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- Mamaglobin, secernovany protein specificky pro karcinom prsu

Oblast techniky

Tato Zadost je Castecné pokracovanim patentu PCT/US96/08235 podaného dne
31. kvétna 1996, ktery je pokracovanim U.S patentu ¢. 08/455,896 podaného dne
31. kvétna 1995.

Dosavadni stav techniky

(1) Obor vynalezu

Tento vynalez se tyka obecné oboru patogeneze karcinomu prsu a zviasté
sekvence cDNA a kédovani specifického prsniho proteinu za Gc¢elem vyuZiti k zachytu a
Iécbé karcinomu prsu.
(2) Popis stavu problematiky

Karcinom prsu je jednim z nej¢astgjSich a potenciainé smrtelnych zhoubnych
nadort.

Ackoliv ¢asna diagnostika a lé¢ba snizuje morbiditu a mortalitu souvisejici s timto

onemocnénim, pozitivni prediktivni hodnota mamografie je stanovena na pouhych 25 %
(Hall akol., N Engl J Med 327:319 az 328, 1992, jenz je soucasti referenci). Bylo by
proto Zadouci mit k dispozici zplsoby k zachyceni karcinomu dfive nez mGze byt
zachycen pfi pouziti mamografie. Pouziti genetickych nebo biochemickych marker(i by
pomohlo poskytnout takovyto zpGsob k dosazeni a ke zvySeni prediktivni hodnoty
mamografie. (Hayes, Hematol Oncol Clin N Am 8:485, 1994, jenz je soucasti referenci).
Rozvoj karcinomu prsu je doprovazen poétem genetickych zmén (Pro prehled viz
Porter-Jordan, Hematol Oncol Clin N Am 8:73, 1994, jenz je soucasti referenci) Mezi
takovéto zmény pati velké chromozomalni prestavby a ztraty genetickych markert
(Devilee a kol., Biochim Biophys Acta 1198:113, 1994; Callahan a kol., J Cell Biochem
Suppl 17:167, 1993 jenz je soucasti referenci). Je dokazano, Ze progrese neoplazie
prsu vede ke kvalitativnim a kvantitativnim zménam v expresi dfive stanovenych gent,
které koduji ristové faktory a jejich receptory (Zajchowski a kol., Cancer Res 48:7041,
1998, jenz je souasti referenci), strukturaini proteiny (Trask a kol., Proc Natl Acad Sci
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87:2319, 1990, jenz je soucasti referenci), proteiny sekundarnich posli (Ohuchi a kol.,
Cancer Res 26:2511, 1986 jenz je soucasti referenci), a transkripcni faktory (Harris,
Adv Cancer Res 59:69:1992, jenz je soucasti referenci). Tyto zmény exprese genl se
mohou stat potencidlné hlavnim podkladem pro rozvoj markeru karcinomu prsu, i kdyz
neni dobfe znama piesna role téchto genovych zmén v patogenezi karcinomu prsu ze
vzorkt biopsii pacientu.

Navic k uréeni genetického nebo biochemického markeru karcinomu prsu za
uéelem &asného zachytu onemocnéni by bylo Zadouci mit k dispozici nddorovy marker,
ktery by poskytl odhad prognézy, zpUsoby vybéru a zhodnoceni 1é¢by a zplisoby cilové
1é&by. Ackoliv jiz bylo uréeno mnoho tkariovych markerd, zadny z nich neni dostate¢né
citlivy nebo nadorové specificky, aby byl idealné vhodny pro diagnostiku nebo screening
u véeobecné populace. (Viz vy$e uvedeno). Proto pietrvava potieba markeru karcinomu
prsu jakozto genu spolu s jeho exprimovanym proteinem, které by se pouzily ke
specifickému a selektivnimu uréeni vzniku a patogenetického rozvoje karcinomu prsu
u pacienta a kterych by se pouzilo v nadorové specifické imunoterapii.

Pouziva se modifikovana rozdily znazorriujici technika polymerazové fetézové
reakce pro izolaci diferenciainé exprimovanych sekvenénich koncl z karcinomu prsu.
Nékteré sekvencni fragmenty, které byly izolovany, byly ojedinéle exprimovany
v neoplastické epitelové tkani prsu na rozdil od normélnich tkanovych kontrol. (Watson
a Fleming, Cancer Res 54:4598 az 4602, 1994 jenz je soucasti referenci). Objeveni
jednoho z téchto sekvenénich volnych koncli stanovenych jako DEST002 vedio
k objeveni a k izolaci nové celé délky cDNA a kédovanych proteing, které se nyni

oznaduiji jako mamaglobin.

Podstata vynalezu

Struéné tento soucasny vynalez vede k k identifikaci novych genu, jejichZ exprese
je zvy$ena u karcinomu prsu a k izolaci cDNA od mRNA té&chto gend. Zadatelé dosahli
objeveni nové cDNA a kodovaného sekre¢niho proteinu specifického pro prs,
mamaglobinu. cDNA je v purifikované a izolované formé a jeji sekvence nukleotidl je
oznadovana jako sekvence &. 1. Kédovany protein, mamaglobin je v purifikované a

izolované formé a ma sekvenci aminokyselin oznaovanou jako sekvence €. 2.
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Mamaglobin je vice exprimovan u 27 % primarnich nadort karcinomu prsu I.
stadia. To svéd&i o tom, Zze porucha regulace genu pro mamaglobin se u karcinomu
prsu objevuje ¢asné a ¢asto. Objeveni mamaglobinu a jeho cDNA proto poskytuje
zaklad pro vyvoj novych zplisobt pro zachyt a lé¢bu u clovéka a jinych savci.

Soucasny vynalez se tyka pfimo novych zpUsobu zachyceni pfitomnosti neoplazie
bunék prsu ve vzorku. Zjednodusené feCeno se cDNA kddujici mamaglobin nebo
derivat zminéné cDNA pouziva k urCeni pfitomnosti mMRNA mamaglobinu ve vzorku.
Zpusob obsahuje nasledujici kroky: (a) ziskani polynukleotidu, ktery obsahuje sekvenci
nukleotid sekvence &. 1 a nebo jeji derivaty, (b) inkubaci sekvence nukleotid( se
vzorkem za podminek, pfi kterych sekvence hybridizuje s mMRNA z neoplastickych
bunék prsu a (c) stanoveni pritomnosti hybridizatniho komplexu DNA-RNA.

Dalsi stranka soudasného vynalezu poskytuje soupravu k uréeni pfitomnosti
neoplastickych bunék prsu ve vzorku pomoci hybridizace. Tato souprava obsahuje
polynukleotid, ktery obsahuje sekvenci nukleotid(i oznacovanou jako sekvence C. 1
nebo jejich derivaty balené v nadobce.

V dalsi &asti souéasného vynalezu se stanovuje exprese mamaglobinu ve vzorku
tak, ze se uréi pritomnost cDNA ktera je ve vzorku reverzné prepsana z mRNA
mamaglobinu. Zpusob obsahuje nasledujici kroky: (a) pfipravu cDNA kodujici
mamaglobin z mRNA pii pouziti metody reverzniho pfepisu ve vzorku ziskaného od
pacienta, (b) pfiprava dvou primer( pro polymerazovou fetézovou reakci, ktera
obsahuje oligomery, které lemuji nebo lezi uvniti cDNA, ktera kéduje mamaglobin a (c)
amplifikace mamaglobin kédujici cDNA pomoci polymerazové fetézové reakce. Tyto
dva primery maji sekvenci nukieotidi oznac¢ovanou jako sekvence &. 3 a sekvence C. 4.

Dalsi ¢ast soucasného vynalezu poskytuje soupravu ke stanoveni pritomnosti
neoplastickych bunék prsu ve vzorku pomoci polymerazové fetézové reakce. Souprava
obsahuje dva primery pro metodu polymerazové fetézové reakce, ktera obsahuje
oligomery, které lemuji nebo lezi uvniti v mamaglobin kédujici cDNA, balené v nadobce.
Dva primery maji sekvenci nukleotidd oznacovanou jako sekvence €. 3 a sekvence C. 4

V dalsi ¢asti soudasného vynalezu se stanovuje pritomnost mamaglobinového
proteinu exprimovaného na nadorovych burikach ve vzorku pfi pouziti specifickych
protilatek proti mamaglobinovému proteinu. Specifické protilatky jsou bud' polyklonalni

nebo monoklonalni protilatky.
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Vynalez se také zabyva novymi slou¢eninami a zpusoby léCby neoplastickych
onemocnéni prsu pii pouziti antigend mamaglobinu, které maji schopnost vyvolat
buné&&nou nebo protilatkovou imunitni odpovéd, tj. pres aktivované T burky u nador(
s exprimovanym mamaglobinem.

Jedna sloZka slouceniny podle tohoto vyndlezu obsahuje mamaglobinovy antigen
B bunék, ktery ma schopnost aktivovat specifické B buriky mamaglobinu. Antigen B
bunék obsahuje epitop B buriky specificky pro mamaglobin a epitop Tn nebo
determinantu, ktera je rozpoznana T pomocnymi buiikami.

Dal$i slozku tvofi mamaglobinovy antigen, ktery je mamaglobinovym antigenem
bunék T, a je rozpoznan specifickymi mamaglobinovymi cytotoxickymi T lymfocyty.
Obsahuje epitop T bunék a vazebné misto, nebo agretop pro molekulu MHC tfidy I.

Dalsi slozka slou¢eniny podle vynalezu obsahuje antigeny bunék B a T..

ZpUsoby 1é¢by pacientl s nédory s exprimovanym mamaglobinem zahmuiji
adoptivni imunoterapii, ktera obsahuje mimotéini stimulaci pomoci mamaglobinového
antigenu specifickych mamaglobinovych lymfocytd, ktery je izolovan od pacientu.
Nasledné se pacientovi podaji aktivované lymfocyty. V lidském tele dojde ke stimulaci
protimamaglobinové imunitni odpovédi. Ta zahrnuje podéani vakciny pacientovi, ktera
obsahuje mamaglobinovy antigen.

Byly zjistény nékteré vyhody, kterych se dosahlo v tomto vynalezu. Patfi mezi né
ziskani sekvence nukleotidll a kbdovani sekvence aminokyselin, které mohou slouzit
jako markery bunék karcinomu prsu; ziskani metod pro ¢asny zachyt pfitomnosti
neoplastickych bunék prsu; ziskani riznych zptisobl zachytu karcinomu prsu, které
mohou dopinit mamografii a zvysit tak prediktivni hodnotu; ziskani metod, které
poskytuji odhad prognozy; ziskani marker(, které umozni zaméfeni léCby; a ziskani

sloudenin pro stimulaci bun&éné a humoralini imunitni odpovédi proti nadordm.
Struény popis obrazku

Na obrézku 1 je znazornén postup, ktery se pouziva k izolaci celé délky
mamaglobinové cDNA, véetné rychlé amplifikace konci cDNA (RACE = Rapid
Amplification cDNA Ends). Technologie polymerazové fetézové reakce (PCR) a

nasledné subklonace do dvou vektord pGEM72 a pCEV27.
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Obrazek 2 znazoruje sekvenci lidské cDNA sekvence €. 1 (Cislovani nukleotid(
viz vy$e) a sekvenci aminokyselin kddovaného specifického proteinu prsu,
mamaglobinu (sekvence ¢. 2) (Cislovani aminokyselin viz nize), plna ¢ara oznacuje
fragment bp 403 (sekvence ¢. 5) izolovany metodou RACE PCR a nevypInéna Cara
oznacuje sekvenci 206 bp DEST002 (sekvence €. 6).

Obrazek 3 znazomuje sekvenci aminokyselin specifického proteinu prsu,
mamaglobinu (hMAM), (sekvence &. 2) v porovnani s krysi vazebnou proteinovou
subjednotkou C3 na prostaticky steroid (rPSC3) (sekvence €. 7) a protein lidskych
jasnych bunék o 10 kD (hCC10) (sekvence €. 8), jehoz identické Casti jsou oznaceny
tuénymi pismeny a dvojitymi ¢arami a strukturalné podobné aminokyseliny jsou
oznaceny jednoduchymi ¢arami.

Obréazek 4 znazornuje (A) analyzu Northern blot hybridizace lidské cDNA kédujici
specificky protein prsu, mamaglobin (hnMAM) s mRNA, ktera je exprimovana v tkanich
prsni neoplazie, normainiho prsu a jinych tkénich dospélého jedince a (B) analyzu
RT/PCR amplifikovanych vzorku z tkani prsni neoplazie, normainiho prsu a jinych
tkanich dospélého jedince.

Obréazek 5 znazorriuje preklad sekvence cDNA specifické pro prs v testovacim
sytému in vitro lyzatu kréli¢ich retikulocytu.

Obrazek 6 znazoriuje hybridizaci Northern blot s cDNA kédujici mamaglobin, kde
je demonstrovan zachyt mRNA v nadoru 2410, v nadorech u tfi z osmi dalsich pacientd
(znazornéno tuéné) a v jesté mensim rozsahu v normaini tkani prsu (znazornéno
kurzivou) v porovnani s dvéma pripady (Etyfi linie napravo) exprese mamaglobinove
mRNA u nadorové tkané a u normaini tkané stejného pacienta.

Obrazek 7 znazoriuje analyzu Western blot s pouzitim polyklonaini protilatky proti
C konci mamaglobinu (sekvence ¢. 14) v upraveném médiu (S) a bunécném lyzatu (C)
z nadorovych bunék karcinomu prsu MDA-MB-415 pfi chybéni (-) a piitomnosti (+)
imuniza¢niho proteinu. Je znazornén zachyt prekurzoru a secernovanych forem
mamaglobinového proteinu v bunééném médiu a bunééném lyzéatu.

Obrazek 8 znazomuje analyzu Western blot s pouzitim proti-mamaglobinové
polyklonaini protilatky v upraveném médiu (S) a bunééném lyzatu (C) z naddorovych
bunék karcinomu prsu MDA-MB-415, které vyrostly pfi chybéni (-) a pfitomnosti (+)
tunikamycinu, ktery blokuje glykosylaci. Je znazornén nedostatek detekovatelného
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mamaglobinového proteinu v bunécném lyzatu nebo bunécném meédiu, kde je
inhibovana N-glykosylace.

Obrazek 9 znazomiuje analyzu Western blot v bunééném lyzatu z nadorovych
bunék karcinomu prsu. Je zde ukazan zachyt prekurzoru mamaglobinoveho proteinu
pii pouziti proti-mamaglobinové polyklonalini protilatky a kozi proti-ktaliCi protilatky,
viditelny pomoci enzymové chemiluminiscence.

Obrazek 10 znazorfuje analyzu Western blot pfi pouziti proti-mamaglobinové
polyklonalni protilatky tekutych sekretl z lidského prsu z obdobi téhotenstvi a po
porodu. Je zde demonstrovan zachyt secernovaného mamaglobinového proteinu
v proliferujici prsni zlaze.

Obrazek 11A znazorfiuje barevné fez bunék karcinomu prsu fixovany v parafinu
z pacientského vzorku, ktery je imunohistochemicky obarven pii pouZziti
proti-mamaglobinové polyklonalni protilatky a kozi proti-kraligi protilatky s navazanou
kFenovou peroxidazou a DAB jakozto substratu. Je znazornéno hnédavé zabarveni
bunék, u kterych je exprimovan mamaglobinovy protein.

Obréazek 11B znazoriiuje Eernobile fez bunék karcinomu prsu fixovany v parafinu
z pacientského vzorku, ktery je imunohistochemicky obarven pfi pouziti
proti-mamaglobinové polyklonalni protilatky a kozi proti-krali¢i protilatky s navazanou
kienovou peroxidazou a DAB jakozto substratu, kde je oznaceno hnédavé zabarveni

bunék, u kterych je exprimovan mamaglobinovy protein.
Popis uprednostihovanych &asti:

Jedno hledisko souéasného vynalezu je zaloZzeno na identifikaci a stanoveni
sekvence cDNA oznadéené jako sekvence €. 1, ktera koduje sekreéni protein specificky
pro prs, mamaglobin, oznaceny jako sekvence ¢. 2 (obrazek 2). Jak je nize uvedeno,
pIna délka cDNA mamaglobinu byla izolovana tak, ze se zac¢alo od mRNA nadorovych
bunék, ktera byla reverzné prepsana, amplifikovana pouzitim techniky PCR a
subklonovana na exprimované vektory. Navic byl identifikovan a popséan protein
mamaglobin, kédovany pomoci cDNA.

Pouzitim anonymni sekvence volného konce dfive oznacovaného jako DEST002

bylo prokéazéno, ze odpovidajici vysledny genovy produkt, ktery byl aZ doposud
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neznamy, byl zde oznaceny jako mamaglobin. Ten je zvlasté hojny u bunééné linie
karcinomu prsu MDA-MB-415. K izolaci celé délky cDNA mamaglobinu byla mRNA
reverzne piepsana z této bunééné linie a klonovana pfi pouziti techniky RACE PCR
(Edwards a klo. Nucleic Acid Research 19:5227 az 32, 1991, jenz je soudasti referenci).
tato technika je zalozena na strategii vazby jednoduchého viakna
oligodeoxyribonukleotidu na 3" konec jednoduchého viakna cDNA. Tento zpUlsob,
kterym byla cDNA izolovana, je znazornén schematicky na obrazku 1.

Sekvence celé délky 503 bp cDNA (sekvence €. 1) byla odvozena od znamé
sekvence ziskané z fragmentu 403 bp (sekvence €. 5) (obrazek 2), ktery byl izolovan
touto technikou spolu se znamou sekvenci dfive ziskanou z odpovidajici sekvence
DEST (DESTO002, sekvence €. 6) (obrazek 2) v nasi predchozi studii. (Watson a
Fleming, supra). Uvnitf 503 bp cDNA je 279 bp otevieny &teci ramec, ktery kdduje
polypeptid o 93 aminokyselinach o pfedpovidané molekulové hmotnosti 10,5 kD
(sekvence €. 2) (obrazek 2). Pocateéni methionin tohoto otevieného ¢&teciho ramce je
uvnitf temér perfektné shodné Kozakovy sekvence (Kozak, Cell 22:7 az 8, 1980, ktery
je soucésti referenci). 60 bp proti sméru od této sekvence neobsahuje zadné dalsi
vnitini methioniny nebo prekladaci stopy. Nepielozena sekvence 3" cDNA utvari 163
bp a obsahuje polyadenylacéni signal, AATAAA, 12 bp proti sméru od zakladniho mista
originalni sekvence DEST002. Tyto Udaje dokazuji, Zze byla izolovana cela délka cDNA
mamaglobinu. Prvnich 19 zbytk( kédovaného peptidu predpovidaji signaini sekvenci
hydrofobniho peptidu a zbytky 53 az 55 a 68 az 70 se shodnymi N-vazanymi
glykosylaénimi misty urcuji, Ze mamaglobin je secernovany glykoprotein.

Prizkum sekvence DNA podobny sekvenci cDNA mamaglobinu v Genbanku pri
pouziti algoritmu BLAST (Benson a kol., Nucl Acid Res 21:2963 az 2965, 1993; Altschul
a kol., J Mol Biol 215:403 az 410, 1990, jenz je soucasti referenci) neprokazal zadné
ziejmé homologie sekvence DNA. Proto se véfi v to, Ze cDNA mamaglobinu je nova,
doposud neznama sekvence DNA.

Ve vyzkumu dal$ich sekvenci polypeptidi souvisejicich s mamaglobinem bylo
zjisténa homologie sekvence aminokyselin mezi mamaglobinem a dal$imi polypeptidy.
Mamaglobin vykazoval identitu 42 % aminokyselin (58 % vcetné tradi¢nich substituci)
s C3 podjednotkou krysiho proteinu vazajiciho prostaticky steroid (prostatein) (rPSC3)

(obrazek 3) (sekvence €. 7). Krysi protein vazajici prostaticky steroid je hlavni
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secernovany protein predni prostaty u krys a obsahuje tetramerni protein slozeny ze
dvou dimernich podjednotek; CD3/C1a C3/C2 (Parker a kol., Ann N Y Acad Sci 438:115
az 124; Parker a kol., J Steroid Biochem 2:67 az 71, 1984, jez jsou soucasti referenci).
Vsechny geny C1, C2 a C3 kéduiji pfiblizné 6 kD secernovanych protein( a uvaZuje se,
ze vznikaji z genové duplikace. Zatimco geny C1 a C2 vykazuji navzajem silnou
homologii, jsou daleko méné podobné genu C3. Obdobné mamaglobin nevykazuje
Zzadnou homologii v sekvenci s proteiny C1 ani C2.

Jak je vySe uvedeno, protein vazajici prostaticky steroid (prostatein) je hlavnim
secernovanym proteinem pfedni Casti prostaty u krys a jeho exprese je regulovana
androgenimi steroidy (Parker a kol., Ann N'Y Acad Sci 438:115 az 24; Parker a kol.,
Steroid Biochem 20:67 az 71, 1984, jenz jsou soucasti referenci). O dal$im proteinu,
lidském proteinu vazajici estramustin (hEMBP), se udava, Ze je exprimovan na lidské
prostaté, u lidského karcinomu prsu a lidského maligniho melanomu. (Bjork a kol.,
Cancer res 42:1935 az 1942, 1982; Bjork a kol., Anticancer Res 11:1173 az 82, 1991,
jenz je soucasti referenci). Lidsky protein vézajici estramustin je imunochemicky
podobny krysimu proteinu vazajici estramustin a pfedpoklada se, ze je identicky
s krysim proteinem vazajici steroidy, prostateinem. Jak je vy$e uvedeno, sekvence
aminokyselin mamaglobinu vykazovala s C3 podjednotkou prostateinu identitu ve 42 %
aminokyselin a homologii v 58 % v&etné tradi¢nich substituci. Proto je mozné, Ze
mamaglobin by mohl néjak souviset s hEMBP. AvSak zatimco jak prostatein tak i
hEMBP jsou zachyceny v prostatické zlaze, mMRNA mamaglobinu v této tkani zcela
chybi. Tudiz bud neni mamaglobin stejny protein ani podjednotka hEMBP a tedy
sekvence hEMBP nebyla dosud ur€ena tak, aby byla zjisténa jakakoliv podobnost
mamaglobinu s nékterym fragmentem nebo podjednotkou hEMBP.

Ackoliv bylo v posledni dobé dokazano, Ze spojenim promotoru rPSC3
s antigenem SVA40 vznikaji jak karcinomy prostaty tak i karcinomy prsu u transgennich
mysi. (Maroulakou a kol., Proc Nat Acad Sci U.S 91:11236 az 11240, 1194; Sandmoller
a kol., Oncogene 9:2805 az 2815, 1994, jenz je soucasti referenci), prava biologicka
funkce tohoto proteinu v§ak doposud neni objasnéna. | pies hypoteticky vztah mezi
krysim prostaticky steroid vazajicim proteinem a lidskym EMBP nebyl zatim
identifikovan ani lidsky polypeptid ani lidsky gen odpovidajici rPSC3. Proto mamaglobin

a cDNA kodujici mamaglobin prestavuji doposud nové znamé sekvence.




tass

Pfi manualnim porovnani s dalSimi sekvencemi, u kterych bylo méné signifikantni
BLAST skore, jak u sekvence mamaglobinu tak i u sekvence proteinu rPSC3, jsme
identifikovali dal$i homologie s proteiny o 10 kD lidskych jasnych bunék (hCC10)
(sekvence €. 8) (Peri a kol., J Clin Invest 92:2099 az 2109, 1993, jenz je soudasti
referenci) (obrazek 3). Navic i s krali€¢imi a mysimi uteroglobinovymi proteiny (Miele a
kol., Endocrine Rev 8:474 az 90, 1987; Cato a Beato, Antocancer Res 5:65 az 72,
1985; Miele a kol., J Endocrinol Invest 17:679 az 692, 1994, jenz je soucasti referenci).
U téchto homologii, v zavislosti na druhu, byla 26% identita nebo 40% identita véetné
tradicnich substituci. Zvlasté mnoho aminokyselin ve vSech proteinech bylo perfektné
zachovana, véetné Cys-3 a Cys-69, o kterych je znamo, Ze hraji uritou Ulohu pfi tvorbé
disulfidickych vazeb mezi uteroglobinovymi podjednotkami (viz nize). Tyto homologie
naznacuji, Zze mamaglobin je novym ¢lenem malé skupiny protein(, které jsou
secernovany epitelialnimi bunkami (Miele a kol., 1994 viz vyse).

Gen hCC10 je lidskym homologem kraliich a mySich uteroglobinovych gent (Peri
a kol., J Clin Invest 92:2099 az 2109, 1993, jenz je soucasti referenci). |

Plvodné by! uteroglobin popisovan jako protein secernovany v déloze krélika.
Dale v$ak jiz bylo zjisténo, Ze je secernovan i v dalsich epitelidlnich organech véetné
plic, prsu a prostaty. Na rozdil od krysiho prostateinu je uteroglobin homodimericky
protein spojeny dvéma disulfidickymi vazbami na zachovanych koncich Cys-2 a Cy-69
(Miele a kol., 1994, viz vySe). Ackoliv pfepis genu uteroglobinu je regulovan steroidnimi
hormony, schopnost samotného proteinu vazat na sebe progesteron nebo jiné steroidni
hormony je kontroverzni a opét prava biologicka funkce tohoto proteinu neni doposud
znama. (Miele a kol., 1994, viz vyse).

Exprese mamaglobinu je omezena na prsni zlazu. Toto je v rozporu
s pozorovanim, Zze rPSC3 je exprimovan u krys v predni ¢asti prostaty (Parker a kol.,
Ann N'Y Acad Sci 438:115 az 1124, 19984), a hCC10/uteroglobin je exprimovan
v mnoha tkénich v¢etné plic, délohy, prostaty a prsu (Miele a kol., 1987, viz vyse; Cato
a Beato, viz vySe; Miele a kol., 1994, viz vyse). Vzhledem k tomu, Ze existuje homologie
mezi mamaglobinem a témito proteiny, vytvorili jsme model tkanove specifické exprese.

mRNA mamaglobinu o 500 bp se stanovila snadno v naddorovém vzorku 2410
(tkan, ze které byla izolovana pGvodni sekvence volného konce) a v mensi mife
v normalni tkani prsu (obrazek 4A). Nepodarilo se stanovit mMRNA mamaglobinu
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v nesmrtelné linii B-589 prsnich epitelialnich bunék. Exprese mamaglobinu byla také
nedetekovatelna v lidské déloze a plicich, dvou mistech exprese uteroglobinu.

PouzZitim amplifikace pomoci RT/PCR byla stanovena mRNA mamaglobinu jak
v nadoru 2410 tak i v normalni tkani prsu, ale nebyla detekovana v dalsich 15
vySetfenych tkanich, véetné tkani, u kterych je normainé exprimovan rPSC3 a
uteroglobin (plice, déloha, prostata), tkani citlivych na hormony a steroidogennich tkani
(vajecniky, varlata, placenta), a dalsi sekretorické epitelidini organy (tlusté stievo)
(obrazek 4B). Exprese mRNA mamaglobinu je tedy relativné specificka pro tkan prsu.

Na zakladé studii v této zpravé, je mamaglobin relativné specificky pro prsni tkan.
DalSimi geny, které jsou vice exprimovany u karcinomu prsu jsou erb-B a cykiin D
(Jardines a kol., Pethobiology 61:268 az 282, 1994; Keyomars a Pardee, Proc Nat Acad
Sci U.S. 90:1112 az 1116, 1993, jenz je soucasti referenci). Na rozdil od zvysené
exprese erb-B a cyklinu D odpovida zvy$ena exprese mamaglobinu spise vice
specifickeé alteraci epitelidlnich bunék prsu nezli vSeobecné zvysenému rdstovému
potencialu nebo mitotické aktivité. Tak napf. objeveni se dysregulace genu
mamaglobinu mize mit mnohem specifi¢téjsi vyznam pro terapeutickou zranitelnost
nebo pro Klinicky prabéh nadoru.

Pfi mezi citlivosti, ktera je dana jednokrokovou metodou RT/PCR se neda exprese
mamaglobinu stanovit v normainich lymfatickych uzlinach nebo perifernich lymfocytech.
Toto svédgi, ze stanoveni pfepisu mamaglobinu v perifernich lymfatickych uzlinach
muze byt uzitetné k detekci skrytych metastaz karcinomu prsu, tak jak to bylo jiz
navrzeno pro jiné specifické epitelialni geny (Schoenfield a kol., Cancer Res 54:2986
az 90, jenz je soucasti referenci).

K demonstraci toho, Ze cDNA mamaglobinu kéduje translacni protein, bylo kionu
cDNA pouzito v in vitro transla¢nim testu. Obrazek 5 ukazuje vysledny proteinovy
produkt z lyzatu krali¢ich retikulocytti s cDNA mamaglobinu. Pouzitim mamaglobinové
cDNA vznikl protein o velikosti pfiblizné 6kD. Tato molekulova hmotnost je nizs$i nez
byla ocekavana z koncepc¢ni translace otevieného ¢éteciho ramce. Avsak toto bylo
pozorovano i u prekladu krali¢iho a lidského uteroglobinu.

Ackoliv jsme zachytili u jednoho nadoru zvysenou expresi RNA mamaglobinu
(tj. 2410) , neni jasné, s jakou Cetnosti je tato zvySena exprese pozorovana u dalSich
karcinom( prsu. Proto jsme metodou hybridizace Northern blot vysetfili pouzitim sondy
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cDNA mamaglobinu soubor patnécti primarnich karcinomd prsu stadia | s raznymi
histologickymi typy. S ohledem na potencidini variabilitu v expresi v disledku oviivnéni
Zivotnim prostfedim (napf. hormonalnim stavem pacienta) se také porovnavaly
nadorové vzorky pfimo s normaini prsni tkani téhoz pacienta, i kdyZ to v mnoha
pfipadech nebylo mozné. Jak je patrno z obrazku 6, mRNA mamaglobinu byla opét
stanovena v normaini tkani prsu a nadoru 2410. Mamaglobin byl rovnéz stanoven u tfi
dalSich nadord. U dvou z nich byla pouze mala nebo 2adna exprese u normalni tkané
téhoz pacienta (BO15 a BO22). U viech, 4 z 15 (27 %) nador(i byla zjistény vyssi
exprese NRNA mamaglobinu. Tyto tdaje svéd&i pro to, ze zvysena exprese
mamaglobinu neni specificka pro jeden vzorek, ale je ve skute¢nosti se u primérnich
karcinomu prsu vyskytuje relativné ¢asto. Dale skuteénost, ze v8echny vysetrované
nadory byly v klinickém stadiu I, svédgi pro to, Ze tato porucha regulace se objevuje

u progrese neoplaze prsu relativné ¢asné. Protoze Zadatel véfi, ze mamaglobin je
secernovany protein, da ocekavat, Ze jeho pfitomnost bude detekovatelna v séru téch
pacientd, u jejichz nadorli dochazi ke zvysené expresi tohoto genového produktu. Tak
se napf. zda velmi pravdépodobné, ze mamaglobin bude pfi zajistovani pacientd

s karcinomem prsu klinicky stejné uzitetny jako napf. prostaticky specificky antigen
(PSA) a jiné solidni nadorové markery. (Tumor markers in diagnostic pathology, Clin
Lab Med 10:1 az 250, 1990, jenz je soucasti referenci).

Stanovili jsme prevalenci mamaglobinu jakozto nadorového markeru v obecné
populaci karcinom( prsu tak, Ze jsme vysetfili expresi mamaglobinu u nékolika
primarnich karcinomt prsu. | kdyz pocet vySetfenych vzork v této studii byl maly, u
27 % byla zjisténa zvySena exprese mRNA mamaglobinu. Toto procento je srovnatelné
s prevalenci dal$ich genetickych alteraci jako je napf. amplifikace erb-B a mutace p53
(Slamon a kol., Sci 244:707 az 7012, 1989; Thor a kol., J Nat’l Cancer Inst 84:845 a3
855, jenz je souasti referenci). Protoze jsme omezili na$i analyzu na nadory klinického
stadia I, zvySena exprese mamaglobinu by skuteéné previadala nad dal$imi
genetickymi alteracemi, které byly zjistény u této podskupiny nador (Alllerd a kol.,

J Nat’l Cancer Inst 85:200 az 206, 1993, jenz je souéasti referenci).

Stanoveni mamaglobinu jakoZto nadorového markeru karcinomu prsu poskytuje

zaklad pro dalsi hledisko tohoto sou¢asného vynalezu, které zahrnuje zptisoby

stanoveni pritomnosti karcinomu prsu u pacienta.
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Pojem ,stanoveni“ se zde pouziva v souvislosti se stanovenim neoplastického
onemocnéni prsu a znamena stanoveni pritomnosti karcinomu prsu u pacienta, odliseni
karcinomu prsu od jinych onemocnéni, odhad prognézy z hlediska diisledku
onemocnéni a vyhlidky na uzdraveni, monitorovani stavu onemocnéni nebo
opétovného vyskytu onemocnéni, stanoveni upiednostiiovaného lééebného rezimu a
zacileni protinadorové terapie.

Metoda stanoveni karcinomu prsu zahrnuje hybridizaci polynukleotidu s mRNA
neoplastickych bunék prsu. Polynukleotid obsahuje sekvenci &. 1 nebo derivat
sekvence €. 1. Derivat sekvence nukleotidu znamena, Zze odvozena sekvence
nukleotid( je v podstaté stejna jako je sekvence, od které je odvozena sekvence
nukleotidd, kterd ma dostateénou komplementaritu sekvence k sekvenci, od které je
odvozena pro hybridizaci mMRNA neoplastickych bunék prsu pfi stejnych stisnénych
podminkach za kterych sekvence, ze které je odvozena hybridizuje mMRNA
neoplastickych bunék prsu. Odvozena sekvence nukleotid(i neni nutné fyzikalné
odvozena od sekvence nukleotidl, ale mize byt vytvoiena jakymkoliv zplisobem, napf.
chemickou syntézou nebo replikaci DNA nebo reverznim piepisem nebo prepisem.

K detekci piitomnosti mMRNA kédujici mamaglobin v detekénim systému pro
karcinom prsu se ziska vzorek od pacienta. Vzorek muze byt tkafiova biopsie nebo
vzorek krve, plasmy, séra apod. Vzorek se mlze upravit tak, aby do$lo k extrakci
nukleovych kyselin, které jsou ve vzorku. Vysledna nukleova kyselina ze vzorku se
podrobi gelové elektroforéze nebo jiné separacni technice délici podle velikosti.

Detekce zahrnuje nukleové kyseliny a zviasté mRNA vzorku se sekvenci DNA,
ktera slouzi jako préba pro tvorbu hybridovych duplex(. Pojem ,préba“ znamena
strukturu, kterd obsahuje polynukleotid, ktery tvofi hybridovou strukturu s cilovou
sekvenci na cilovém miste.

Detekce vysledného duplexu obvykle provadi pouzitim znaéenych préb.
Alternativné mize byt proba neoznacend, ale je detekovatelng specifickou vazbou
s ligandem, ktery je oznaceny, bud pfimo nebo nepiimo. Vhodné znacky a zplisoby pro
oznacovani préb a ligandl jsou v oboru znédmy a patii mezi né napf.: radioaktivni
znacky, které mohou byt vélenény znamymi zplsoby (napf. nick translaci nebo
kinasovanim), biotin, fluorescenéni skupiny, chemiluminiscenéni skupiny (napr.

dioxetany, zvlasté spoustéci dioxetany), enzymy, protilatky, apod.
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Kdyz se pouzije cDNA kddujici mamagiobin a jeho derivat jakozZto préba, musi se
zachovat pfisné podminky, aby se predeslo fale$né pozitivnim vysledkum. Pokud se
pouziji sekvence odvozené od mamaglobinu, mohou byt podminky méné pfisné.
Omezeni hybridizace se urcuje po¢tem faktord béhem hybridizace a béhem promyvaci
procedury a zahrnuje teplotu, iontovou silu, €asové omezeni a koncentraci formamidu.
Tyto faktory jsou vysvétleny napf. v knize Sambrook a kol. (Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, 2™ ed., 1989).

Aby se doséahlo zvyseni citlivosti detekce mMRNA mamaglobinu ve vzorku, pouziva
se technika reverzni transkripce/polymerazové fetézove reakce (RT/PCR) k amplifikace
cDNA piepsané z mRNA kédujici mamaglobin. Zpusob RT/PCR je v oboru dobfe znam
(napfiklad, viz Watson a Fleming, viz vyse).

Metoda RT/PCR se mlze provadét tak, jak je uvedeno nize. Celkova bunééna
RNA se izoluje pomoci napiiklad metody standardniho guanidin isothiokyanatu a
celkova RNA se reverzné prepise. Metoda reverzniho prepisu zahrnuje syntézu DNA na
$abloné RNA pii pouziti enzymu reverzni transkriptazy a primeru s koncem 3". Typicky
primer obsahuje oligo (dT) sekvenci. Takto produkovana cDNA se potom amplifikuje pfi
pouziti metody PCR specifickymi primery pro mamaglobin. (Beylavsky akol., Nucl Acid
res 17:2919 az 2932, 1989; Krug a Berger, Methods in Enzymology, Academic Press,
N. Y., Sv. 152, str. 316 az 325, 1987, jenz je soucasti referenci).

Metoda polymerazové fetézové reakce se provadi pfi pouziti dvou
oligonukleotidovych primer(, které jsou komplementarni dvéma okrajovym oblastem
DNA segmentu uréeného k amplifikaci. Protismérové a posmérové primery maji
typickou délku od 20 do 30 parti bazi a hybridizuji k okrajovym oblastem pro replikaci
sekvence nukleotidll. Primery se vybiraji tak, aby byly skute¢né komplementarni
k viaknu cDNA, ktera se amplifikuje. Proto nemusi primery pfimo odpovidat sekvenci
nukleotidu $ablony, ale musi byt dostate¢né komplementarni, tak aby selektivné
hybridizovaly s amplifikovanym viaknem.

Polymerizace z primer( je katalyzovana pomoci DNA-polymerazy za pfitomnosti
deoxynukleotidovych trifosfatl nebo nukleotidovych analogli pro tvorbu molekul dvojite
Sroubovice DNA. Dvojita viakna se potom oddéluji jakoukoliv denaturaéni technikou,
ktera zahrnuje fyzikalni, chemickou nebo enzymatickou techniku. B&zné pouzivana

metody fyzikaini denaturace zahrnuje zahiati nukleové kyseliny, obvykle z 80 °C na
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105 °C po dobu v rozmezi od 1 do 10 minut. Tento proces se opakuje podle

pozadovaného poctu cyklu.
Nasledovné po amplifikaci se produkt PCR detekuje barvenim ethidium bromidem

(Sambrook a kol., 1989, viz vyse).

V dal$i dasti souéasného vynalezu se pouziva sekvence cDNA mamaglobinu nebo
jejiho derivatu k vyznaceni kterékoliv alterace genu mamaglobinu (tj. premisténi genu,
amplifikace genu, chybéni genu) ve vzorku pacienta s karcinomem prsu. Toto poskytuje
metodu, u které vzorky pacient(, které neobsahuiji neporusenou mRNA, mohou byt
presto vySetfeny na zmény ve strukture genu.

V jednom pouziti této techniky se sekvence cDNA mamaglobinu nebo jejich
derivattl hybridizuje s genomickou DNA pacienta, ktera byla izolovana z nadoru
pacienta, normaini tkané nebo lymfocytd a modifikovana pomoci jedné nebo vice
restrikénich endonukleaz. Bylo pouzito metodiky Southern blot, ktera je v oboru dobre
znama. Tento test uréuje, zda-li pacient nebo nador prsu pacienta obsahuje gen
mamaglobinu, ktery by chybél, byl premistén nebo amplifikovan. Chybéni téchto zmén
muze poskytnout duleZitou informaci uzitetnou pro odhad prognodzy a zajisténi
pacienta.

V druhém pouziti této techniky se mize pouZit jednoho nebo vice pard
oligonukleotidovych primer( zalozenych na sekvenci cDNA mamaglobinu nebo jejich
derivattl pfi polymeréazoveé fetézové reakci k amplifikaci segmentl genu mamaglobinu
ze vzorku pacienta. Analyza vyslednych PCR produktu urcuje, zda-li urCity segment
genu mamaglobinu chybi nebo je pfemistén. Takovato informace je uzitena pro
prognodzu a zajisténi pacienta.

Dal$im zpUsob zachyceni karcinomu prsu zahrnuje detekci pritomnosti prekursoru
a/nebo secernovanych forem mamaglobinového polypeptidu ve vzorku Ziskaného od
pacienta. Mlize se pouzit jakékoliv metoda k detekci proteint, ktera je znama v oboru.
mezi takovéto metody patfi, ale nejsou omezeny, imunodifuze, imunoelektroforéza,
imunochemické metody, testy s navazanymi ligandy, imunohistochemické techniky,
aglutinace a komplementové testy. (napf. viz Basic a Clinical Immunology, Sites and -
Terr, eds., Appleton & Lange, Norwalk, Conn. str. 217 az 262, 1991, jenz je soucasti

referenci). Mezi upfednostiiované metody patii imunotesty s navazanymi ligandy, ktere
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zahrnuji reakci .protilétek s epitopem nebo s epitopy mamaglobinu a kompetitivni
nahrazeni zna¢eného mamaglobinového polypeptidu nebo jejich derivatl.

Zde pouzivany pojem ,mamaglobinovy polypeptid‘ zahrnuje piirozené se
vyskytujici mamaglobin, véetne neglykosylovanych a glykosylovanych prekursorl a
glykosylované secernované formy, derivaty a jejich fragmenty. Pfirozene se vyskytujici
znamena polypeptid, ktery maze byt izolovan z prirodniho zdroje, napf. z normainiho
a/nebo nemocného organizmu, a ktery neni uméle modifikovan.

Pod pojmem derivaty mamagliobinu se mysli polypeptidy, které se skladaji ze
segmentu alespon 10 aminokyselin, které maji podstatnou shodu s &asti pfirozené se
vyskytujiciha mamaglobinu. Segment, ktery ma podstatnou shodu obsahuje s vyhodou
alespon 20 aminokyselin, ale jeste vyhodnéji alespori 50 aminokyselin a nejvyhodnéji
alespon 75 aminokyselin. Dva polypeptidy, které maji podstatnou shodu, pfi optimainim
usporadani pomoci programl pro usporadani sekvenci, jako je napf. BLAST, maji
alespon 80% podil ve shodé sekvence, vyhodnéji alespor 95% podil ve shodé
sekvence, nejvyhodnéji alespor 90% podil ve shodé sekvence. Zbylé pozice, které
nejsou ve shodé se s vyhodou lisi tradiénimi substitucemi aminokyselin.

Tradi¢ni substituce aminokyselin se tykaji zaménitelnosti zbytku, které maji
podobné vedlejsi fetézce. Napiiklad skupinu aminokyselin obsahujici alifaticke vedlejsi
Fetézce tvori glycin, alanin, valin, leucin a isoleucin; skupinu aminokyselin obsahujici
alifaticko-hydroxylové vedlejsi fetézce tvori serin a treonin; skupinu aminokyselin
obsahuijici vedlejsi fetézce s amidem tvofi asparagin a glutamin; skupinu aminokyselin
obsahuijici aromatické vedlej$i fetézce tvori fenylalanin, tyrozin a tryptofan; skupinu
aminokyselin obsahuijici zasadité vedlej$i Fetézce tvori lysin, arginin a histidin; a skupinu
aminokyselin obsahujici vedlej$i fetézce se sirou tvofi cystein a methionin.
Upfednostiiovanymi substitucnimi skupinami aminokyselin jsou: valin-leucin-isoleucin,
fenylalanin-tyrozin, lysin-arginin, alanin-valin a asparagin-glutamin.

Derivovany mamaglobinovy polypeptid bude pravdépodobné zkiiZzené reagovat
s protilatkou proti mamaglobinu, monoklonaini nebo polyklonalni, ktera je specificka pro
piirozené se vyskytujici mamagliobin nebo jeho fragmenty.

Zde pouzité pojmy ,fragment” a peptid* znamenaji mamaglobinovy polypeptid,
ktery ma sekvenci aminokyselin shodnou se sekvenci aminokyselin odvozené z celé
délky cDNA mamaglobinu (napf.: sekvence &. 1) nebo jejich derivaty, ale chybi mu
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amino-konec a/nebo karboxy-konec. Obvykle mamaglobinové fragmenty nebo peptidy
obsahuji alespon 3 aminokyseliny. S vyhodou mamaglobinové fragmenty nebo peptidy
obsahuji alespon 6 aminokyselinovych zbytkd, jeste vyhodnéji obsahuji 12
aminokyselinovych zbytkd, dokonce jesté vyhodneéji obsahuji 25 aminokyselinovych
zbytk( a nejvyhodnéji obsahuji 50 a vice aminokyselinovych zbytka.

Je znamo v oboru mnoho kompetitivnich a nekompetitivnich protein vazicich
imunoanalytickych test(. Protilatky pouzité v téchto testech mohou byt neznacene,
napf. jako je tomu u aglutinaénich testl, nebo se pouzivaji znacené protilatky pro
nejriiznéj$i spektrum testl. Znaceni mize byt provedeno pomoci radionuklid(i, enzymd,
fluorescencnich latek, chemiluminiscenénich latek, enzymovych substratt nebo
kofaktor(, enzymovych inhibitor(, ¢astecek, barviv apod. pro radioimunoanalyzu (RIA),
enzymoimunoanalyzu, napf. imunoananalyzu s navazanym enzymem, (ELISA),
fluorescenéni imunoanalyzy, apod.

Polyklonalni nebo monoklonalni protilatky proti mamaglobinovému polypeptidu,
které obsahuiji epitop B bunék mohou byt vytvofeny pro pouziti v imunoanalyzach
jakymkoliv zpisobem, ktery je v oboru znam. Jak je zde pouzito, pojem ,epitop B
bunék* znamena antigenni determinantu mamaglobinového polypeptidu. Epitop B
bunék mdze obsahovat 3 aminokyseliny v prostorovém usporadani, které je unikatni pro
epitop. Obecné epitop B bunék obsahuje alespon 5 aminokyselin. ZpUisoby urceni
prostorového usporadani aminokyselin jsou v oboru znamy a patfi mezi né napiiklad
rentgenova krystalografie a 2 dimensionalni nukledrni magneticka rezonance.

Jednim zpUsobem ptipravy protilatek proti proteinu je selekce a pfiprava sekvence
aminokyselin celého nebo &asti proteinu, chemicka syntéza sekvence a naockovani
vhodného zvifete, obvykle kralika nebo mysi.

Zplisoby pfipravy mamaglobinového polypeptidu zahrnuji bez omezeni chemickou
syntézu, technologii rekombinantni DNA nebo izolaci z biologickych vzorkd. Chemicka
syntéza peptidu obsahujiciho epitop muze byt provedena napriklad klasickym
zptisobem podle Merrifelda metodou syntézy peptidd v pevné fazi (Merrifeld, J Am
Chem Soc 85:2149, 1963, jenz je soucasti referenci) nebo metodou FMOC pii pouziti
automatického mnohonasobného peptid syntetizujiciho systému (Firma DuPont,
Wilmington, DE) (Caprino a Han, J Org Chem 37:3404, 1972, jenz je soucasti

referenci).
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Polyklondlni protilatky se mohou pfipravovat imunizaci kralik(, tak ze se jim
injekéné vpravi antigen do popliteéinich lymfatickych uzlin a po dvou tydennich
intervalech se doplini o intraperitonedini injekci antigenu. Zvirata se nechaji vykrvacet a
séra se testuji s purifikovanym mamaglobinovym proteinem, obvykle pomoci ELISA.

Monoklonalni protilatky se mohou pfipravovat metodou podle Milsteina a Kohlera
splynuti splenocyt(l z imunizované mysi s kontinualné replikujicimi se nadorovymi
bunkami jako jsou myelomové nebo lymfomove burky. (Milstein a Kohler Nature
256:495 az 497, 1975; Gulfre a Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical
Techniques 73:1 az 46, Langome a Banatis, Academic Press, 1981, jenz je soucasti
referenci). Hybridované burky takto vytvofené se potom klonuiji diluénimi metodami a
supernatanty se testuji na produkci protilatek pomoci ELISA nebo RIA.

Takto pripravené polyklonalni nebo monoklondini protilatky proti mamaglobinu se
mohou pouzit k izolaci a purifikaci prekursoru a secernovanych forem mamaglobinu
z bunék, které exprimuji mamaglobin. Napfikiad jak je nize uvedeno, polyklonalni
protilatka vytvorena proti aminokyselinovému konci 16 C predpokladana z cDNA
mamaglobinu (GIu-VaI-Phe-Met—G|m-Leu—lIe-Tyr-Asp-Ser—Ser—Leu-Cys—Asp-Leu-Phe,
sekvence &. 14) se vaze na prekurzor a secernované formy mamaglobinu stejné tak
jako i na mamaglobin, ktery byl syntetizovan in vitro transla¢nim systémem. Izolace
mamaglobinu pouzitim protilatky proti mamaglobinu se provadi postupy dobfe znamymi
v oboru, jako je napi. afinitni chromatografie.

Jedine&na schopnost protilatek rozpoznat a specificky se navazat na cilové
antigeny, které jsou exprimovany nadorovymi bunkami zajistuje pristup k lé¢bé
karcinomu. (Viz prehled LoBuglio a Saleh, Am J Med Sci 304:241-224, 1992;
Bagshawe, Adv Pharmacol 24:99 az 121, 1993, jenz je soudasti referenci). Proto
z jiného pohledu tento sou¢asny vynélez poskytuje metodu prevence vzniku a lécby
karcinomu prsu u zvitat zalozenou na pouzivani protilatek proti mamaglobinu, u kterého
bylo objeveno, Ze je zvy$ené exprimovan u nadorovych bunék karcinomu prsu.

Specifické protilatky proti mamaglobinu, bud polyklonalni nebo monoklonalini
protilatky se produkuiji jakymkoliv zplsobem znamym v oboru. Napiiklad mysi nebo
lidské monoklonalni protilatky mohou byt produkovany hybridizacni technologii.
Alternativné se poda zvifeti mamaglobin nebo jeho imunologicky aktivni derivat nebo
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jeho fragment, nebo anti-idioticka protilatka nebo jeji fragment. Tim se zajisti produkce
B bunék se schopnosti rozpoznat buriky exprimujici mamaglobin.

Takto vyprodukované protilatky nebo jejich fragmenty se oznaci jednou nebo vice
onkolytickymi latkami, jako jsou napf. radionuklidy, toxiny, cytotoxické latky a podaji se
pacientovi, u kterého je podezreni, ze trpi karcinomem prsu. Oznacena protilatka se
navaze na mamaglobin, ktery je zvySené exprimovan nadorovymi burikami karcinomu
prsu a zpusobi odumreni nadorové buriky.

K produkci takto znagenych protilatek se muze pouzit jakychkoliv nejriznéjsich
v oboru znamych onkolytickych latek. Napfiklad imunotoxiny se mohou vytvaret
spojenim rostlinnych a bakterialnich toxinG s protilatkami. Mezi takovéto toxiny
naptiklad patfi ricin, diftericky toxin a pseudomonadovy exotoxin A . Konjugat
|ék-protilatka se muZe vytvorit tak, Ze se chemoterapeutické latky navazou na protilatku.
Mezi chemoterapeutické latky vhodné k tomuto pouziti patfi napfiklad tamoxifen,
doxorubicin, metotrexat, chlorambucil, alkaloidy Vinca a mitomycin. Dale mohou byt
vytvoreny radioimunokonjugaty, u kterych je radionuklid trvale navazan na protilatku.
Mezi radionuklidy vhodné pro tvorbu radioimunokonjugétl patfi napfiklad g-emitery jako
je napriklad "'I, "®Re, "®Re, ¥’Cu, *°Y a “’Sc; a- emitery jako je napriklad *''At, *'*Bi a
212pp- auger elektronové emitery jako je napiiklad 'l a "’Br; a $tépitelné nuklidy jako je
napriklad '°B.

Zjisténi, Ze u vyznamného procenta nadorl prsu je exprimovan mamaglobinovy
protein, je zakladem pro dalsi hledisko tohoto vynélezu, které zahrnuje aktivaci pro
mamaglobin specifickych B a/nebo T lymfocyt( (T,) pomoci mamaglobinovych antigent.
Proto tento vynalez poskytuje mamaglobinové antigeny B bunék a antigeny T. bunék;
vakciny obsahujici alespor jeden mamaglobinovy antigen B bunék a/nebo alespon
jeden mamaglobinovy antigen T, bunék pro indukci protilatkové a/nebo bunécné
zprostiedkované imunitni odpovédi proti nadorim exprimujicim mamaglobin, a zplsoby
I&&by pacientll s karcinomem prsu s nadorem, u kterého je exprimovan mamaglobin.
Jeden zpUsob podle tohoto vynalezu zahrnuje to, Ze se pacientovi podava vakcina
specificka pro mamaglobin .

Zde pouzity pojem ,mamaglobinovy antigen“ znamena pfirozené se vyskytujici

mamaglobinové polypeptidy, derivaty a jejich fragmenty, které obsahuiji epitop B bunék
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nebo T, bunék, ktery je rozpoznan B-burikami nebo T, burikami specifickymi pro
mamaglobin.

Mamaglobinovy antigen B bunék obsahuje epitop B bunék nebo T, bunék
specificky pro mamaglobin. Pojem ,epitop B-bunék” znamena jakykoliv antigen, hapten,
epitop nebo antigenni determinantu, ktera, kdyz je podana zvireti, je rozpoznana
anti-mamaglobinovymi imunoglobulinovymi receptory na B-burikach a mé schopnost
vyvolat produkci protilatek s piisludnou pomoci Ty bunék. Epitop B-bunék obsahuje
sekvenci aminokyselin o poctu alespon 4 aminokyselin. S vyhodou obsahuje epitop B
bunek mezi 6 az 25 aminokyselinami a jesté vyhodnéji obsahuje 15 az 22 aminokyselin.
Utvoiena sekvence aminokyselin epitopu B bunék miize byt identicka nebo podstatné
identicka s kontinualni sekvenci aminokyselin fragmentu nebo pfirozené se
vyskytujiciho mamaglobinu, Alternativné utvorena sekvence aminokyselin epitopu B
bunék muize byt identicka nebo podstatné identicka s diskontinualni sekvenci
aminokyselin pfedstavujici seskladanou topografickou determinantu mamaglobinu.

Pojem ,epitop Ty-bunék" znamena jakoukoliv antigenni determinantu, ktera je
rozpoznana burikami T-helper ve spojeni s molekulami MHC II. tiidy. Aktivace bunék
T-helper indukuje diferenciaci odpoc€ivajicich B-bunék specifickych pro mamaglobin
v burky s vy$8si afinitou, které secernuji IgG protilatky, tj. indukuje sekundarni
protilatkovou odpovéd. V oboru je znama pfiprava a pouziti imunogennich peptid(
obsahujicich determinanty B a Ty bunék pro tvorbu vyssich titrs specifickych B-bunék
produkujicich protilatky pres T-helper bunky, viz. napf. Cheronis a kol., U.S. Patent ¢&.
5.573,916, Denton a kol., Cancer Letters 70:143 az 150 (1993), Boras-Cuesta a kol.,
Eur. J. Immunol. 17, 1213 az 1215 (1987), a Good a kol., Science 235:1059 az 1062
(1987), jenz je soucasti referenci. Epitop Ty bunék mize obsahovat sekvenci
aminokyselin mamaglobinu nebo heterologniho proteinu. Napriklad Denton a kol.
popisuji indukci protilatkové odpovédi pomoci mucint, coz je komplex glykoproteind
exprimovanych sekre¢nimi epiteliemi a souvisi s karcinomem prsu a jinymi karcinomy
u mysi imunizovanych syntetickym peptidem, ktery obsahoval determinantni oblast
B-bunék z dfené MUC-1 mucinu spojené se sekvenci 111 az 120 chiipkového
hemaglutininu A/X-31, znamou determinantou T-helper bunék. Epitop bunék Ty
obsahuje sekvenci aminokyselin od 6 do 20 aminokyselinovych zbytkt, s vyhodou mezi

8 a 18 zbytky, nejvyhodnéji mezi 9 a 15 zbytky.
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Mamaglobinovy antigen Tc bunék obsahuje epitop T¢ bunék a agretop MHC |.
tfidy. Pojem ,epitop Tc-bunék' znamena jakykoliv antigen, epitop nebo antigenni
determinantu, ktera je rozpoznana specifickymi T¢ bunkami, kdyZ maji na povrchu
bunek nesoucich antigen molekulu MHC tfidy I. Pojem ,agretop MHC I. tfidy* znamena
jakoukoliv sekvenci aminokyselin rozpoznanou molekulou MHC tFidy |, kterd umozni, ze
mamaglobinovy antigen je vystaven TC bunkam specifickym pro mamaglobin pomoci
molekuly MHC tfidy I. na povrchu bunék nesoucich antigen (APC). Epitop T¢ bunék a
agretop MHC 1. tfidy jsou obsazeny v sekvenci aminokyselin od 6 do 11 aminokyselin,
ktera je identickd nebo podstatné identicka se sekvenci aminokyselin fragmentu nebo
prirozené se vyskytujiciho mamagilobinu. S vyhodou tato sekvence obsahuje 8 nebo 9
aminokyselin.

Metody identifikace epitoptl B a Tc bunék na proteinovy antigen jsou v oboru
znamy. Napfiklad kapacita izolovanych B-bunék specifickych pro mamaglobin nebo T¢
specifickych pro mamaglobin odpovédét na secernovany mamaglobin se stanovi pfi
pouZiti standardnich imunobiologickych technik. Tyto peptidy oznac¢ované jako
antigenni peptidy mohou byt modifikovany jednou nebo nékolika aminokyselinami
najednou tak, aby byla optimalizovana jejich schopnost stimulovat B nebo T burky
specifické pro mamaglobin.

Epitop B bunék mize byt zmapovén za pouziti komeréné dostupnych souprav pro
mapovani epitopl, které zahrnuiji tfidéni nahodnych peptidi navazanych pies C-konec
k polyethylenovému nosic¢i. Cambridge Research Biochemicals.

Alternativné muize byt pfedpovidana sekvence aminokyselin mamaglobinu
zkoumana pro sekvence, které se pfizplsobi znamym vazebnym vzordm molekul MHC
tiidy I. a MHC tfidy Il. Viz napfiklad Hill a kol., Natur 360:434 (1992), Pamer a kol.,
Nature 360:852 (1992) a Hammer a kol., J Exp. Med. 176:1007 (1992), a Falk a kol.,
Nature 351:290 az 296 (1991), jenz je soucasti referenci. Napfiklad antigenni peptidy
rozpoznatelné cytotoxickymi T lymfocyty specifickymi pro nadory prsu mohou byt
stanoveny tak, Ze se prozkouma sekvence aminokyselin mamaglobinu na peptidy vazici
se na HLA-A2 jak to popisuje Peoples a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. 92:432 az 436
(1995), jenz je soucasti referenci. Vybér HLA-A2 jakozto molekuly pfedstavuijici antigen
je vhodny tam, kde je u pacienta exprimovan HLA-A2 (pfiblizné u 50 % obyvatel
kavkazské oblasti je exprimovan HLA-A2). Pfedpovidané peptidy vazici se na HLA-A2
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se syntetizuji a testuji na antigenicitu tak, Ze se syntetické peptidy navazi na bunéénou
linii T2 bunék. Lidsky produkt fuze T a B bunék obsahuje defekt v pFitomnosti antigenu
takovy, Ze molekuly HLA-A2 na povrchu bunék T2 mohou byt Gginné napinény
exogennimi peptidy vazicimi se na HLA-A2. (Henderson a kol., Science 255:1264 a>
1266 (1992) jenz je soucasti referenci). Proto se provadi standardni test na cytotoxicitu,
ktery zahrnuje T2 buriky navazané peptidem s cytotoxickymi T lymfocyty specifickymi
pro prs ziskané z lymfocytu infiltrujicich nador (TIL) izolovanych z prsniho nadoru

s expresi mamaglobinu, viz napfiklad Peoples a kol., strany 432 az 433 a Tosso a kol.,
Cancer Research 52: 16 az 20 (1996), jenz je soucasti referenci.

Antigenni mamaglobinové peptidy, které obsahuiji epitopy bunék T¢, mohou byt
také stanoveny endogennich peptidi vymyvanych kyselinou, které maji molekuly HLA
tridy I. na povrchu nadorovych bunék (Viz napfiklad Peoples a kol., viz vy$e, str. 433).
Vymyté peptidy se separuji jakymkoliv zpisobem znamym v oboru, véetné HPLC
frakcionace. Rozdilné frakce peptidli se navazi na T2 buriky a potom se nasycené T2
bunky nechaji inkubovat s cytotoxickymi T lymfocyty specifickymi pro nadory prsu, aby
se urcilo, které peptidy pfi pouziti imunobiologické techniky jsou cytotoxickymi T
lymfocyty rozpoznany.

Pouziti mamaglobinového antigenu podle tohoto vynalezu je pii adoptivni
imunoterapii. Tato terapie zahrnuje in vitro aktivaci a pomnozeni B bunék produkujicich
anti-mamaglobinové protilatky a/nebo cytotoxickych T lymfocytl (CTL) specifickych pro
mamaglobin pomoci mamaglobinového antigenu, které jsou izolovany od pacienta
s nadorem exprimujicim mamaglobin. Tato metoda mGze byt také provadéna se smési,
kterd obsahuje jak mamaglobinové antigeny B bunék tak i T¢ bunék. Aktivované
lymfocyty se potom podaji zpét pacientovi pfi adoptivni imunoterapii.

Mamaglobinovy antigen podle tohoto vyndlezu je uzitecny jako slozka vakciny
specifické pro mamaglobin. Vakcina obsahuje imunogenné stimulaéni mnozstvi
mamaglobinového antigenu. Tak jak je zde pouzito, imunostimulaéni mnozstvi znamena
mnozstvi antigenu, které ma schopnost stimulovat pozadovanou imunitni odpovéd u
piijemce pro zlep$eni nebo 1é¢bu karcinomu prsu. Toto mnozstvi se stanovuje bez
nevhodnych experiment( empiricky standardnimi postupy, které jsou znalct v oboru

dobfe znamy.
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Antigen je poskytovan jakoukoliv z mnoha druht vakcin, které jsou navrzeny pro
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vyvolani imunitni odpovédi, naptiklad protilatkoveé a/nebo bunécéné zprostiedkované.
Tyto druhy jsou v oboru dobi'e znamy. Viz napfiklad A. Lanzavecchia, Science 260:937-
944 (1993) a U.S. Patent ¢. 5,585,103 pro Raychandhuri, jenz je soucasti referenci.
Piiklady jednotlivych druhtl vakcin, které se pouzivaji ke stimulaci imunitni odpovédi,
zahrnuji farmaceuticky prijatelné pomocné latky jako jsou napfiklad soli hliniku; emulze
skvalenu nebo skvalanu a muramyl dipeptid; lipozémy; a slouceniny, které obsahuiji
stabilizacni detergent, latky tvorici micely a biodegradabilni a biokompatibilni olej
(Raychandhuri, viz vyse).

Vakcina specificka pro mamaglobin mdze také obsahovat nosné bunky napinéné
mamaglobinovym antigenem. S vyhodou se nosné bunky pfipravuji z vhodnych bunék,
které maji autologni antigen (APC), jako jsou napfiklad makrofagy, dendritické buriky
nebo aktivované B nebo T lymfocyty. Viz napriklad Lanzavecchia, viz vyse, str. 937.
Profesionalni bunky, které maji autologni antigen (APC), maji exprimovany ligand B7,
ktery se vaze na CD28 nebo na CTLA4 na T bunkach, aby byl dopraven antigenné
nespecificky kostimulacni signal, znamy jako Signal 2, aby se predeslo inaktivité nebo
nereaktivité T bunék. Proto mlze vakcina obsahovat interleukin-2 nebo jiny
kostimulaéni signal, aby se zrusila indukce nereaktivity. (Lanzavecchia, viz vyse, str.
938)

Dalsi druh vakciny specifické pro mamaglobin obsahuje rekombinantni vektor,
ktery obsahuje sekvenci nukleotidd kédujici expresi mamaglobinového antigenu. Pouziti
infekénich latek ke stimulaci cytotoxickych T lymfocytd je v oboru znamo. (Raychadhuri,
viz vy$e). Chimérické vektory byly popsany za pouziti kravskych nestovic, polio, adeno
a retroviru, stejné tak jako baktérii napf. Listérii nebo BCG. Napfiklad je dokazano, ze
vektor viru nestovic, ALVAC, vyvolava silnou bunécéné zprostiedkovanou imunitni
odpovéd proti zakédovanym heterolognim genovym produktum (Taylor a kol., Virology
187:321-328 (1991), jenz je soucasti referenci). Dale rekombinantni ALVAC s expresi
rejekéniho antigenu MZ2-E lidského melanomu kédovaného genem MAGE-1 ma
schopnost stimulovat in vitro aktivitu MAGE-1 cytotoxickych T lymfocytad v populaci TIL
ziskané z nadoru prsu s expresi MAGE-1 mRNA (Toso a kol,, viz vy$e). V jiném
pfistupu popsaném v U.S. patentu €. 55937972 pro Weinera a kol. (jenz je soucasti

referenci), se vektor s rekombinantni expresi kddujici antigen imunogenniho proteinu




podava jedinctim pfimo bud in vivo, napfiklad do svalovych bunék nebo ex vivo do
bunék jedince s latkou, ktera usnadnuje bunkam vychytavani DNA.

Znalci z oboru mohou snadno urdit, jak vytvofit vakcinu vhodnou k dosazeni
pozadované imunitni odpovédi. Napiikiad k in vivo indukci tvorby anti-mamaglobinovych
protilatek, obsahuje vakcina specificka pro mamaglobin alespon jeden mamaglobinovy
antigen B bunék, ktery obsahuje epitop B bunék a epitop Ty bunék. Epitop Th bunék je
s vyhodou u pijemce zamyslené vakciny spolecné s pfislusnym haplotypem MHC
tiidy 11. Alternativné muze byt epitop Tn bunék pouzit tak, Ze je rozpoznan u Clovéka
obecné bez ohledu na typ HLA, jako je napfiklad ,univerzaini* epitop T bunék
7 tetanového toxoidu (Panima-Bordignon a kol., Eur. J. Immunol. 19:2237(1989), jenz je
soucasti referenci). S vyhodou vakcina obsahuje mnozstvi mamaglobinovych antigent
B bunék s Ty epitopy, které jsou rozpoznany molekulami MHC II. tridy riznych HLA
typQ.

Dalsi slozka vakciny specifické pro mamaglobin indukuje bunécné
zprostfedkovanou imunitni odpovéd a obsahuje alespori jeden mamaglobinovy Tc
antigen, ktery ma schopnost aktivovat Tc bunky specifické pro mamaglobin. S vyhodou
vakcina obsahuje nékolik T¢ antigend.

Vakcina specificka pro mamaglobin miZe byt také vytvorena tak, ze indukuje jak
protilatkovou tak i bunééné zprostredkovanou imunitni odpovéd. Tato sloZzka obsahuje
jak mamaglobinové antigeny B bunek ta i mamaglobinové antigeny Tc bunék.

Pacient s nadorem, u kterého je exprimovan mamaglobin, muze byt podle tohoto
vynalezu Ié&en podavanim imunostimulacniho mnozstvi vakciny specifické pro
mamaglobin. Podavani vakciny se mizZe provadet jakoukoliv standardni technikou. Toto
zahrnuje bez omezeni nitroZilni, intraperitoneaini, nitrosvalovou, podkozni injekci nebo
injekci primo do prsni tkane.

Upfednostiiované sloZky tohoto vynalezu jsou popsany v nasledujicich prikladech.
Dalsi slozky, které jsou sou¢asti patentovych narokd, budou odbornikiim ziejmé
s ohledem na zde uvedenou specifikaci nebo metodiku objevu. Bere se v Gvahu, ze
specifikace spolu s piiklady, jsou pouze ukazkové, pficemz piny rozsah a pojeti tohoto
vynalezu jsou vyjadfeny v patentovych narocich, které nasleduji po pfikladech.

V nize uvedenych prikladech byly pouzité bunécné linie ziskany z American Type

Culture Collection a nechaly se rdst v &istém Dulbeccové minimalnim médiu doplnéném
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o 10% fetalniho teleciho séra. Vzorky tkanové biopsie byly ziskany z Human
Cooperative Tissue Network (LiVolsi a kol., Cancer 71:1391-1394, 1993, jenz je

soucasti referenci).

Priklady provedeni vynalezu

Piikiad 1

Tento piiklad demonstruje izolaci cDNA mamaglobinu.

Celkova bunécna RNA z bunééné linie MDA-MB415 byla izolovana za pouziti
standardni metody s guanidinem isothiokyanatem. (Belyavski a kol., viz vySe). Tato
RNA se pouzije pii postupu RACE PCR s pouzitim soupravy Amplifinder (Clonetech) a

podle navodu vyrobce.
Syntéza prvniho vidkna cDNA byla provedena standardni reakci, ktera zahrnuje

1 ng RNA, 10 umol specifického mamaglobinového primeru D2R (5°-ATA AGA AAG
AGA AGG TGT GG-3°) (sekvence €. 4), 4 ul pufru 5X RT (250 mmol TrisC! pH 8,3, 375
mmol KCI, 15 mmol MgClz), 2 ul 100 mmol DTT, 1 ul 10 mmol dNTP a 200 jednotek
reverzni transkriptazy Superscript™ I (Gibco/BRL) v reakénim obejmu 20 pul. Reakce
probihala po dobu jedné hodiny pfi teploté 45 °C a byla ukon€ena inkubaci pfi teploté
95 °C po dobu 5 minut. RNA byla hydrolyzovana pomoci 400 pmoil NaOH pii teploté
65 °C po dobu 30 minut a neutralizovana pomoci 400 pmol kyseliny octové.

Reakéni smés se potom pridala ke 3 dilim 6M Nal a 10 ul upravenych sklenénych
kuli€ek. Kuliéky se promyly trikrat pomoci 80% EtOH a nukleova kyselina se vymyla
z kuli¢ek pomoci 45 ul vody. Nukleova kyselina se potom nechala vysrazet a znovu
resuspendovat v 10 pl vody. Purifikované prvni vidkno cDNA se potom navaze na
vyrobcem poskytovany kotevni oligonukleotid (sekvence €. 9, 5'-CAC GAATTC ACT
ATC GAT TCT GGA ACC TTC AGA GG-3'), pouziva se ligaza T4 RNA pfi teploté
27 °C po dobu 20 hodin. Jedna desetina ligani reakce byla pouzita pro amplifikaci
PCR pfi 50 pl reakce obsahujici 1 pmol na vyrobcem poskytovany kotevni primer
(sekvence ¢. 10, 5-CTG GTT GGG CCC ACC TCT GAA GGT TCC AGA ATC GAT
AG-37), 1 umol mamaglobinového specifického primeru D2Rb (sekvence ¢. 11, 5-AAT
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CCG TAG TTG GTT TCT CAC C-37), 200 umol dNTP, 5 jednotek DNA polymerazy
Vent™ a 1X polymerazového pufru (10 mmol KCI, 20 mmol TrisCl, 10 mmol
(NH4)2S0y4, 0,1% Triton X-100). Reakce se necha inkubovat pfi teploté 94 °C po dobu
2 minut a potom pfi teploté 94 °C po dobu 45 sekund, pfi teploté 50 °C po dobu

1 minuty a pfi teploté 72 °C po dobu 90 sekund, celkem 40-krat.

Dva vlozené posmérové oligonukleotidy specifické pro mamaglobin byly D2R
(sekvence €. 4) a D2Rb (sekvence €. 11). Kontrolni protismérovy oligonukleotid
specificky pro mamaglobin byl pouzit podle navodu vyrobce, D2F (5°-CTT TCT GCA
AGA CCT TTG GC-3") (sekvence &. 12). VSechny amplifikace PCR byly provedeny
s Vent DNA polymeréazou (New England Biolabs). Amplifikovany produkt RACE byl
digerovan pomoci EcoRl a ligovan k EcoRl a Smal mistiim plazmidového vektoru
pGEM7Z (Promega, Madison, WI).

Vsechno sekvencni fazeni bylo provadéno pfi pouziti Taq DNA polymerazové
termocyklacni sekvencni soupravy podie navodu vyrobce (Promega). Struéné je nize
popsan pouzity pracovni postup.

Deset pmol oligonukleotidu se specifickou sekvenci bylo oznaceno pomoci
10 pmol **P-y ATP (3 000 Ci/mmol a 10 mCi/ml) pfi pouziti T4 polynukleotidové kinazy v
10 pl reakéni smési po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Polymerizacni reakce
obsahujici 100 ng plasmidové Sablony, 1,5 pmol znaceného sekvencniho primeru a
5 jednotek sekvenéni Tag polymerazy byla vytvofena v 17 pl sekvenéniho pufru
poskytovaného vyrobcem. Tato reakce byla alikvotné rozdélena do sady Ctyf reakénich
zkumavek obsahujicich vyrobcem poskytovanou smés deoxynukleotidy, a to bud
dideoxy-A, C, G nebo T. Sada ¢tyf zkumavek se nechala inkubovat pfi teploté 95 °C po
dobu 2 minut a potom pfi teploté 94 °C po dobu 45 sekund, pfi teploté 45 °C po dobu 30
sekund a pii teploté 72 °C po dobu 1 minuty, celkem 30-krat. Po dokonceni reakci se
do kazdé zkumavky pfidaly 3 ul barviva 80% formamid/bromfenolové modfii. Vzorky se
nechaly ohfat na 70 °C po dobu 2 minut a byly naneseny na 6% akrylamid/7,5 M
mocovinovy sekvenéni gel a nechaly se probihat po dobu 2 az 4 hodin konstantnim
60 W piikonem. Gel byl osusen a exponovan na Kodak XARS5 rentgenovy film po dobu

2 az 24 hodin.
Takto ziskana sekvence byla fragment o 403 bp (sekvence €. 5) jak je zndzornéno
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(Watson a Fleming, viz vy$e). Tato sekvence byla fragmentem o 206 bp (sekvence €. 6)
jak je uvedeno na obrazku €. 2, nevypinéna ¢ara. Kombinace informaci téchto sekvenci

umoznila odedist pinou délku cDNA o 503 bp mamaglobinu. (obrazek ¢. 2).

Priklad 2

Tento priklad dokazuje, Ze exprese mamaglobinu je omezena na nadorové bunky
prsni zldzy a v mensi mife na norméini buiky prsni zlazy.

Vzorky celkové bunééné RNA byly izolovany pomoci standardni guanidin
isothiokyanatonou metodou a upraveny pomoci bez-RNasové DNasy (Promega). Pro
testovani RT/PCR byl 1 ng uréené celkové RNA reverzné piepsan s oligo dT>
(sekvence &. 13) a reverzni transkriptazou Superscript Il (Gibco/BRL) podle navodu
vyrobce.

Dvé sté ng oligo dT2; (sekvence &. 13) a 1 pg celkové RNA se nechaly inkubovat
pFi teploté 65 °C po dobu 5 minut v objemu 10 pl. Vzorky se nechaly ochladit na ledu a
pridalo se k nim 4 ul 5X RT pufru (250 mmol TrisCl pH 8,3, 375 mmol KCI, 15 mmol
MgCly), 2 pl 100 mmol DTT, 1 pl 10 mmol dNTP a 200 jednotek reverzni transkriptazy
Superscript™ Il (Gibco/BRL). Reakce pokragovala po dobu 1 hodiny pii teploté 45 °C a
byla ukonéena inkubaci pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut.

Jedna desetina kazdé RT reakce byla podrobena PCR analyze za pouziti primerd
D2R specifickych pro mamaglobin (D2R (5-ATA AGA AAG AGA AGG TGT GG-3)
(sekvence 6. 4) ad2102 (5'-CAG CGG CTT CCT TGA TCC TTG-3') (sekvence ¢. 3)a
za standardnich reakénich podminek pii 40 cyklech pfi 94 °C x 30 sekund / 55 °C x 1
min. /72 °C x 1 min.

Pro Northern analyzu bylo testovano 20 ug celkové RNA tak, jak jiz bylo popsano
(Watson a Fleming, viz vy$e), byla pouzita proba mamaglobinové cDNA o piné délce.
Integrita a rovnomérné pinéni véech vzorki RNA bylo hodnoceno barvenim ethidium
bromidem.

Jak je uvedeno na obrazku 4A, mamaglobinova informace o 500 bp se stanovuje
snadno ve vzorku tkdné 2410 (tkan, ze které byla plvodni DEST izolovana) a v mensi
mife i v normalni tkani lidského prsu, ale ne u nesmrteiné bunécné linie prsniho epitelu

B5-589, nebo v lidskych plicich, placenté, déloze a vaje¢nicich (obrazek 4A). Nasledné
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po amplifikaci byla provedena analyza RT/PCR, kde exprese mamaglobinu nebyla stale
ur€ena u 15 vysetfenych vzork( (obrazek 4B). Detekci odezvy glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenazy (GAPDH) a EGF receptorové odezvy v téchto reakcich (Uidaje nejsou
uvedeny) bylo prokézano, ze chybéni exprese nebylo dusledkem znehodnoceni RNA
nebo dalsi trivialni pficiny. Exprese mamaglobinové RNA je tedy relativné specificka pro

prsni tkan.
Priklad 3

Tento priklad ukazuje, Ze cDNA mamaglobinu kéduje prekladatelné nukleotidové
sekvence, jejichz vysledkem je proteinovy produkt o pfiblizné odhadnuté molekulové
hmotnosti. Pfekladani in vitro bylo provadéno podle navodu vyrobce pomoci TNT™
krali¢i retikulocytové translacni soupravy s T7 RNA polymerazou (Promega) a
3°3-methioninu (>1000 Ci/mmol; 10mCi/mi, Amersham).

Ke 25 ul lyzatu TNT™ kréligich retikulocyt se pfidaly 2 ul vyrobcem pripraveného
reakéniho pufru, T7 RNA polymerazy, 20 umol smési aminokyselin bez methioninu,

40 uCi *S-methioninu (1 000 Ci/mmol a 10 mCi/ml), 40 jednotek ribonukleazového
inhibitoru, 1 ng plasmidu mamaglobin/pGEM?7 a dostatek upravené DEPC vody, aby
konecny objem reakce byl 50 ul. Tato reakce se nechala inkubovat pii teploté 30 °C po
dobu 60 minut. 5 pl této reakce se prendalo do 20 pl gelového pufru SDS, nechalo se
vafiit po dobu 2 minut a naneslo na 17,5 % SDS-polyakrylamidovy gel.

Lyzat kraliCich retikulocytd programovany mamaglobinovou cDNA vytvoiil protein
0 6 kD, zatimco bez programované cDNA nedoslo ke tvorbé zadného proteinového

produktu.
Priklad 4

tento pfiklad ukazuje prevalenci zvy$ené exprese mamaglobinu u primarniho
karcinomu prsu.

Ke stanoveni ¢etnosti zvy$ené exprese mamaglobinu u karcinomu prsu jsme
vysetfili soubor patnacti primarnich karcinomt prsu klinického stadia | s raznymi
histologickymi typy pomoci hybridizace Northern blot s prébou mamaglobinové cDNA.
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U dvou nemocnych byly také porovnany vzorky normalni prsni tkané téhoz pacienta
(obrazek 6). Mamaglobinova mRNA o 500 bp byla detekovana u normalni prsni tkané
a nadoru 2410 a u tfi dalSich nadort. U dvou z nich normalini prsni tkar téhoZ pacienta
vykazovala malou nebo zadnou expresi (BO15 proti BO16; BO22 proti BO23)
(obrazek 6). U vSech 4 z 15 (27 %) vySetfenych nadorG byla zjisténa zvy$ena exprese
mMmRNA mamaglobinu.

Tyto Gdaje dokazuji, ze zvySena exprese mRNA mamaglobinu neni ojedinéla pro
jednotlivé nadorové vzorky a je ve skutecnosti relativné ¢asta u primarnich prsnich
nador(. Dale skutecnost, ze véechny vysetrena nadory byly klinického stadia I, svédgi

pro to, Zze dysregulace se objevuje relativné ¢asné u progrese prsni neoplazie.

Piiklad 5

Nasledujici pfiklad znazornuje detekci mamaglobinového proteinu pomoci anti-
mamaglobinové polyklonalni protilatky.

Anti-mamaglobinové polyklonaini protilatky byla pfipravena spojenim peptidu
odpovidajiciho 16 C konci aminokyselin uréeného z mamaglobinové cDNA (Glu-Val-
Phe-Met-Gim-Leu-lle-Tyr-Asp-Ser-Ser-Leu-Cys-Asp-Leu-Phe, sekvence ¢. 14)

. s Keyhole Lymphet Hemocyaninem a injektaci kralikiim s Freundovou pomocnou
latkou. Takto naockovani kralici se posilovali v tfitydennich intervalech a 12. tyden se
nechali vykrvacet. Tato séra se vySeffila, aby se stanovila jejich schopnost detekovat
mamaglobin v upraveném médiu kultur bunéénych linii nadort prsu MDA-MB-415 a
MCF-7 bez séra. MDA-MB-415 byla pozdéji oznacena jako bunécna linie, u které je
zvy$ena exprese mamaglobin a MCF-7 byla oznacena jako bunééna linie, ktera
produkuje nedetekovatelnou mamaglobinovou mRNA.

Upravena média byla ziskana ze 24 hodinové kultury a znovu rozpusténa na 12%
SDS akrylamidovém gelu pfi redukénich podminkach (tj. vzorek se nechal vaiit v pufru,
ktery obsahovat dithiotreitol (DTT) a 2-merkaptoethanol (BME), aby se omezily
disulfidické vazby). Potom se nalila na Nytran filtr a analyzovala se pomoci
standardniho protokolu Western blot pomoci vySe popsané protilatky proti
C-terminalnimu peptidu, jakozto primarni protilatky tohoto testu. Po primarnim navazani
protilatky se blot promyl a pfidaly se sekundarni protilatky (kozi proti-krali¢i). Komplexy
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mamaglobin — protilatka byly zviditelnény pomoci enzymové vazané chemiluminiscence
(ECL Western Blotting Detecting reagent, Amersham, Arlington Heights, IL).

Anti-mamaglobinové polyklonaini protilatky detekovaly v upraveném médiu
bunééné kultury MDA-MB-415 pruh s patrnou molekulovou hmotnosti pfibliiné 21 kD
(udaje nejsou uvedeny). Zadné pruhy nebyly detekovany u upraveného média bunécné
kultury MCF-7 (Gdaje nejsou uvedeny). Toto ve shodé s udaji o mRNA svédci, ze bunky
MDA-MB-415 secernuji mamaglobinovy protein ale nikoliv buriky MCF-7.

Zjisténa molekulova hmotnost mamaglobinu secernovaného do kultivacniho média
MDA-MB-415 je vétsi nez 10,5 kD, coz je hodnota vypocitana z pfedpovidane sekvence
aminokyselin sekvence &. 2. Vzhledem k tomu, Ze téméF vSechny secernované proteiny
byly glykosylovény, cytozol bunék MDA-MB-415 byl testovan pomoci
anti-mamaglobinové polyklonalni protilatky, aby se Zzjistilo, zda-li by se mohly detekovat
nékteré formy prekurzoru secernovaného mamaglobinu.

Buriky MDA-MB-415 se nechaly riist po dobu 24 hodin v médiu bez séra,
kultivaéni média se odebrala, centrifugovala a sebral se vysledny supernatant.
Pripevnéné bunky se promyly pomoci fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem
(PBS) a nechaly se lyzovat pomoci 1X Laemmli pufru (2% SDS, 10% glycerol,

100 mmol DTT, 60 mmol Tris, pH 6,8, 0,001 % bromfenolové modfi). Lyzovana smes se
nechala vafit po dobu 5 minut a potom se centrifugovala pfi 10 000 G po dobu 5 minut,
aby se bunééna drt shlukla. Bunécny lyzat se potom prendal do nové zkumavky a byla
pouzita analyza Western blot tak, jak je popsano nize.

Kultivaéni supernatant a bunécny lyzat se spojily s 12% SDS akrylamidovym
gelem za redukénich podminek (tj.: vzorek se nechal vafit v pufru, ktery obsahovat DTT
a BME) a nalil se na PVDF membranu pfi pouziti standardni techniky. Blot byl zkouman
pomoci polyklonalni protilatky proti C-terminéinimu peptidu za pfitomnosti a pii chybéni
soupeficiho peptidu, ktery byl pouzit k pfipravé protilatek.

Vizualizace komplexu mamaglobin-protilatka bylo popséano vyse. Jak je vidét na
obrazku 7, pfi chybéni soutéZiciho peptidu (-) upravena média (S) obsahuiji pruh o
21 kD piedstavujici secernovany mamaglobinovy protein. Bunécny lyzat (C) se
vyznacoval markaﬁtnim pruhem o hmotnosti pfiblizné14 kD a nékolika pruhy s vyssi
molekulovou hmotnosti véetné jednoho o hmotnosti 21 kD. Pokud se Western biot

provadi za piitomnosti soutéziciho peptidu (+), secernované formy a nitrobunééné
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formy mamaglobinu nejsou viditelné a znamena to, ze tyto proteiny obsahuji peptid, ke
kterému byla syntetizovana protilatka.

Pruh o 14 kD byl detekovan pouze v bunééném lyzatu, ktery pravdépodobne
predstavuje prekurzor, nebo nezpracované formy mamaglobinu. Jelikoz pfedpovidana
sekvence aminokyselin pro mamaglobin je ve shodé s N-glykosylaénim mistem,
Asn-X-Thr umistény ve zbytcich 53 az 55 ave zbytcich 68 az 70 sekvence C. 2,
sledovana secernovana forma o 21 kD pravdépodobné pfedstavuje néjakou
glykosylovanou formu proteinu.

Tato hypotéza byla testovana pomoci kultivace bunék MDA-MB-41 5 v pritomnosti
a pii chybéni tunikamycinu, tedy léku, ktery blokuje N-spojenou glykosylaci
eukaryotickych proteind. Tunikamycin se pfidaval do jedné ze dvou identickych kultur
v koncentraci 1 pg/ml a obé kultury se nechaly inkubovat pfes noc po dobu vice hodin.
Kultivaéni média a buné&ny lyzat z léCenych a kontrolnich kultur byly pfipravovany a
analyzovany metodou Western blot tak, jak je pospano vyse.

Jak je uvedeno na obrazku 8, u médii z kultur (S) 1é&enych pomoci tunikamycinu
(+) chybély detekovatelné hladiny secernovaného mamaglobinu, coz svéd¢i o tom, ze
je secernovany mamaglobin glykosylovany. Pfekvapive buné&na cytozolova forma
mamaglobinu (14 kD) nebyla také detekovatelna v lyzatu bunék MDA-MB-415 léCenych
pomoci tunikamycinu (vzdaleny pravy pruh). Domnivame se, ze blokovanim éasné
glykosylace pomoci tunikamycinu vede k nestabilité a degradaci prekurzorovych forem
mamaglobinu, coz vysvétluje chybéni detekovatelnosti proteinu o 14 kD v cytozolu
bunék lé¢enych pomoci tunikamycinu.

Polyklonalni protilatka proti C-terminalnimu peptidu mamaglobinu také detekovala
prekurzorové formy mamaglobinu o 14 kD v bunééném lyzatu ze vzorkl primarniho
lidského karcinomu prsu. jak je vidét na obrazku 9, prekurzorova forma mamaglobinu je
piitomna u vzorku nadoru BO23, ale neni detekovatelna ve vzorku normalini prsni tkane
téhoz pacienta (B022). Je zajimavé, e nékteré nadorové vzorky, u kterych je
exprimovan transkript mamaglobinu (4. 087R, 014, 75A a 2410), neobsahuji
detekovatelné hladiny mamagliobinového proteinu podle testu Western blot analyzy.
Podle jedné hypotézi podie téchto daju je exprese mamaglobinu regulovana na urovni

prepisu a prekladu a tato diferenciacni regulace je urena vyvojovym stadiem nadoru.
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Polyklonalni protilatka proti mamaglobinu se také pouziva pro vyhledavani
secernovaného mamaglobinu ze sekreci prsu proliferujici prsni Zlazy. Kolostrum a zralé
matefské mléko (vzorky o 500 pl) se sbiraly manuélnim vymackavanim u téhotnych Zen
béhem prvniho a tretiho trimestru, pfi porodu a 3., 14., a 21. den po porodu. Vzorky se
naredily stejnym objemem 2X laemmli pufru (4% SDS, 20 % glycerolu, 200 mmol DTT,
120 mmol Tris, pH 6,8, 0,002 % bromfenolové modfi). Nafedéné vzorky se nechaly varit
po dobu 5 minut a potom se centrifugovaly pfi 10 000 G po dobu 5 minut pfi teploté
4 °C, aby se ziskal shluk bunééné drti. denaturované vzorky se prendaly do nové
zkumavky a uskladnily se pfi teploté =20 °C pred provedenim analyzy Western blot tak,
jak je popsano vyse.

Jak je vidét na obrazku 10, protilatky detekovaly secermnovany mamaglobin o
21 kD v sekretech prsu ze vzorku z obdobi téhotenstvi, tedy obdobi vysoké proliferace
epitelovych bunék prsu. Nicméné pii nastupu laktace, tedy stadia diferenciace epitelu
prsu, se hladiny mamaglobinu vyznamné snizily od 3. dne po porodu a jiz nebyly vibec
pozorovany 14. den po porodu. Tyto vysledky ukazuiji, ze secernovany mamaglobin
souvisi s proliferaci epitelovych bunék prsu. Toto pozorovani je ve shodé s detekci
secernovaného mamaglobinu u lidského karcinomu prsu.

Reaktivita mezi protilatkou a mamaglobinovym peptidem byla také prokazana u
nadorovych bunék prsu pomoci imunohistochemického barveni preparati z
pacientskych vzork( karcinomu prsu fixovanych v parafinu. (Obrazek 11).
Imunohistochemické barveni se provadélo pii pouziti protilatek proti mamagiobinovému
peptidu jakozto primarni protilatky a potom se detekoval komplex mamaglobin-protilatka
pomoci kozich proti-kraliich protilatek s navazanou kfenovou peroxidazou a
3,3 -diaminobenzen tetrahydrochloridem (DAB) jakozto substratem. Buriky s expresi
mamaglobinového proteinu se barvily do hnéda.

Na zakladé téchto vysledkll se domnivame, Ze mamaglobinovy protein je
syntetizovan jako prekurzorovy protein a post-transiaéni modifikace jako napfr.
N-vazana glykosylace zjevné zvysuji jeho molekulovou hmotnost pred sekreci; ze
stabilita prekurzorovych forem mamaglobinu zavisi na N-vazané glykosylaci: a ze
mamaglobinovy protein je secernovan proliferujicimi nadorovymi buriky karcinomu prsu.
Detekce mamaglobinového proteinu je pouzitelna u diagnostiky karcinomu tak, ze se

mamaglobinovy protein pouziva jakozto nadorovy marker karcinomu prsu, dale pak ke
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stanoveni relapsu karcinomu prsu, pfi monitoraci autolognich transplantovanych
kmenovych bunék kostni diené ke stanoveni kontaminace nadorovymi burfikami a
zacileni nadorovych bunék karcinomu prsu pfi [é¢ebném zasahu cestou pfes protilatky
zprostiedkované komplexy. Purifikovany a izolovany mamaglobinovy polypetid je
uziteény pro tvorbu protilatek proti nadorim prsu a pro vyvoj dalSich
imunoterapeutickych vzork( specifickych pro jednotlivé nadory.

S ohledem na vy$e uvedené Udaje je zfejmé, ze timto vynalezem bylo dosazeno
nékolika vyhod a bude dosazeno i dal$ich vyhodnych vysledki.

Vzhledem k tomu, Ze muze byt provedeno mnoho raznych obmén ve vyse
uvedenych metodach a slou¢eninach odvozenych od tohoto vynélezu, vSe co je
obsazené ve vyse uvedeném popisu a znazornéno na doplfujicich obrazcich by mélo

byt chapano jako v ilustrativnim, ale nikoliv v limitujicim slova smyslu.




Sekvence €. 1:

(i)

(i)
(iii)
(iv)

(xi)

Seznam sekvenci

charakteristika sekvence:
Délka: 503 paru bazi
Typ: nukleova kyselina
Retézec: jednoduchy
Topologie: linearni

(A)
(B)
(C)
(D)

33

Molekulovy typ: cDNA na mRNA

GACAGCGGCT
60

ATGAAGTTGC
120

GGCTGCCCCT
180

GAATACAAAG
240

GAATTGAAGG
300

ATGCAATTAA
360

GCTCRCAGAA
420

CTCTTTCTTA
480

TTTATTTTRA
503

Hypoteticky: ne
Anti-sense: ne

TCCTTGATCC

TGATGGTCCT

TATTGGAGARA

AACTTCTTCA

AATGTTTTCT

TATATGACAG

CTGCAGGGTA

TGTCTTTTTA

TAAATTGATG

TTGCCACCCG

CATGCTGGCG

TGTGATTTCC

AGAGTTCATA

TAACCARACG

CAGTCTTTGT

TGGTGAGARAR

CTACAAACTA

GCA

Popis sekvence: Sekvence C. 1:

CGACTGAACA

GCCCTCTCCC

AAGACAATCA

GACGACRATG

GATGAAACTC

GATTTATTTT

CCAACTACGG

CRAGACAATT

CCGACAGCAG

AGCACTGCTA

ATCCACAAGT

CCACTACARA

TGAGCAATGT

AACTTTCTGC

ATTGCTGCAA

GTTGAAACCT

CAGCCTCACC
CGCAGGCTCT
GTCTAAGACT
TG&CATAGAT
TGAGGTGTTT
BAGACCTTTG
ACCACACCTT

GCTATACATG




Sekvence ¢. 2;

() charakteristika sekvence:
(A) Délka: 93 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C )Retézec:;jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i)  Molekulovy typ: protein
(ili)  Hypoteticky: ne

(xi)  Popis sekvence: Sekvence C. 2

Met Lys Leu Leu Met Val Leu Met Leu
1 5

- Tyr Ala Gly Ser Gly Cys Pro Leu Leu
20 25

Ile Asn Pro Gln Val Ser Lys Thr Glu
35 40

Phe Ile Asp Asp Asn Ala Thr Thr Asn
50 55

Cys Phe Leu Asn Gln Thr Asp Glu Thr
65 70

Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser Ser Leu
85

Sekvence ¢. 3:

(1) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 21 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Molekulovy typ: cDNA
(i)  Hypoteticky: ne
(iv)  Anti-sense: ne

(xi)  Popis sekvence: Sekvence €. 3:

CAGCGGCTTC CTTGATCCTT G
21

Ala

10

Glu

Tyr

Ala

Leu

Cys
90

Ala 1

Asn

Ile

Ser
75

Asp

Val

Glu

Asp
60

Asn

Leu

Ser

Ile

Leu

45

Glu

Val

Phe

Gln

Ser

30

Leu

Leu

Glu

His
15

Lys
Gln

Lys

Val

CysA

Thr

Glu

Glu

Phe
80



Sekvence ¢&. 4:

(i)

3

charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 parti bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C)Retézec: jednoduchy
D)Topologie: linealni

(
(
(

(i)  Molekulovy typ: cDNA

(i)  Hypoteticky: ne

(iv)  Anti-sense: ne

(xi)  Popis sekvence: Sekvence C. 4:

ATAAGARAAGA GAAGGTGTGG
20

Sekvence ¢. 5:

(M)

(ii)
(iii)
(iv)

(xi)

charakteristika sekvence:
(A) Délka: 403 parQ bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy

(

C
D) Topologie: linearni

Hypoteticky: ne
Anti-sense: ne

Popis sekvence: Sekvence €. 5:

GACAGCGGCT TCCTTGATCC TTGCCACCCG

60
ATGAAGTTGC TGATGGTCCT CATGCTGGCG
120

GGCTGCCCCT TATTGGAGAA TGTGATTTCC

180

GAATACAAAG "AACTTCTTCA AGAGTTCATA

240

GAATTGAAGG AATGTTTTCT TAACCAAACG

300

ATGCAATTAA TATATGACAG CAGTCTTTGT
360
GCTCACAGAA CTGCAGGGTA TGGTGAGAAA

403

Molekulovy typ: cDNA na mRNA

CGACTGAACA CCGACAGCAG CAGCCTCACC

GCCCTCTCCC AGCACTGCTA CGCAGGCTCT

AAGACRATCA ATCCACAAGT GTCTAAGACT

GACGACAATG CCACTACAAA TGCCATAGAT

GATGAAACTC TGAGCAATGT TGAGGTGTTT

GATTTATTTT AACTTTCTGC AAGACCTTTG

CCAACTACGG ATT




L ] *
[ ] *
36 -
Sekvence ¢. 6:

(1) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 206 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Molekulovy typ: cDNA na mRNA
(iiiy  Hypoteticky: ne
(iv) Anti-sense: ne

(xi)  Popis sekvence: Sekvence . 6:

TTTATGCAAT TAATATATGA CAGCAGTCTT TGTGATTTAT TTTAACTTTC TGCRAGACCT
60

TTGGCTCACA GAACTGCAGG GTATGGTGAG ARACCAACTA CGGATTGCTG CARACCACAC"
" 120 . ‘ : :
CTTCTCTTTC TTATGICTTT TTACTACARA CTACAAGACA ATTGTTGAAA CCTGCTATAC
180 : :

ATGTTTRITT TAATAARATTG :ATGGCA
206

Sekvence ¢. 7:

(i) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 95 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i)  Molekulovy typ: protein
(i)  Hypoteticky: ne

(xiy  Popis sekvence: Sekvence €. 7:

Met Lys Leu val Phe Leu Phe Leu Leu Val Thr Ile Pro Ile Cys Cys
1 5 10 15

Tyr Ala Ser Giy Ser Gly Cys Ser Ile Leu Asp Glu Val 1le Arg Gly
20 25 30

Thr Ile Asn Ser Thr Val Thr Leu His Asp Tyr Met Lys Leu val Lys
35 40 45

Pro Tyr Val Gln Asp His Phe Thr Glu Lys Ala Val Lys an Phe Lys
50 55 60 ;

Gln Cys Phe Lzu Asp Gln Thr 2sp Lys Thr Leu Glu Asn Val Gly Val
65 70 75 80

Met Met Glu ~ia Ile Phe Asn Ser Glu Ser Cys Gln Gln Pro Ser
85 90 95




Sekvence ¢&. 8:

(i) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 91 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) ~ Molekulovy typ: protein
(iif) Hypoteticky: ne

(iv)  Anti-sense: N€
(xi)  Popis sekvence: Sekvence C. 8

Met Lys Leu Ala Val Thr Leu Thr Leu Val Thr Leu Ala Leu Cys Cys
1 5 : ‘ 10 15

'Ser Ser Ala Ser Ala Glu Ile Cys Pro Ser Phe Gln Arg Val Ile Glu
20 ‘ 25 30

Thr Leu Leu Met Asp Thr Pro Ser Ser Tyr Glu Ala Ala Met Glu Leu
35 : 40 45 :

Phe Ser Pro Asp Gln Asp Met Arg Glu Ala Gly Alé Gln Leu Lys Lys
© 50 © 55 . 60 '

Leu Val Asp Thr Leu Pro Gln Lys Pro Arg Glu Ser Ile Ile Lys Leu
65 . 70 75 : 80

Met Glu Lys Ile Ala Gln Ser Ser'ieu Cys Asn
85 90

Sekvence €. 9:

(1) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 35 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i)  Molekulovy typ: cDNA

(iii)  Hypoteticky: ne

(iv)  Anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: Sekvence ¢. 9:

g?CGAATTCA CTATCGATTC TGGAACCTTC AGAGG
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Sekvence ¢. 10:

(i)

(i)
(iii)
(iv)

(i)

charakteristika sekvence:
(A)Délka: 38 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

Molekulovy typ: cDNA
Hypoteticky: ne
Anti-sense: ne

Popis sekvence: Sekvence ¢. 10:

CTGGTTCGGC CCACCTCZTGA AGGTTCCAGA ATCGATAG
38 .

Sekvence ¢. 11:

(i)

charakteristika sekvence:
(A) Délka: 22 parti bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: lineamni

Molekulovy typ: cDNA
Hypoteticky: ne
Anti-sense: ne

Popis sekvence: Sekvence ¢. 11:

AATCCGTAGT TGGTTTCTCA CC
22 :

L X



Sekvence ¢&. 12:

(i) charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 para béazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i)  Molekulovy typ: cDNA
(i)  Hypoteticky: ne
(iv) Anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: Sekvence €. 12

CTTTCTGCAA GACCTTTGGC
20

Sekvence €. 13:

() charakteristika sekvence:
(A) Délka: 21 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Molekulovy typ: cDNA na mRNA
(iii)  Hypoteticky: ne
(iv)  Anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: Sekvence C. 13:

TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT T
21




Sekvence ¢. 14:

0 charakteristika sekvence:
(A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ:aminokyselina
(C)Retézec: jednoduchy
(D) Topologie:linearni

(i) Molekulovy typ: peptid
(iii)  Hypoteticky: ne

(xi)  Popis sekvence: Sekvence €. 14:

flu Val Pne Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser Ser Leu Cys Asp Leu Phe
5 10 15

PATENTSERVIS ,
Aa a.s,
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PATENTOVE N AROKY

. Vakcina specificka pro mamaglobin, ktera obsahuje imunogenné ucinné
mnozstvi alespor jednoho antigenu mamaglobinu, ktery obsahuje alespori Sest
aminokyselin souvisejicich se sekvenci &. 2.

. Vakcina podle naroku 1, kde zmihény mamaglobinovy antigen je navazan na
prenasecskou bunku.

. Vakcina podie naroku 1, ktera dale obsahuje farmaceuticky piijatelnou
pomocnou latku.

. Vakcina podle naroku 1, ktera obsahuje smés mamaglobinovych antigenti B
bunék a mamaglobinovych antigent T¢ bunék.

. Vakcina specifickd pro mamaglobin, ktera obsahuje rekombinantni vektor,
ktery obsahuje sekvenci nukleotidt kédujici expresi mamaglobinovych
antigent B bunék a/nebo mamaglobinovych antigen(i T¢ bunék.)

. Zpusob Iécby pacienta s nadorem exprimujicim mamaglobin vyznadujici se
tim, Ze zahrnuje podani vakciny specifické, pro mamaglobin, které obsahuje
imunogenné G¢inné mnozstvi alespon jednoho antigenu mamaglobinu.

. Zpusob podle naroku 6 vyznacujici se tim, ze zminény mamaglobinovy antigen
je navazan na pfenasecéskou bunku.

. ZpGsob podle naroku 5 vyznacujici se tim, ze zminéna vakcina dale obsahuje
farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

. Zpusob podle naroku 5 vyznaéujici se tim, Ze zminény mamaglobinovy antigen
obsahuje sekvenci aminokyselin, kterd je pro expresi kddovana sekvenci

nukleotid( v rekombinantnim vektoru.

10. ZpUsob lécby pacienta s nadorem exprimujicim mamaglobin vyznaduijici se

tim, Ze zahrnuje izolaci lymfocyt specifickych pro mamaglobin z nadoru,
aktivaci lymfocyti pomoci alespor jednoho mamaglobinového antigenu a

podani aktivovanych lymfocytd pacientovi.




L]
[
42 :
] [
(S Y X ] . (X ] L X *n

11.1zolovany a purifikovany polypeptid, ktery obsahuje alespon jeden
mamaglobinovy antigen, ktery obsahuje alespori 6 aminokyselin souvisejicich
se sekvenci €. 2, kde zminény mamaglobinovy antigen je rozpoznan B
burikami a/nebo T¢ bunkami specifickymi pro pfirozené se vyskytujici,
secernovany mamaglobinovy polypeptid, ktery je glykosylovany a obsahuje
sekvenci 20 az 93 aminokyselin sekvence ¢. 2.

12.1zolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 11, kde mamaglobinovy
antigen obsahuje alespon 12 aminokyselin souvisejicich se sekvenci €. 2.

13. Izolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 12, kde mamaglobinovy
antigen obsahuje alespon 25 aminokyselin souvisejicich se sekvenci €. 2.

14.1zolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 13, kde mamaglobinovy
antigen obsahuje alespon 20 az 93 aminokyselin souvisejicich se sekvenci
¢. 2.

15. Izolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 13, kde mamaglobinovy
antigen je glykosylovany a obsahuje sekvenci €. 2.

16. Izolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 11, kde mamaglobinovy
antigen je mamaglobinovy antigen B bunék, ktery indukuje in vitro aktivaci a
expanzi B bunék od pacienta s karcinomem prsu.

17.1zolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 16, kde mamaglobinovy
antigen B bunék obsahuje epitop Tx bunék z heterologniho proteinu.

18. Izolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 11, kde mamaglobinovy
antigen je mamaglobinovy antigen T¢ bungék, ktery indukuje in vitro aktivaci a
expanzi T¢ bunék od pacienta s karcinomem prsu.

19. Izolovany a purifikovany polypeptid podie naroku 18, kde mamaglobinovy
antigen Tc¢ bunék obsahuje 8 nebo 9 aminokyselin souvisejicich se sekvenci
¢ 2.

20. 1zolovany a purifikovany polypeptid podle naroku 11, ktery obsahuje
mamaglobinovy antigen B bunék a mamaglobinovy antigen Tc¢ bunék.
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— MW\/\/ Celkova RNA
Mammaglobinovy
DDPCR fragment
D2R

' @ Reverzni transkriptaza

Prvni fetézec

| R cDNA
@ ' T4 RNA ligaza
Linker Primer
o
- T
Linker
D2Rb |
@ Vent DNA polymeraza
D2-102
-
| Il FCR Product
l - :
EcoRl D2R

EcoRlI Smal EcoRl Smal
, /_‘\ e HindH!i

EcoRl Hindlll
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27

36

45

S4

63

S* GAC AGC GGC TTC CTT

GAT

72

CCT

CAC CCG CGA

81

S0

AAC

ACC

GAC

9s

AGC AGC AGC

108

CTC ACC ATG
Met
1

117

AAG TTG
Lys Leu

Leu

126

ATG
Met

GTC
Val

CTC ATG CTG
Leu Met Leu

135

GCG
Ala
10

144

GCC
Ala

Leu

Ser

153

CAG CAC
Gln His

TGC
Cys

162

GCA GGC
Ala Gly

TAC

171

Ser
20

Gly

Cys

180

CcCcC
Pro

TTA
Leu

TTG GAG AAT
Leu Glu Asn

189

Val

198

ATT
Ile

Ser.

30

ARG

Lys

207

ACA ATC
Thr Ile

AAT
Asn

216

CAA GTG
Gln Val

CCA
Pro

225

Ser Lys

ACT
Thr
40

234

GAA
Glu

TAC

ARA GAA CTT
Lys Glu Leu

243

Leu

252

Gln

Glu

TTC
Phe

261

ATA GAC
Ile Asp
50

GAC
Asp

270

GCC ACT
Ala Thr

AAT
Asn

279

AAT
Asn

ACA
Thr

GCC
Ala

288

ATA
Ile

GAT
Asp
60

GAA TTG AAG
Glu Leu Lys

297

GAA
Glu

306

Cys

Phe

Leu

315

ACG
Thr
70

AAC CAA
Asn Gln

324

GAA ACT

Asp Glu Thr

AGC

Leu Ser

333 .

AAT
Asn

342

GTT
val

Glu

GTG TTT ATG
Val Phe Met
80

351

Gln

360

TTA
Leu

ATA
Ile

TAT
Tyr

369 -

AGT
Ser

GAC AGC
Asp Ser

378

TGT GAT

Cys Asp
90

Leu

387

TTA

Leu Phe

TAA

-,k

396

TCT

GCA AGA CCT

408

414

AGA

423

ACT GCA GGG

432

TAT GGT GAG

441

cca

ACT

450

ACG

GAT

TGC TGC AAA

459

cca

468

CAC

477

TTT CTT ATG

486

TTT TAC

495

TAC

TTA ATA AAT

TGA TGG

AAT TGT TGA

Obrazek 2

AAC

CTG

CTa

TAC

ATG TTT ATT
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Mamaglobinovy protein je secernovan
proliferujici prsni zlazou

Anti- hMAM
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