coefficient10 * b10) + (coefficient11 * b11)

상기 식 3에서, [0127]

상기 coefficient1은 0.32이고;[0128]

상기 coefficient2는 1.15이며;[0129]

상기 coefficient3은 1.14이고;[0130]

상기 coefficient4는 0.09이며;[0131]

상기 coefficient5는 0.31이고:[0132]

상기 coefficient6은 -0.10이며;[0133]

상기 coefficient7은 0.08이고;[0134]

상기 coefficient8은 0.01이며;[0135]

상기 coefficient9는 0.07이고;[0136]
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상기 coefficient10은 0.20이며;[0137]

상기 coefficient11은 0.49이고;[0138]

상기 b1은 서열번호 1로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0139]

상기 b2는 서열번호 2로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0140]

상기 b3은 서열번호 3으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며;[0141]

상기 b4는 서열번호 4로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0142]

상기 b5는 서열번호 5로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며;[0143]

상기 b6은 서열번호 6으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0144]

상기 b7은 서열번호 7로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며;[0145]

상기 b8은 서열번호 8로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0146]

상기 b9는 서열번호 9로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며;[0147]

상기 b10은 서열번호 10으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0148]

상기 b11은 서열번호 11로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이다.[0149]

상기와 같은 식 3의 DRS 값이 0.90 내지 1.20, 바람직하게는 1.06인 경우를 컷 오프 값 (cut off value)으로[0151]

하여, 각 개체에서 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 미만인 경우 5-FU의 치료 반응성이 좋은 것으로 예측할 수

있고, 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 이상인 경우 5-FU의 치료 반응성이 나쁠 것으로 예측할 수 있다.

5.3 14 개의 CpG 프로브를 이용한 모델의 검증[0153]

도 8a 및 도 8b를 참조하면, 14 개의 CpG 프로브를 이용한 약물 반응성 예측 모델로서 무작위로 선택된 40 개의[0154]

트레이닝 세트 사용의 결과를 확인하였으며, 10 개의 테스트 샘플로 검증한 결과를 나타내었다(도 9 참조). 도

9에서 보는 바와 같이, 본 발명의 일 실시예에 따른 서열번호 1 내지 14의 CpG 프로브를 이용한 경우 약물 저항

성 군과 약물 민감성 군에 대한 수신자 조작 특성(ROC) 그래프로 도시한 결과 곡선 하면적 (area under the

curve; AUC) 값이 0.920으로 매우 높은 진단의 정확도를 보였다. 해당 프로브에 의한 약물 반응성 스코어 (DR

S)는 하기 식 4와 같다. 

[식 4][0156]

약물  반응성  스코어  (DRS)  =  (coefficient1  *  b1)  +  (coefficient2  *  b2)  +  (coefficient3  *  b3)  +[0157]

(coefficient4 * b4) + (coefficient5 * b5) + (coefficient6 * b6) + (coefficient7 * b7) + (coefficient8 *

b8)  +  (coefficient9  *  b9)  +  (coefficient10  *  b10)  +  (coefficient11  *  b11)  +  (coefficient12  *  b12)  +

(coefficient13 * b13) + (coefficient14 * b14) 

상기 식 4에서, [0158]

상기 coefficient1은 0.28이고;[0159]

상기 coefficient2는 1.72이며;[0160]

상기 coefficient3은 1.32이고;[0161]

상기 coefficient4는 0.71이며;[0162]

상기 coefficient5는 0.67이고;[0163]
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상기 coefficient6은 -0.28이며;[0164]

상기 coefficient7은 0.15이고;[0165]

상기 coefficient8은 0.74이며;[0166]

상기 coefficient9는 0.69이고;[0167]

상기 coefficient10은 0.17이며;[0168]

상기 coefficient11은 0.75이고;[0169]

상기 coefficient12는 0.29이며;[0170]

상기 coefficient13은 0.19이고;[0171]

상기 coefficient14는 0.36이며;[0172]

상기 b1은 서열번호 1로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0173]

상기 b2는 서열번호 2로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0174]

상기 b3은 서열번호 3으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0175]

상기 b4는 서열번호 4로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0176]

상기 b5는 서열번호 5로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0177]

상기 b6은 서열번호 6으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0178]

상기 b7은 서열번호 7로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0179]

상기 b8은 서열번호 8로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0180]

상기 b9는 서열번호 9로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0181]

상기 b10은 서열번호 10으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0182]

상기 b11은 서열번호 11로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0183]

상기 b12는 서열번호 12로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0184]

상기 b13은 서열번호 13으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0185]

상기 b14는 서열번호 14로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이다.[0186]

상기와 같은 식 4의 DRS 값이 1.90 내지 2.20, 바람직하게는 2.04인 경우를 컷 오프 값 (cut off value)으로[0188]

하여, 각 개체에서 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 미만인 경우 5-FU의 치료 반응성이 좋은 것으로 예측할 수

있고, 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 이상인 경우 5-FU의 치료 반응성이 나쁠 것으로 예측할 수 있다.

5.4 18 개의 CpG 프로브를 이용한 모델의 검증[0190]

도 10a 및 도 10b를 참조하면, 18 개의 CpG 프로브를 이용한 약물 반응성 예측 모델로서 무작위로 선택된 40 개[0191]

의 트레이닝 세트 사용의 결과를 확인하였으며, 10 개의 테스트 샘플로 검증한 결과를 나타내었다(도 11 참조).

도 11에서 보는 바와 같이, 본 발명의 일 실시예에 따른 서열번호 1 내지 18의 CpG 프로브를 이용한 경우 약물

저항성 군과 약물 민감성 군에 대한 수신자 조작 특성(ROC) 그래프로 도시한 결과 곡선 하면적 (area under the

curve; AUC) 값이 0.920으로 매우 높은 진단의 정확도를 보였다. 해당 프로브에 의한 약물 반응성 스코어 (DR

S)는 하기 식 5와 같다. 
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[식 5][0193]

약물  반응성  스코어  (DRS)  =  (coefficient1  *  b1)  +  (coefficient2  *  b2)  +  (coefficient3  *  b3)  +[0194]

(coefficient4 * b4) + (coefficient5 * b5) + (coefficient6 * b6) + (coefficient7 * b7) + (coefficient8 *

b8)  +  (coefficient9  *  b9)  +  (coefficient10  *  b10)  +  (coefficient11  *  b11)  +  (coefficient12  *  b12)  +

(coefficient13  *  b13)  +  (coefficient14  *  b14)  +  (coefficient15  *  b15)  +  (coefficient16  *  b16)  +

(coefficient17 * b17) + (coefficient18 * b18) 

상기 식 5에서, [0195]

상기 coefficient1은 0.28이고;[0196]

상기 coefficient2는 1.78이며;[0197]

상기 coefficient3은 1.36이고;[0198]

상기 coefficient4는 0.84이며;[0199]

상기 coefficient5는 0.73이고;[0200]

상기 coefficient6은 -0.29이며;[0201]

상기 coefficient7은 0.15이고;[0202]

상기 coefficient8은 0.86이며;[0203]

상기 coefficient9는 0.8이고;[0204]

상기 coefficient10은 0.12이며;[0205]

상기 coefficient11은 0.8이고;[0206]

상기 coefficient12는 0.38이며;[0207]

상기 coefficient13은 0.29이고;[0208]

상기 coefficient14는 0.43이며;[0209]

상기 coefficient15는 0.01이고;[0210]

상기 coefficient16은 -0.08이며;[0211]

상기 coefficient17은 0.02이고;[0212]

상기 coefficient18은 0.01이며;[0213]

상기 b1은 서열번호 1로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고; [0214]

상기 b2는 서열번호 2로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0215]

상기 b3은 서열번호 3으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0216]

상기 b4는 서열번호 4로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0217]

상기 b5는 서열번호 5로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0218]

상기 b6은 서열번호 6으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0219]
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상기 b7은 서열번호 7로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0220]

상기 b8은 서열번호 8로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0221]

상기 b9는 서열번호 9로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0222]

상기 b10은 서열번호 10으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0223]

상기 b11은 서열번호 11로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0224]

상기 b12는 서열번호 12로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0225]

상기 b13은 서열번호 13으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0226]

상기 b14는 서열번호 14로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며;[0227]

상기 b15는 서열번호 15로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0228]

상기 b16은 서열번호 16으로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이며; [0229]

상기 b17은 서열번호 17로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이고;[0230]

상기 b18은 서열번호 18로 표시되는 프로브를 이용하여 측정된 DNA 메틸화 수준으로부터 얻어진 베타 값이다.[0231]

상기와 같은 식 5의 DRS 값이 2.00 내지 2.40, 바람직하게는 2.20인 경우를 컷 오프 값 (cut off value)으로[0233]

하여, 각 개체에서 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 미만인 경우 5-FU의 치료 반응성이 좋은 것으로 예측할 수

있고, 계산된 DRS 값이 상기 컷 오프 값 이상인 경우 5-FU의 치료 반응성이 나쁠 것으로 예측할 수 있다.

상기와 같이 테스트 세트인 10 개의 오가노이드를 대상으로 선별된 각각의 CpG 프로브에 의한 약물 반응성을 조[0235]

사한 결과, DRS를 이용한 예측모델이 통계적으로 유의하게 저항성이 있는 환자와 저항성이 없는 환자를 구분할

수 있음을 확인할 수 있었다. 이처럼, 본 발명은 개인별 5-FU에 대한 약물 반응성을 예측할 수 있는 신규 후성

유전인자를 발굴함으로써 개인별 맞춤형 치료 예측 시스템에 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0237]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면

도면1a

도면1b
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도면1c
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도면2a
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도면2b
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도면3

도면4a
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도면4b

도면5

등록특허 10-2222520

- 24 -



도면6a

도면6b
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도면7

도면8a
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도면8b

도면9
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도면10a

도면10b

도면11
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서 열 목 록

<110>    Industry-Academic Cooperation Foundation, Yonsei University

         Seoul National University R&DB Foundation

         KNU-Industry Cooperation Foundation

         Ewha University - Industry Collaboration Foundation

         Sookmyung Women's university industry-academic

<120>    A composition for predicting drug responsibility and uses thereof

<130>    PDPB204027

<160>    18

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    cg04414095

<400>    1

aaacagctct gcatggggcg tgactttcag ggcagggctg ggagaggaca ggactgtggc         60

cgcagtagga tgggggctcc agtgcagcca ctggggttct gtgcccccca gagctgccta        120

gc                                                                       122

<210>    2

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg18447876

<400>    2

tccgcgggcg gctcccagtc cccgggacat ggggctgggg tcctgggatc gcaggactag         60

cggcacaccc tacgggccgc acgctgaggg tgggtggccc cacgcagtcc ccgccgccgc        120

gg                                                                       122

<210>    3

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg07608867
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<400>    3

gcttcccctc tgacaaaagc tgctgtcggg aggggctgta aagcagcaga gaagaccagg         60

cgagggatct gcaccagagg aagggaggca ggcctttcct gtatttatct ctgcaggagc        120

cg                                                                       122

<210>    4

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    cg14941600

<400>    4

cctagggcac gagtatcacc atgggagtgg gcaggacacg ggccgggcaa gtgggcctcc         60

cgctgcacct ggctactcct gctgtggacc agctactcct gcctgagggt ggggcacaca        120

ca                                                                       122

<210>    5

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg10484020

<400>    5

agttctgcaa ccaaaataat cattgaccac ctctagacag gaactcctaa cccaaataaa         60

cggatgctta gatctgcata gcacagcggt agacaaataa taaatattta ccaaacaagc        120

aa                                                                       122

<210>    6

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg18749034

<400>    6

gctgaggtag acttcatttc tgcatgcctt gagtgcagag atggtgatta cattccaact         60

cgtgccaact ttgagcagag tggctgtgtg ctatggaggt agtaagggaa gagggaggtg        120

cc                                                                       122

<210>    7

<211>    122
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    cg02503633

<400>    7

gagaaatgtg tggtgagcac aggcctggcc ggggcacgcc gtctggggag cggctgtggg         60

cgggattgtg atggctggtc agaagggagc ccatctaacc agtgcacact cgtgaaacag        120

at                                                                       122

<210>    8

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg07258897

<400>    8

tgtatatcgt tgtgtttcca tccatctgtt tttctctgcc aaaagggaga ttcttgctcc         60

cggcagctga ccttgctgtt ctgtaattgc caggcaattt agagatgact tgaaatatat        120

aa                                                                       122

<210>    9

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg02628879

<400>    9

tcctaagtca gcaactacct ggggcacatg aaatgttggc tgccctccca gggggcttaa         60

cgtggaaatc agtgcaccat gccattgggt aggcactgaa tacataactg tagcttttat        120

tt                                                                       122

<210>    10

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    cg10126991

<400>    10

gttagtcttc catttgacct cactgtatgc agggagccat acagacaggg tcatcattcc         60
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cgtcccaccg atttggaaac tgaggccaag aacctgctca agagcacaaa gtggccagtc        120

ag                                                                       122

<210>    11

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg25715539

<400>    11

agctatcgga gtgtactttc gctttgcaat aagctccttt acctactttc actttggact         60

cgctctcaaa ttcttttgtg ccgtgaagtc aagagcctga acctgcacac caacaacaac        120

ct                                                                       122

<210>    12

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg08734527

<400>    12

aatctggagc cttgtagcag cctcgtgagg ctgggactgg tactttggcc ctgacttaat         60

cggcagagaa cttgtgcatt ccttgaaatt gtacagcgta tgagtggcag agcctggctc        120

aa                                                                       122

<210>    13

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><

223>    cg23380440

<400>    13

ggctttatgt ccagcattag acctacagat gtgggagacc agcttaatgt cagggcccac         60

cgctgcttaa agactggggc aatttatagc tctgggcagg agggatctgg caggggcgcg        120

gc                                                                       122

<210>    14

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    cg14591460

<400>    14

acccggcgtc cagtgcttct ttatggtaag ccatgccatc tccttcctcc tccatggggc         60

cgcccctgtg attaatcggg gttgggaaat gtacctgggg gagggggaag ccctggggct        120

gt                                                                       122

<210>    15

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg22354040

<400>    15

gctataaaat tagtgtgcag gtgtttatgt agacatgttt ttaactcagc tgaataaata         60

cgaaggagca taattattgg atcatatggc aagagtacat ttagttttat aagaaactgc        120

ca                                                                       122

<210>    16

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><

223>    cg07473030

<400>    16

aactgggttc ccttcattca aggaactgac cacctagttg ggaagtcagg aacagatatg         60

cgtggacata acaccaccaa aaagcaggca tccatgtcag gcccaaggag atgcattaaa        120

at                                                                       122

<210>    17

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg04025761

<400>    17

agccctgctc gagagtctta tattttcccc tcccaagtcc tcctttctaa tcaggtcagc         60

cgttgactac gggccccaaa ataatgccaa gtgcagcctt tgctgcattg gatttcttgc        120

tt                                                                       122
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<210>    18

<211>    122

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    cg12658792

<400>    18

caggttgggc aagcagagtc ctgggcctca gcctccaggt gtccccatgg gtcttggttg         60

cggtgcacat tcatgccctt tgccctcttt catccccatc tggctctccc ttgcagtgca        120

gg                                                                       122
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