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(57) 요 약

정상 유방 세포 표현형 및 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 및 비타민 D 수용체(VDR)의 다양한 발

현 수준을 기준으로 한 유방암에 대한 신규 분류 시스템이 개재되어 있다. 본 발명은 암성 조직에서 ER, AR, 및

VDR의 수준을 측정하는 단계, 및 유방 암을 발현 수준에 따라 상기-나타낸 범주로 분류하는 단계를 포함하여, 유

방 암을 분류하는 방법을 포함한다. 본 발명은 환자에서 유방 암의 예후를 예측하는 방법 및 유방 암이 분류되는

범주에 따라 유방 암에 대한 치료 요법을 결정하는 방법을 포함한다. 본 발명은 암성 조직에서 검출된 ER, AR,

및 VDR의 발현 프로파일에 따라 유방 암을 치료하는 방법을 포함한다. 이를 검출하는 키트가 또한 제공된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

유방 암 종양에서 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 및 비타민 D 수용체(VDR) 발현의 실질적인 결

여에 의해 정의된 제1의 범주;

유방 암 종양에서 ER, AR, 및 VDR 중의 하나만의 발현으로 정의된 제2 범주;

유방 암 종양에서 ER, AR, 및 VDR 중의 2개의 어떠한 조합의 발현으로 정의된 제3의 범주; 및

유방  암  종양에서  ER,  AR,  및  VDR  각각의  발현으로  정의된  제4의  범주를 포함하는,  유방  암에 대한 분류

시스템.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주가, 종양 세포의 약 1%  미만이 상기 종양내에서 ER, AR, 및 VDR의 발현을

갖는 것으로 정의되는 시스템.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주가, 종양 세포의 약 5% 미만이 상기 종양내에서 ER, AR, 및 VDR의 발현을

갖는 것으로 정의되는 시스템.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주가, 종양 세포의 약 10% 미만이 상기 종양내에서 ER, AR, 및 VDR의 발현을

갖는 것으로 정의되는 시스템.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주가, 종양 세포의 약 30% 미만이 상기 종양내에서 ER, AR, 및 VDR의 발현을

갖는 것으로 정의되는 시스템.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주가, 종양 세포의 약 50% 미만이 상기 종양내에서 ER, AR, 및 VDR의 발현을

갖는 것으로 정의되는 시스템.

청구항 7 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주, 상기 제2의 범주, 상기 제3의 범주, 및 상기 제4의 범주의 종양내 ER,

AR, 및 VDR의 발현 수준이 정상의 유방 조직에서 ER, AR, 및 VDR의 발현 수준에 상응하는 시스템.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 상기 제1의 범주, 상기 제2의 범주, 상기 제3의 범주, 및 상기 제4의 범주의 종양이 환자에

서 유의적인 생존 차이에 상응하는 시스템.

청구항 9 

환자의 암성 유방 조직에서 발현된 에스트로겐 수용체(ER)의 수준을 측정하는 단계,

상기 환자의 암성 유방 조직에서 발현된 안드로겐 수용체(AR)의 수준을 측정하는 단계,

상기 환자의 암성 유방 조직에서 발현된 비타민 D 수용체(VDR)의 수준을 측정하는 단계,

종양에서 측정된 ER, AR, 및 VDR의 발현 수준을 기반으로 하여 유방 암을 분류하는 단계를 포함하여, 상기 유방
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암을 분류하는 방법.

청구항 10 

청구항 9에 있어서, 상기 환자의 암성 유방 조직내에 발현된 HER2의 수준을 측정하는 단계를 추가로 포함하는

방법.

청구항 11 

청구항 9에 있어서, 상기 종양에서 측정된 ER, AR, 및 VDR의 상기 발현 수준을 기반으로 하여 다수의 범주 중의

하나로 유방 암을 분류하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 12 

청구항 11에 있어서, 상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 중의 어느 하나의 실질적인 발현을 결여한 경우, 유방 암을

제1의 범주로 분류하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 13 

청구항 11에 있어서, 상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 중의 하나 만을 발현하는 경우, 유방 암을 제2의 범주로 분류

하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 14 

청구항 11에 있어서, 상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 중 어느 두개를 발현하는 경우, 유방 암을 제3의 범주로 분류

하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 15 

청구항 11에 있어서, 상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 모두를 발현하는 경우, 유방 암을 제4의 범주로 분류하는 단

계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 16 

청구항 9에 있어서, 상기 종양에서 측정된 ER, AR, 및 VDR의 발현 수준을 정상의 유방 세포에서 측정된 ER, AR,

및 VDR의 발현 수준과 비교하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 17 

청구항 9에 있어서, 상기 유방 암을 분류하는 단계가 상기 유방 암을 호르몬 수용체 음성(HR0) 상태, 단일의 호

르몬 수용체 양성(HR1) 상태, 이중 호르몬 수용체 양성(HR2) 상태, 또는 삼중 호르몬 수용체 양성(HR3) 상태 중

의 어느 하나로서 분류하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 18 

청구항 17에 있어서, 상기 단일의 호르몬 수용체 양성(HR1) 상태를 ER, AR, 및 VDR 중의 어느 하나를 발현하는

것으로 정의하는 방법.

청구항 19 

청구항 17에 있어서, 상기 이중 호르몬 수용체 양성(HR2) 상태를 ER, AR, 및 VDR 중의 2개의 어느 조합을 발현

하는 것으로 정의하는 방법.

청구항 20 

청구항 17에 있어서, 상기 삼중 호르몬 수용체 양성(HR3) 상태를 ER, AR, 및 VDR 중 모두를 발현하는 것으로 정

의하는 방법.

청구항 21 

환자의 유방 조직의 종양에서 발현된 에스트로겐 수용체(ER)의 수준을 측정하는 단계;
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상기 환자의 종양에서 발현된 안드로겐 수용체(AR)의 수준을 측정하는 단계;

상기 환자의 종양에서 발현된 비타민 D 수용체(VDR)의 수준을 측정하는 단계;

상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 모두를 발현하는 경우 보다 높은 생존률을 결정하는 단계;

상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 중의 2개만을 발현하는 경우 중간 생존률을 결정하는 단계; 및

상기 종양이 ER, AR, 및 VDR 중의 하나만을 발현하는 경우 보다 낮은 생존률을 결정하는 단계를 포함하는, 유방

암의 진단을 예측하는 방법.

청구항 22 

환자의 암성 유방 조직에서 발현된 에스트로겐 수용체(ER)의 수준을 측정하는 단계;

상기 환자의 암성 유방 조직에서 발현된 안드로겐 수용체(AR)의 수준을 측정하는 단계;

상기 환자의 암성 유방 조직에서 발현된 비타민 D 수용체(VDR)의 수준을 측정하는 단계;

상기 조직이 ER을 발현하는 경우 치료 요법에 적어도 하나의 ER 길항제를 포함시키는 단계;

상기 조직이 AR을 발현하는 경우 상기 치료 요법에 적어도 하나의 AR 효능제를 포함시키는 단계; 및

상기 조직이 VDR을 발현하는 경우 상기 치료 요법에 적어도 하나의 VDR 효능제를 포함시키는 단계를 포함하여,

유방 암 환자에 대한 치료 요법을 결정하는 방법.

청구항 23 

청구항 22에 있어서, 수용체 중 하나 이상의 유형이 상기 암성 유방 조직에서 발현되는 경우 치료 요법에 적어

도 하나의 ER 길항제, 적어도 하나의 AR 효능제, 및 적어도 하나의 VDR 효능제의 조합을 포함시키는 단계를 추

가로 포함하는 방법.

청구항 24 

청구항 22에 있어서, 상기 환자의 암성 유방 조직에서 발현된 HER2의 수준을 측정하는 단계 및 상기 조직이

HER2를  발현하는 경우 적어도 하나의 HER2  억제제를 상기 치료 요법에 포함시키는 단계를 추가로 포함하는

방법.

청구항 25 

청구항 22에 있어서, 상기 치료 요법에 화학치료요법을 포함시키는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 26 

청구항 22에 있어서, 상기 치료 요법에 상기 종양의 조사(radiation)를 포함시키는 단계를 추가로 포함하는 방

법.

청구항 27 

환자의 유방 암 종양에 존재하는 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 및 비타민 D 수용체(VDR)의 수

준을 측정하는 단계, 및

ER이 상기 유방 암 종양에서 검출되는 경우 상기 환자에게 치료학적 유효량의 적어도 하나의 ER 길항제를 제공

하는 단계,

AR이 상기 유방 암 종양에서 검출되는 경우 상기 환자에게 치료학적 유효량의 적어도 하나의 AR 리간드를 제공

하는 단계, 및

VDR이 상기 유방 암 종양에서 검출되는 경우 치료학적 유효량의 적어도 하나의 VDR 효능제를 상기 환자에게 제

공하는 단계를 포함하는, 상기 유방 암의 치료 방법.

청구항 28 

청구항 27에 있어서, 환자의 상기 유방 암 종양에서 HER2의 수준을 측정하는 단계, 및 HER2가 상기 유방 암 종
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양에서 검출되는 경우 치료학적 유효량의 적어도 하나의 HER2 억제제를 제공하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 29 

청구항 28에 있어서, AR 및 HER2 둘 다가 상기 유방 암 종양에서 검출되는 경우 치료학적 유효량의 적어도 하나

의 AR 길항제를 상기 환자에게 제공하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 30 

청구항 28에 있어서, AR이 상기 유방 암 종양에서 검출되고 HER2가 상기 유방 암 종양에서 실질적으로 검출되지

않는 경우 치료학적 유효량의 적어도 하나의 AR  효능제를 상기 환자에게 제공하는 단계를 추가로 포함하는

방법.

청구항 31 

청구항 27에 있어서, 적어도 하나의 ER 길항제, 적어도 하나의 AR 리간드, 및 적어도 하나의 VDR 효능제가 약제

학적으로 허용되는 담체를 포함하는 것으로서 정의되는 방법.

청구항 32 

청구항 27에 있어서, 치료학적 유효량의 적어도 하나의 ER 길항제, 적어도 하나의 AR 리간드, 및 적어도 하나의

VDR 효능제를 동시에 제공하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 33 

청구항 27에 있어서, 치료학적 유효량의 적어도 하나의 ER 길항제, 적어도 하나의 AR 리간드, 및 적어도 하나의

VDR 효능제를 연속적으로 제공하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 34 

청구항 27에 있어서, 특수한 환자의 유방 암 종양에서 검출된 ER, AR 및 VDR의 발현 수준을 기반으로 하여 상기

환자의 유방 암을 분류하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 35 

청구항 27에 있어서, 적어도 하나의 투여량의 화학치료제를 상기 환자에게 투여하는 단계를 추가로 포함하는 방

법.

청구항 36 

청구항 27에 있어서, 적어도 하나의 투여량의 방사선을 상기 종양에게 투여하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 37 

에스트로겐 수용체(ER)의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 소정량의 일차 항체,

안드로겐 수용체(AR)의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 소정량의 일차 항체, 및

비타민 D 수용체(VDR)의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 소정량의 일차 항체를 포함하는 항체 염색

키트(antibody staining kit).

청구항 38 

청구항 37에 있어서, HER2의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 소정량의 일차 항체를 추가로 포함하는

키트.

청구항 39 

청구항 37에 있어서, ER, AR, 및 VDR에 대한 상기 일차 항체 중 적어도 하나에 결합할 수 있는 소정량의 이차

항체를 추가로 포함하는 키트.

청구항 40 
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청구항 37에 있어서, 이차 항체의 존재를 검출할 수 있는 가시화 장치를 추가로 포함하는 키트.

청구항 41 

에스트로겐 수용체(ER) 단백질에 결합할 수 있는 소정량의 제1의 프로브,

안드로겐 수용체(AR) 단백질에 결합할 수 있는 소정량의 제2의 프로브, 및

비타민 D 수용체(VDR) 단백질에 결합할 수 있는 소정량의 제3의 프로브를 포함하는 키트.

청구항 42 

청구항 41에 있어서, 소정량의 적어도 하나의 검출 프로브를 추가로 포함함으로써 상기 제1의 프로브, 상기 제2

의 프로브, 및 상기 제3의 프로브 중 어느 것의 검출을 허용하는 단계를 추가로 포함하는 키트.

청구항 43 

청구항 41에 있어서, HER2 단백질에 결합할 수 있는 소정량의 제4의 프로브를 추가로 포함하는 키트.

청구항 44 

청구항 43에 있어서, 소정량의 적어도 하나의 검출 프로브를 추가로 포함함으로써 상기 제1의 프로브, 상기 제2

의 프로브, 상기 제3의 프로브, 및 상기 제4의 프로브 중 어느 것의 검출을 허용하는 키트.

청구항 45 

에스트로겐 수용체(ER) mRNA에 결합할 수 있는 소정량의 제1의 프로브,

안드로겐 수용체(AR) mRNA에 결합할 수 있는 소정량의 제2의 프로브, 및

비타민 D 수용체(VDR) mRNA에 결합할 수 있는 소정량의 제3의 프로브를 포함하는 키트.

청구항 46 

청구항 45에 있어서, 소정량의 적어도 하나의 검출 프로브를 추가로 포함함으로써 상기 제1의 프로브, 상기 제2

의 프로브, 및 상기 제3의 프로브 중 어느 것의 검출을 허용하는 키트.

청구항 47 

청구항 45에 있어서, HER2 mRNA에 결합할 수 있는 소정량의 제4의 프로브를 추가로 포함하는 키트.

청구항 48 

청구항 47에 있어서, 소정량의 적어도 하나의 검출 프로브를 추가로 포함함으로써 상기 제1의 프로브, 상기 제2

의 프로브, 상기 제3의 프로브, 및 상기 제4의 프로브 중 어느 것의 검출을 허용하는 키트.

청구항 49 

에스트로겐 수용체(ER) 활성을 검출할 수 있는 소정량의 제1의 프로브,

안드로겐 수용체(AR) 활성을 검출할 수 있는 소정량의 제2의 프로브, 및

비타민 D 수용체(ER) 활성을 검출할 수 있는 소정량의 제3의 프로브를 포함하는 생검정 키트.

청구항 50 

청구항 49에 있어서, 상기 제1의 프로브가 ER의 적어도 하나의 파트너 단백질의 존재를 검출하는 키트.

청구항 51 

청구항 49에 있어서, 상기 제2의 프로브가 AR의 적어도 하나의 파트너 단백질의 존재를 검출하는 키트.

청구항 52 
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청구항 49에 있어서, 상기 제3의 프로브가 VDR의 적어도 하나의 파트너 단백질의 존재를 검출하는 키트.

청구항 53 

청구항 49에 있어서, HER2 활성을 검출할 수 있는 소정량의 제4의 프로브를 추가로 포함하는 키트.

청구항 54 

청구항 53에 있어서, 상기 제4의 프로브가 HER2의 적어도 하나의 파트너 단백질의 존재를 검출하는 키트.

발명의 설명

기 술 분 야

연방-지원된 연구 및 개발에 관한 기술[0001]

본 발명은 국립 암 연구소 및 유방암 연구 기관(National Cancer Institute and the Breast Cancer Research[0002]

Foundation)에 의해 수여된 등록 번호 제R01-CA146445-01호 하에 미국 정부 지원으로 이루어졌다. 미국 정부는

본 발명에 대해 특정 권리를 가질 수 있다.

발명의 배경[0003]

발명의 분야[0004]

본 발명은 질병 분류, 및 보다 구체적으로 암 및 유방 암 분류에 관한 것이다. 이는 또한 유방 암과 같은 질병[0005]

의 분류 방법 및 이러한 분류를 기준으로 한 치료 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

관련 분야의 설명[0006]

유방  암은  현재  미국에서  여성에  대한  사망의  제2의  주된  원인이며,  여성에게서  가장  일반적으로  진단된[0007]

암이다. 전체적으로, 미국에서 8명의 여성 중 1명이 이들의 생애에서 유방암으로 진행될 것이다. 매년, 40,000

명 이상의 여성이 미국에서만 유방 암으로 사망할 것이다. 전문가들은, 조기 검출이 유방 암으로부터 보다 우수

한 결과에 대한 하나의 중요한 요소임에 동의하고 있다. 그러나, 유방 암과 같은 질병을 적절하게 검출하기 위

해서는, 의학계는 우선 당해 질병을 이해하고 이의 다양한 형태에서 이를 인식할 수 있어야만 한다. 따라서, 정

밀한 진단 및 치료 개발을 허용하기 위해서는, 특수 질병에 대해 정밀하고 균일하게 허용되는 분류 시스템을 갖

는 것이 중요하다.

질병들을 분류하기 위한 많은 방법들이 있지만, 지난 2세기에 걸쳐서 정상 조직의 형태학 및 기능이 동일한 조[0008]

직의 다양한 질병을 정의하기 위한 참고점으로서 성공적으로 이용되어 왔다. 가장 주목하게는, 이러한 시도를

사용하여 림프종 및 백혈병과 같은 조혈성 종양을 효과적으로 분류하여 왔다(1). 특히 정상의 조혈 세포 유형에

대한 백혈병 및 림프종의 다양한 아유형의 형태학적 및 분자적 유사성의 발견은 당해 공정에서 중요하였다.

암에 대한 가장 인식가능하고 가장 빠른 진보 중 일부는 조혈성 악성 종양의 치료시 이루어져 왔다(2). 많은 인[0009]

자들이 이러한 상대적인 성공에 기여하여 왔지만, 조혈성악성 종양의 정밀한 분류는 중요한 역활을 하였다. 조

혈성 세포에 대한 비교적 용이한 접근 및 이들 세포의 표면에서 분화(CD) 마커의 세포-형 특이적인 집단의 확인

은 효율적인 면역표현형, 또는 항체 염색을 통해 확인된 것으로서 특수한 단백질 발현 양식을 기준으로 하여 세

포를 분류하는 공정을 허용하였다(3). 이들 CD 마커를 후에 사용하여 특수한 정상 세포형과 거의 동일하였던 표

현형을 지닌 림프종 및 백혈병을 분류함으로써, 이들 질병의 현재의 분류 시스템의 개발을 허용하였다(4,5).  

조혈성 악성 종양을 합리적으로 분류하여 치료하는 데 있어서의 주요 성공에도 불구하고, 고형 종양의 다른 유[0010]

형을 분류하기 위한 정상 세포형의 사용은 광범위하게 모방되지 않아 왔다. 이의 주요 이유는 대부분의 고형 조

직에서  세포형의  다양성의  이해의  결여에  있어왔다.  고형  조직에서  정상  세포  아유형의  특성화는  도전중에

있다.

구체적으로 유방 암과 관련하여, 최근까지, 단지 2개의 세포 유형-내부 내강 세포(inner luminal cell) 및 외부[0011]

근상피 세포가 사람 유방에서 형태학적으로 설명되어 왔다(6). 유방 도관을 포함하는 세포형의 이러한 제한된

이해는 정상 세포형-계 분류 시스템의 개발을 불가능하게 하여왔다. 정상 유방 세포 아형에서 최근에 보다 관심
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이 집중되고 있지만, 이러한 연구는 기존의 사람 유방 종양 표현형과 관련시키기 어려웠다(7).

현재, 사람 유방암은 에스트로겐 수용체(ER+), 및 사람 상피 성장 인자 수용체 2(HER2+)의 존재를 기반으로 하[0012]

여, 또는 삼중-음성 유방암(ER/PR/HER2-, TNBC)에 있어서 이들의 부재에 의해 3개의 범주로서 임상적으로 그룹

화된다. 그러나, 이러한 현재의 분류는 다양한 유방암 아형의 큰 이질성을 고려하지 않았으므로, 불충분한 분류

시스템이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

그러나, 암, 및 특히 유방 암의 보다 정밀한 분류가 요구되고 있다. 의학 및 치료 과학은, 유방 암 종양이 수년[0013]

동안, 많게는 15 또는 20년까지 휴면기 또는 무증상일 수 있으며, 이러한 장기간의 기간 후에 드러날 수 있다.

스트레스 및 폐경기와 같은 호르몬 변화는 암 악성 종양 및 공격성으로의 이동을 가져오는 것으로 알려져 있다.

따라서, 유방 암 뿐 아니라, 유방 암의 어떠한 유형도 보다 적절하게 진단하는 방법을 가짐으로써 무증상 상태

또는 휴면기에도 불구하고 보다 우수한 환자 결과, 및 어떠한 치료가 가장 효과적일 수 있는지의 보다 우수한

정보를 갖는 것이 유리할 수 있다.

과제의 해결 수단

발명의 요약[0014]

유방 암을 보다 잘 이해하고 치료하기 위해서, 본 발명은 세포 집단의 분화 상태에 따라서, 정상의 유방 세포[0015]

표현형을 기준으로 하는 사람 유방 암에 대한 분류 시스템에 관한 것이다. 적절하고 정밀한 분류 시스템은 유방

암을 이해하는 것 뿐 아니라, 결과적으로 이를 확인하고 치료하는데 있어서 중요하다. 따라서, 이는 유방 암 의

약에 대한 강력한 기반을 제공한다.

본 발명의 분류 시스템은 분류를 위한 정상 유방 세포 표현형에 대한 유방 암 세포의 비교를 기준으로 하며, 이[0016]

는 지금까지 알 수 없었던 것이다. 따라서, 정상의 유방 세포 아유형의 이해는 현재의 발명의 경우 중요하지만,

고형 조직에서 정상의 유방 세포 표현형을 특성화하는 것은 지금까지 시도되어 왔다. 정상의 사람 유방은 젖을

생산하는 소엽과 젖을 유두로 수송하는 소엽간 도관으로 구성된다. 도관과 소엽 사이의 해부학적 차이는 유방

암의 병리생리학을 이해하는데 있어 중요하다. 사람 유방 종양의 방대한 대부분은 현재 이들의 기원 세포(cell-

of-origin)과 관련되지 않은 이유로 인하여 병리학자들에 의해 "도관 암종" 또는 "소엽 암종"으로서 형태학적

배경으로 분류되고 있다. 그럼에도 불구하고, 이러한 난해 용어는, 도관 및 소엽 유방 암이 정상적인 도관 및

소엽 각각에서 개시한다는 일반적인 오개념을 초래하였다. 그러나, 이들의 명칭에도 불구하고, 종양형 둘 다에

대한  조기  진행  단계  중의  거의  모두는  유방  소엽을  거의  독점적으로  포함한다.  따라서,  조직  구조

(architecture)를 보존하고 도관, 소엽 및 상피의 상이한 층의 구별을 허용하는 면역조직화학적(IHC) 염색과 같

은 방법을 사용하여 소엽내 정상 세포를 구체적으로 실험하는 것은 본 발명의 분류 시스템을 측정하는데 있어서

첫번째 단계이었다.

최근까지 단지 2개의 세포형이 사람 유방에서 형태학적으로 설명되어 왔다; 내강 세포(inner luminal cell) 및[0017]

외부 근상피 세포(6). 유방 도관을 포함하는 세포형의 이러한 제한된 이해는 정상 세포형-계 분류 시스템의 개

발을 방해해 왔다. 이러한 요구를 충족시키기 위하여, 본 발명은 이전에 수행하지 않았던 방식으로, 정상의 유

방 세포 아형, 및 유방암 아형을 특성화하고, 유방암을 보다 정밀하게 설명하는 방법에 관한 것이다.

보다 특히, 본 발명은 적어도 조직내 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 및 비타민 D 수용체(VDR)의[0018]

발현 프로파일을 기반으로 적어도 4개의 범주(본원에서 HR0-HR3로서 나타냄)를 포함하는, 정상 유방 세포 표현

형을 기반으로 하는 유방 암에 대한 분류 시스템에 관한 것이다. 제1 범주(HR0)는 ER, AR, 또는 VDR 중의 어느

것도 발현하지 않는 조직을 포함한다. 제2 부류(HR1)는 ER, AR, 또는 VDR 중 어느 하나만을 발현하는 조직을 포

함한다. 제3 부류(HR2)는 ER, AR, 및 VDR 중 2개의 어떠한 조합을 갖는 조직을 포함한다. 그리고 제4 부류(HR

3)는 ER, AR, 및 VDR 중 3개 모두를 발현하는 조직을 포함한다. 이들 4개의 부류 각각은 팬-내강(pan-luminal)

마커 K7, K8, K18, 증식하는 세포 마커 Ki67, 및 K5와 같은 특정의 다른 마커들의 존재를 기반으로 소부류로 추

가로 나누어질 수 있다. 유방 암의 다양한 유형을 보다 잘 분류할 수 있다는 것은 보다 우수하고 보다 정밀한

진단을 의미한다. 따라서, 본 발명은 또한 종양 시료 속에서 ER, AR, 및 VDR 발현의 수준을 측정하는 단계 및

본원에 기술된 분류 시스템에 따라 유방 암의 유형을 분류하는 단계를 포함하여, 유방암을 분류하는 방법을 포
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함한다.

ER/AR/VDR 발현을 기반으로 한 유방 암의 4가지 주요 범주 각각은 현재 이용가능한 것보다 더 정밀한 진단의 예[0019]

측을 허용하는, 상이한 생존률과 관련되어 있다. 따라서, 본 발명은 또한 종양 또는 암 조직에서 ER, AR, 및

VDR의 수준을 측정하는 단계, 및 본원에 기술된 분류 시스템을 기반으로 생존률을 측정하는 단계를 포함하는,

유방암의 진단을 예측하는 방법에 관한 것이다. 구체적으로, 3개의 모든 ER, AR, 및 VDR을 발현하는 종양을 지

닌 환자는 호르몬 수용체들 중 2개만을 발현하는 것보다 더 우수한 생존 결과를 가지며, 이는 호르몬 수용체 중

하나 만을 발현하는 것들보다 여전히 보다 더 우수하다. 호르몬 수용체가 발현되지 않는 경우, 생존률은 진단

후 처음 5년 동안 거의 양호하지 않으나, 이후 보다 더 우수하게 된다.

본 발명은 또한 치료 요법(treatment regimen)을 결정하는 방법, 및 유방 암에 존재하는 ER, AR, 및 VDR의 발현[0020]

프로파일에 의존하여, 유방암을 치료하는 방법에 관한 것이다. 호르몬 치료는 암 조직에 존재하거나 발현되는

상응하는 수용체에 대해 제공된다. 하나 이상의 호르몬 수용체가 존재하는 경우에, 다중 호르몬 치료 요법 및

투여가 고려된다. 이는 암의 중증도 및 진행에 의존하여, 독립적으로 또는 또한 화학치료요법 및/또는 방사선

치료와 함께 수행될 수 있다.

본 발명은 또한, 조직 샘플 속에서 ER, AR, 및 VDR의 존재를 검출하기 위해 염색 조직에서 사용하기 위한 염색[0021]

키트에 관한 것이다. 당해 키트는 ER, AR, 및 VDR에 대해 특이적인 항체를 포함하며, 또한 검출 및 가시화를 위

한 제2 항체를 포함할 수 있다.

본 발명의 이들 및 다른 목적, 특징 및 장점은, 도면 뿐만 아니라 상세한 설명도 고려하는 경우 보다 명확해질[0022]

것이다.

도면의 간단한 설명

도면의 간단한 설명[0023]

본 발명의 특성을 완전히 이해하기 위하여, 참고는 첨부된 도면과 관련하여 취해진 다음의 상세한 설명에 대해

이루어져야 하며, 여기서:

도  1은  정상의  사람  유방의  해부학  및  정상의  사람  유방  상피에서  케라틴,  분화  클러스터(cluster

differentiation: CD) 마커 및 호르몬 수용체의 발현 패턴을 나타낸다. (A) 소엽 및 소엽내 도관을 나타내는,

정상의 사람 유방 상피의 헤마톡실린 및 에오신(H&E) 염색된 단면. (B) 정상의 사람 유방 상피에서 케라틴 K14

에 대한 면역조직화학. 소엽내 도관은 근상피 세포에서만 K14(갈색)로 염색되지만, 소엽내 근상피 세포의 대부

분은 당해 단면에서 K14에 대해 음성이다. (C-H)   클러스터 분화에 대한 면역조직화학은 마커 CD49f,  Muc1,

CD133, CD24, CD44 및 CD326(Ep-CAM)을 표지한다. 이들 마커는 소엽 및 도관에서 대부분의 관강 상피 세포에서

양성이었다. 소엽과 도관 사이에 차별적인 표현은 없었다. 일부 세포는 보다 낮은 수준으로 발현하였고 다른 것

은 보다 높은 수준으로 발현하였지만, 명백하게 양성 및 음성인 집단은 아니었다. (I) 에스트로겐 수용체(ER)

(적색으로 나타냄) 및 CD326(녹색으로 나타냄)(Ep-CAM)에 대해 염색하는 면역형광성은, ER[+] 및 ER[-] 세포가

CD326[+]임을 나타낸다. 따라서, 이들 2개의 마커의 발현 사이에 상관관계는 없다. (J) ER(녹색) 및 K5(적색)에

대한 면역형광성 염색은, ER[+] 및 K5[+] 염색이 이원성(이상성: biphasic)임을 나타낸다. CD 마커와는 달리,

각각의 마커에 대해 명확하게 양성인 세포 집단 및 명확하게 음성인 세포 집단이 존재하며, ER[+] 및 K5[+]는

상호 배타적인데, 즉 세포가 K5[+]인 경우, 이는 거의 항상 ER[-]이며, 역으로도 그러하다.

도 2는 정상의 사람 유방에서 중간 필라멘트(intermediate filament) 및 에스트로겐 수용체(ER)의 면역형광성

영상을 나타낸다. (A) K7/18(갈색), (B) K18(적색) 및 K19(갈색), (C) K5/14(갈색), (D) CD10(적색) 및 K14(갈

색), (E) K5/14(갈색) 및 평활근 액틴(SMA-적색), (F) K18(녹색), K14(적색), K18 및 K14(황색)를 둘 다 발현

하는 세포, (G) K5/14(적색) 및 에스트로겐 수용체(ER-갈색)를 사용한 정상의 사람 포르말린-고정된, 파라핀-봉

매된(FFPE) 단면의 단일 및 이중 면역염색. 이러한 세포 집단[K5+, K14+ 또는 K17+]은, 조직 단면이 이들 마커

로 동시에 염색되지 않기 때문에 지정된다. (H) ER 및 K5/7/14/17/18/19의 발현을 기반으로 한 정상의 관강 상

피 세포의 분화 단계를 나타내는 벤 다이어그램(Venn diagram), (I) Ki-67(갈색) 및 K5/14(청색), (J) 에스트

로겐 수용체(ER-녹색) 및 증식 마커 Ki-67(적색), (K) K18(적색) 및 Ki-67(갈색), (L) ER, 케라틴 및 Ki-67을

기반으로 한 정상의 관강 상피 세포의 분화 단계를 나타내는 벤 다이어그램. 임뮤노퍼옥시다제(A-E, G, I 및

K), 및 면역형광성(F, J) 염색의 합해진 영상이 나타나 있다. 다수의 환자 샘플로부터 선택된 대표적인 영상이

나타나 있다(n=36).
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도 3은 정상의 사람 유선 도관 대 소엽에서 케라틴 5, 14 및 17 발현을 나타낸다. (A-B) 마우스 유선의 케라틴

5 면역염색은, K5가, 관강 K5 발현이 풍부한 사람 유방과는 달리, 근상피세포 층에서만 발현됨을 나타낸다(K5=

갈색). (C-E) 케라틴 5, 14 및 17은 정상의 사람 유방 조직에서 근상피(기저) 층에서 발현된다(청색의 대조 염

색과 함께, 갈색으로 나타난 K5, 14, 17). (F-H) 케라틴 5, 14 및 17은 정상의 사람 유방 조직의 소엽에서 관강

층에서 발현된다(청색의 대조 염색과 함께, 갈색으로 나타난 K5, 14, 17). (I-K) 공통의 근상피 마커 CD10 및

SMA를  사용한  이중  면역염색은,  K5/14/17  세포가  관강  다음의  CD10/SMA[+]  근상피  세포  위에  위치함을

나타낸다.  갈색으로  나타난  K5(I),  갈색으로  나타난  K14(J),  적색으로  나타난  K17(K),  적색으로  나타난

CD10(I), 적색으로 나타난 SMA(J), 갈색으로 나타난 CD10(K). (L-P) K5+ 세포의 빈도는 동일한 사람으로부터의

동일한 단면에서조차 소엽 대 소엽에서 현저하게 상이할 수 있다. (L) 많은 소엽에서 K5+ 세포는 거의 존재하지

않는다. (M) 드물게 소엽 K5는 일부 근상피 세포에서 발현되지만 관강 세포에서는 발현되지 않는다. (N) 많은

소엽에서 관강 세포의 거의 1/2은 K5+이다. (O-P) 단일의 K5 염색(갈색으로 나타남, 패널 M), 또는 이들 세포의

관강 특성을 확인하는 이중 면역염색(적색으로 나타난 K5, 녹색으로 나타난 SMA, 패널 N)에도, 일부 소엽에서

거의 모든 관강 세포는 K5+이다. (Q-S) 동일한 소염의 일련의 단면의 이중 면역엽색은, 일부 소엽에서 거의 모

든 세포는 K5 및 K18 이중 양성임을 나타낸다. 적색으로 나타난 K5, 갈색으로 나타난 K14(Q), 적색으로 나타난

K18, 갈색으로 나타난 K14(R), 갈색으로 나타난 K5, 청색으로 나타난 K18(S). (T) 이중 면역염색은, 일부 소엽

에서 거의 모든 관강 세포가 이중 K18 및 K14 양성임을 나타낸다. 녹색으로 나타난 K18, 적색으로 나타난 K14,

황색으로 나타난 K14/18 이중 양성 세포. (U) 대부분의 K5 관강 세포는 분화 마커인, Muc1을 발현한다. 녹색으

로 나타난 K5, 적색으로 나타난 Muc1.

도 4는 정상의 사람 유방에서 중간 필라멘트, 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR) 및 비타민 D 수용체

(VDR)의 발현의 면역형광성 영상을 나타낸다. 정상의 사람 유방 FFPE 단면의 이중 면역염색(A, J) 및 합해진 면

역형광성 영상(B, C, E-I, K-M)이 나타나 있다. 벤 다이어그램은, 관강(D, N) 및 근상피(O) 세포형의 분화 상태

를 나타낸다. (A) K5/14(적색) 및 안드로겐 수용체(AR, 갈색). (B) 안드로겐 수용체(AR, 녹색) 및 증식 마커

Ki-67(적색). (C) ER(녹색), AR(적색) 및 이중 양성 세포(황색). (D) ER, 케라틴, Ki-67 및 AR을 기반으로 한

정상의 관강 상피 세포의 분화 상태를 나타내는 벤 다이어그램. (E) CD10(녹색) 및 비타민 D 수용체(VDR, 적

색).(F)  VDR(적색)  및  Ki-67(녹색).  (G)  K5(녹색)  및  VDR(적색).  (H)   AR(녹색),  VDR(적색)  및  이중

양성(황색). (I) ER(녹색), VDR(적색) 및 이중 양성(황색). (J) CD10(적색) 및 Ki-67(갈색). (K) ER(녹색) AR

(적색)  VDR(청색),  ER+AR(황색),  ER+VDR(보라색),  VDR+ER(연청색),  (L)  삼중  호르몬  수용체  양성  세포

ER+AR+VDR(HR3+,  백색).  (M)  HR3+(ER+AR+VDR)  세포(녹색),  증식 마커 Ki-67(적색),  및 핵 마커 DAPI(청색).

(N-O) 완전한 마커 페널을 기반으로 한 정상의 관강(N) 및 근상피(O) 유방 세포의 분화 단계를 나타내는 벤 다

이어그램. 다수의 환자 샘플로부터 선택된 대표적인 영상이 나타나 있다(n=36). 

도 5는 K14 및 K5를 사용한 호르몬 수용체 ER, AR 및 VDR의 동시-발현 빈도를 나타내는 표이다. 각각의 열은 나

타낸 이중 면역염색으로 염색된 상이한 정상의 유방 단면이다. 각각의 마커(컬럼 1-2),  마커 둘 다(컬럼 3)에

대해 양성인 세포의 총 수, 각각의 마커 및 마커 둘 다(컬럼 6)에 대해 양성인 세포의 분획으로서 이중-양성 세

포의 퍼센트(컬럼 4-5)가 묘사되어 있다.

도 6은 증식 마커 Ki-67을 사용한 호르몬 수용체 ER, AR, 및 VDR의 동시-발현 빈도를 나타내는 표이다. 각각의

열은 나타낸 이중 면역염색으로 염색된 상이한 정상의 유방 단면이다. 각각의 마커에 대해(컬럼 1-2), 마커 둘

다에 대해(컬럼 3) 양성인 세포의 총 수, 각각의 마커(컬럼 4-5) 및 마커 둘 다(컬럼 6)에 대해 양성인 세포의

분획으로서 이중-양성 세포의 퍼센트가 묘사되어 있다.

도 7은 정상의 사람 유방의 관강 층 세포내 호르몬 수용체 ER, AR 및 VDR의 동시-발현 빈도를 나타내는 표이다.

각각의 열은 나타낸 이중 면역염색으로 염색된 상이한 정상의 유방 단면이다. 각각의 마커(컬럼 1-2),  마커 둘

다(컬럼 3), 각각의 마커(컬럼 4-5) 및 마커 둘 다(컬럼 6)에 대해 양성인 세포의 분획으로서 이중-양성 세포의

퍼센트가 묘사되어 있다.

도 8은 증식 마커 Ki-67을 사용한 호르몬 수용체 K14, K5, 및 CD10의 동시-발현 빈도를 나타내는 표이다. 각각

의 열은 나타낸 이중 면역염색으로 염색된 상이한 정상의 유방 단면이다. 각각의 마커(컬럼 1-2),  마커 둘 다

(컬럼 3)에 대해 양성인 세포의 총 수, 각각의 마커(컬럼 4-5) 및 마커 둘 다(컬럼 6)에 대해 양성인 세포의 분

획으로서 이중-양성 세포의 퍼센트가 묘사되어 있다.

도 9는 K18을 사용한 K14 및 K5의 동시-발현 빈도를 나타내는 표이다. 각각의 열은 나타낸 이중 면역염색을 사

용하여 염색된 상이한 정상 유방 단면이다. 각각의 마커(컬럼 1-2),  마커 둘 다(컬럼 3)에 대해 양성인 세포의
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총 수, 각각의 마커(컬럼 4-5) 및 이중 마커(컬럼 6)에 대해 양성인 세포의 분획으로서 이중-양성 세포의 퍼센

트가 묘사되어 있다.

도 10은 14개의 상이한 마커로 확인된 다수의 정상 유방 세포 아형을 사용한 다수의 공여자(n=36)로부터의 정상

의 사람 유방 단면의 면역염색 결과를 나타내고, 이를 기반으로 분류하기 위한 그룹화를 생성하는 표이다. 사람

유방 소엽(L1-11)의 관강 층내 11개의 분화 상태는 호르몬 수용체 음성(HR0; L1-3), 단일 호르몬 수용체 양성

(HR1+: ER, AR 또는 VDR; L4-L6), 이중 호르몬 수용체 양성(HR2+: ER/AR, ER/VDR, 또는 AR/VDR; L7-L10) 및 삼

중 호르몬 수용체 양성(HR3+: ER/AR/VDR; L11) 상태로 그룹화된다. 모든 관강 세포는 K7/18 및 Cld-4를 발현하

였다.  근상피 층에서,  모든 세포는 K5/14/17[-]  또는 K5/14/17[+](My1  및 My2)인 2개의 아형과 함께,  SMA,

CD10 및 p63을 발현하였다.

도 11은 도 12의 면역형광성 데이타를 생성하는데 사용된 다양한 항체를 나열하는 표이다.

도 12는 정상의 사람 유방에서 반응계내에서 12개의 상이한 마커의 다중 면역형광성 실험을 나타낸다. 정상의

유방 상피의 1개의 FFPE 단면은 나타낸 마커에 대한 각각의 항체로 일련 염색되었다: (A) 팬-케라틴, (B) K18,

(C) K5, (D) DAPI,  (E) ER, (F) AR, (G) VDR, (H) Ki-67, (I) SMA. 개개의 면역형광성 염색 영상(A-I)을 합하

여(J-O) 각각의 세포에서 모든 마커의 동시-발현 양식을 나타내었다: (J) K5(적색) 및 SMA(녹색), (K) K5(적색)

및 K18(녹색), (L) ER(적색), AR(녹색), K5(청색), (M) VDR(적색) 및 ER(녹색), (N) VDR(적색) 및 AR(녹색),

(O) AR(적색) ER(녹색) VDR(청색). (P) 완전한 마커 패널을 기반으로 한 정상의 관강 유방 세포의 분화 상태를

나타내는 벤 다이어그램. 다중화된 면역형광성 기술(제조원: GE Healthcare)을 사용하여 획득된 대표적인 영상

이 나타나 있다.

도 13은 정상의 사람 유방 소엽의 다중 면역형광성 염색을 나타낸다. 정상의 유방 상피의 동일한 단면을 마커

Pan-K, K18, K5, ER, SMA, Ki-67, AR, 및 VDR에 대해 일련 평가하였다. 선택된 영상에 대해 합해진 영상이 나

타나 있다. 이 경우에 상이한 마커의 역학적 관계를 나타내는 벤 다이어그램이 나타나 있다. 당해 소엽은 주로

AR+ VDR+ 및 AR/VDR+ 세포로 구성되어 있다. ER+, K5+ 및 Ki-67+ 세포는 드믈다. GE Healthcare 다중화된 면역

형광성 마커 플랫포옴으로부터의 대표적인 영상이 나타나 있다.

도 14는 정상의 사람 유방 소엽의 다중 면역형광성 염색을 나타낸다. 정상의 유방 상피의 동일한 단면을 마커

ER, AR, VDR, Cln-4(클라우딘-4), SMA, K5, K18에 대해 일련 평가하였다. 선택된 영상에 대해 합해진 영상이

나타나 있다. 당해 경우에 다양한 마커의 역학적 관계를 묘사하는 벤 다이어그램이 나타나 있다. 당해 소엽은

주로 K5+, VDR+ 및 K5/VDR+ 세포로 구성되어 있다. ER+, AR+ 및 Ki-67+ 세포는 드물다. GE Healthcare 다중화

된 면역형광성 마커 플랫포옴으로부터의 대표적인 영상이 나타나 있다.

도 15는 정상의 사람 유방 소엽의 동일한 단면의 다중화된 면역형광성 염색의 합해진 영상을 나타낸다. (i) 중

간 수준의 호르몬 수용체(HR)  발현 및 상호 배타적인 Ki-67  양성의 증식 세포(적색)를 지닌 대표적인 유방

소엽. (ii-iii) 거의 전적으로 HR+ 세포(녹색)와 흔하지 않은 K5+(ii) 및 Ki-67+(iii) 세포(적색)으로 구성된

유방 소엽. (iv-v) 거의 전적으로 K5+ 세포(적색)와, 흔하지 않은 Ki-67+(iv) 및 HR+(v) 세포(녹색)로 구성된

유방 소엽. (vi) 다수의 Ki-67+ 세포(적색)를 갖고, HR+ 세포(녹색)가 없는 고 증식성 유방 소엽. (vii) 유방

세포  아형의  추정된  가능한  분화  계통  트리(differentiation  lineage  tree)는  계통발생적 분석 소프트웨어

(Mesquite)를 사용하여 구축하였다. 당해 모델에 따라서, 모든 HR+ 세포는 K5+ 관강 세포 및 근상피 세포(M1-

2)의 일반적인 후대세포와는 상이한 일반적인 후대세포를 갖는다. 모든 3개의 그룹(HR+, K5+, 및 M1-2)의 공통

의 후대세포는 증식하는 일시적-증폭 후대세포형과 일치하는  [Ki-67/K18]-양성 및 [HR/K5/SMA]-음성 세포인 것

으로 여겨진다.

도 16은 (A) ER+(n=51), (B) HER2+(n=46) 및 (C) 3개의 음성 유방암 (n=119)으로 분리된 216개의 사람 유방 종

양(51 ER+, 46 HER2+ 및 119 TNBC 포함)에서 Cld-4, K7, K18, VDR, AR, K5, K14, CD10, SMA, p63, PR, ER 및

HER2의 단백질 수준의 열 지도(heat map)로서, 사람 유방 종양에서 정상의 세포 표현형의 확인을 나타낸다. 관

강 마커(cld-4, K7, K18, VDR 및 AR) 및 기본 마커(CD10, SMA 및 p63)가 나타나 있다. 면역염색된 조직 미세배

열(TMA)  단면은 광학 현미경 및 0  내지 25  규모를 사용하여 점수매겼다. 종양 세포 염색 퍼센트는 (0)=0%,

(1+)=1-20%, (2+)=21-40%, (3+)=41-60%, (4+)=61-80%, 및 (5+)=81-100%로 정량화하였다. 염색 강도는 0 내지 5

로 정량화하였다. 총 점수는 점수 퍼센트를 강도 점수와 곱하여 계산하였다. 황색은 고 발현(점수 25)을 나타내

고 청색은 저 발현(점수 0)을 나타내며; 백색은 중간 발현이다. 상응하는 정상 세포 대조부분의 벤 다이어그램

은 열 지도 다음에 나타낸다. 3개의 음성 종양은 LM1(K5/14-), LM2(K5/14+) 및 M(관강 및 근상피 마커 둘 다를

발현함)으로 분리된다. 계측적 집단화를 수행하였다(쌍식 완전 계통) (D) 관찰된 유방 종양 표현형에 상응하는
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정상 세포 대응부분을 입증하는 표.

도 17은 사람 유방 종양에서 세포 특이적인 마커의 발현을 나타낸다. 정상 조직과 유사하게, ER, AR, VDR, K5,

K7, K14, K18, Cld-4, SMA, CD10은 일반적으로 이항 양식으로 발현되었다. 각각의 마커에 대한 대표적인 예는

조직 미세배열(TMA) 단면에서 인접한 중심에 나타낸다; 좌측에서 음성 중심(<1% 염색, 및 0 강도=0의 점수) 및

우측에서 양성 점수(>80% 염색, 및 5 강도=5의 점수). 이들 점수는 TMA에서 서로에 대해 근접하였다. 반응계내

염색의 장점들 중 하나는 세포 특이적인 발현을 구별하는 능력이다. 예를 들면, SMA/CD10은 일부 경우에 종양

세포(점수가 25인 우측 중심), 및 다른 경우에 기질 세포(점수가 0인 좌측 중심)에서 강력하게 발현하였다. 이

러한 유형의 세포형 특이적인 발현 정보는 종양 추출물의 분자 분석에서 상실된다.

도 18은 사람 유방 종양에서 세포 특이적인 마커의 발현을 나타낸다. (B-E) 정상 조직과 유사하게 종양에서 증

식하는 Ki-67[+] 종양 세포는 ER[+] 종양 세포와 상호 배타적이다. (F-I) 정상 조직과 유사하게, 종양에서 증식

하는 Ki-67[+] 종양 세포는 AR[+] 종양 세포와 상호 배타적이다. (J-M) 정상 조직과 유사하게, 종양에서 증식하

는 Ki-67[+]  종양 세포는 VDR[+] 종양 세포와 상호 배타적이다. (N-Q) 일부 경우에 VDR[+] 세포는 또한 Ki-

67[+]이었으며, VDR 발현과 증식 사이의 관계가ER 및 AR과는 상이함을 나타낸다.

도 19는 본 발명의 분류를 기반으로 한 정상 세포 아형으로부터 초래된 결과를 나타낸다. (A) 본 연구에서 분석

된 간호사의 보건 연구(Nurse's Health Study: NHS) 경우들의 완전한 패널로부터의 ER+, HER2+ 및 TNBC 경우의

분포를 입증하는 파이 그래프(pie graph). (B) 당해 연구에서 분석된 NHS 경우의 완전한 패널로부터 HR0-3 범주

를 기반으로 한 ER+, HER2+ 및 TNBC 사람 유방 종양의 재분류. 유방 종양은 정상 조직 분화를 기반으로 4개의

범주로  나누었다:  ER,  AR  및  VDR을  동시  발현하는  3중-양성  종양(HR3),  ER-AR[+],  AR-VDR[+],  또는  ER-

VDR[+]인 이중 양성 종양(HR2), 호르몬 수용체(ER[+], VDR[+] 또는 AR[+]), 및 ER, AR 및 VDR에 대해 음성인

호르몬-수용체 음성 종양(HR0) 중 하나만을 발현하는 단일-양성 종양(HR1). (C) 호르몬 수용체 상태(HR3+ 모든

양성의 경우, HR2+ 이중 양성의 경우 및 HR1+ 단일 양성의 경우)에 따른 당해 연구에서 면역조직 화학에 의해

점수매겨진 간호사의 보건 연구로부터의 침입성 유방암을 지닌 모든 개인의 전체 생존에 대한 카플란-마이어 분

석(Kaplan-Meier analysis). (D) 855명의 환자의 유방 종양 데이타세트로부터의 모든 침입성 유방 암에 대한 재

발이 없는 생존의 카플란-마이어 분석(37). 종양은 ER에 대한 유전자 발현 값에 따라 순위가 정해지고 50% 컷

오프 점(cut off point)을 기반으로 'ER_고' 또는 'ER_저'로 점수매겨졌다. 동일한 시도를 사용하여 'AR_고 및

AR_저' 그룹, 및 'VDR_고' 또는 'VDR_저'를 확인하였다. 이후에, 이들 그룹을 HR 상태 HR0를 기반으로 조립하였

다, n=141; HR1, n=287; HR2, n=284; HR3, n=143.

도 20은 사람 유방 종양에서 케라틴 5 및 14의 발현을 나타낸다. (A) 정상의 사람 유방 세포에서 mRNA의 분석.

정상의 관강 대 기저 특이적인 프로파일은 고도로 정제된 관강 대 근상피 세포를 프로파일링하는 3개의 상이한

연구를 조합하여 유도시켰다(6, 25). mRNA의 작은 소세트만이 모든 3개의 연구에서 일관되게 관강 및 근상피 세

포 사이에서 차등적으로 발현되었다. 이들은 강력한 관강(녹색 바아) 및 강력한 근상피(흑청색) 대 신호에 대한

기준으로 제공하였다. 3개의 연구 중 2개에서 차등적 발현은 열 지도의 좌측에서의 착색된 바아로 나타낸, 관강

(흑색) 및 근상피(적색) 신호에 대한 기준을 형성하였다(29-31, 54).  합한 사람 유방 mRNA 발현 데이타세트를

이들 관강 기저 유전자의 발현에 대해 분석한 경우, 열 지도 위에 착색된 바아로 표지된, 기저 종양 대 관강(비

-기저) 종양 사이에 유의적인 차이가 없었다; 기저 종양(담청색) 대 관강(비-기저) 종양(핑크색). 열(row)은,

유전자를 나타내고, 컬럼은 각각의 환자로부터의 종양 시료를 나타내며; 과 발현은 주황색으로 나타내고, 저 발

현은 청색으로 나타낸다. (B) K5/6 염색조직화학으로 점수매긴 간호사 보건 연구로부터의 3개의 음성 침입성 유

방암을 사용한 모든 개인의 카플란-마이어 분석(n=172). K5/6[+](n=59) 대 K5/6[-](n=113) 종양 사이에 통게적

으로 유의적인 생존적 차이는 없었다(p=0.56).

도 21은 HR0-3 범주 및 유방암 세포주의 약물 반응을 기반으로 한 사람 유방 종양의 재분류를 나타낸다. (A)

ER+, HER2+ 및 TNBC의 임상 범주에서 HR 0, 1,2 및 3 종양의 빈도를 나타내는 표. (B) HR 분류를 기반으로 유

방 종양의 조성을 나타낸는 벤 다이어그램. (C-D) 호르몬 수용체 범주(HR3+ = 흑색 곡선, HR2+ = 적색 곡선,

HR1+ = 황색 곡선, HR0 = 청색 곡선)에 따라 당해 연구에서 면역조직화학에 의해 점수매겨진 간호사 보건 연구

로부터의 침입성 유방암을 사용한 모든 개인의 카플란-마이어 분석. 생존은 0 내지 5년(C) 및 5 내지 25년(D)

동안 연속된 변수로서 시험하였다.

도 22는 사람 유방 종양계 HR0-3 범주 및 유방 암 세포주의 약물 반응의 재분류를 나타낸다. (E) 간호사 보건

연구로부터의 침입성 유방 암을 지닌 모든 개인의 카플란-마이어 분석. 당해 분석에서 HER2+ 종양을 지닌 환자

는 명백한 그룹으로 분석되었다. (HR3+ = 흑색 곡선, HR2+ = 적색 곡선, HR1+ = 황색 곡선, HR0 = 청색 곡선,
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HER2+ = 핑크색 곡선). (F) 855명의 환자 유방 종양 데이타세트로부터 모든 침입성 유방 암에 대한 폐 전이되지

않은 생존의 카플란-마이어 분석(37). 종양은 ER에 대한 유전자 발현 값에 따라 순위를 정하여 50% 컷포인트를

기반으로 'ER_고' 또는 'ER_저'로 점수매겨졌다. 동일한 시도를 사용하여 'AR_고 및 AR_저' 그룹, 및 'VDR_고'

또는 'VDR_저'를 확인하였다. 이들 그룹을 이후에 HR 상태를 기반으로 조립하였다.

도 23은 사람 유방 종양계 HR0-3 범주 및 유방암 세포주의 약물 반응의 재분류를 나타낸다. (G) mRNA 발현을 기

반으로 한 사람 유방 암 세포주의 HR0-3 분류. 유방 암 세포주는 차등 상태 전사체(Cld-4, K7, K18, VDR, AR,

K5, K14, CD10, SMA, HER2, ESR1(ER)의 mRNA 발현에 의해 집단화하였다. 세포주는, 이들이 나타내는 정상의 분

화 상태에 따라 그룹화하였다(L1-L11). 집단화는 하기 물질 및 방법에서 설명한 바와 같이 수행하였다. 적색은

발현에 있어서의 상대적인 증가를 나타내고, 녹색은 발현에 있어서의 상대적인 감소를 나타내며 백색은 변화가

없음을 나타낸다. (H, I) 유방 암 세포주에서 마커의 웨스턴 블롯 분석 및 이들 결과의 요약된 표.

도 24는 사람 유방 종양계 HR0-3 범주 및 유방 암 세포주의 약물 반응의 재분류를 나타낸다. (J-P) 합해진 호르

몬 치료요법에 대한 HR1-3 유방암 세포주의 반응. 하기 기술된 모든 실험(J-P)에서 저 투여량의 개인의 약물(<

50% 억제)을 사용하여 합해진 2개 약물의 추가 효과를 입증하였다. 각각의 실험은 유사한 결과와 함께 수회 반

복되었으며; 1개의 실험으로부터의 대표적인 결과가 나타나 있다. (J) HR1 세포주의 VDR 및 탁솔 조합 치료:

ER/HER2 음성 유방 암 세포주 BT20, MDA-MB-468 및 SUM159는 전통적으로 TNBC 모델인 것으로 고려되므로, 호르

몬 치료에 대한 후보가 아니다. 그러나, 본 발명자들의 HR 분류에 따르면 이들 HR1(VDR+) 종양은 VDR 효능제를

사용한 치료에 대한 후보물일 수 있다. 이와 일치하여, 증식에 있어서의 감소가, 이들 HR1 유방 암 세포를 VDR

효능제 칼시트롤(Cal, 25nM)을 단독으로 또는 탁솔(0.5nM 또는 1nM)과 같은 화학치료제와 함께 처리하는 경우

관찰되었다. 이들 약물의 조합된 효과는 약물 단독보다 더 컸으며, 부가 효과를 나타낸다. 임상 셋팅에서, 이는

보다 높은 투여량의 탁솔만을 사용하는 것과 동일한 효능으로 각각의 약물의 보다 적은 독성 투여량의 사용을

허용할 수 있다. 이들 결과는, 화학치료요법과 VDR 효능제의 조합이 화학치료요법과 함께 TNBC의 HR1 아형에 대

해 추가로 탐색될 수 있음을 나타낸다. (K) HR2 세포주의 ER 및 VDR 조합 치료: 유방 암 세포주 ZR75B는 ER/VDR

조합  호르몬  치료요법으로  잠재적으로  표적화될  수  있는  ER/VDR+  HR2  종양의  모델이다.  ER-길항제  ICI

182,780(Faslodex, ICI 5nM)를 VDR 효능제 칼시트롤(Cal, 50nM)과 합하여, 약물 단독을 사용하는 것보다 더 큰

이들 약물의 조합된 효과를 생성하였다. 이러한 결과는, ER 길항제와 VDR 효능제의 조합이 HR2 유방암의 아형에

서 추가로 탐색될 수 있었음을 나타낸다. (L) HR3 세포주의 AR 및 VDR 조합 치료: 유방 암 세포주 ER+ T47D는

AR 및 VDR(HR3)을 발현한다. 당해 세포주에서 AR-효능제 R1881(메틸트리에놀론, 50nM)과 VDR 효능제 칼시트롤

(Cal, 50nM)의 조합은 약문 단독보다 더 효과적으로 증식을 억제하였다. 이들 실험은 앞서 기술된 바와 같이

(55, 56), 페놀 적색이 함유되지 않은 DMEM + 5% 목탄 스트리핑된 FBS 및 17-베타 에스트라디올(E2, 10nM)에서

수행되었다. 다수의 실험으로부터의 대표적인 결과가 나타나 있다. 이들 결과는, AR 및 VDR 효능제의 조합이 당

해 HR3 유방 암의 아형에서 추가로 탐색될 수 있음을 나타낸다. (M) HR2/HER2 세포주의 AR 및 HER2 조합 치료:

AR-길항제 플루타미드(Flu 45(N) 및 HER2 억제제 라파트니브(Lap, 0.5μM)의 조합은 HR2+/HER2+ 유방 암 세포

주 MDA-MB-453의 증식을 추가로 억제하였다. (N)  HR2/HER2  세포주의 ER  및 HER2  조합 치료: ER-길항제 ICI

182,780(파슬로덱스, ICI 10nM) 및 HER2 길항제 라파트니브(Lap, 10nM)의 조합은 앞서 기술한 바와 같이(57),

HR3+/HER2+ 유방 암 세포주 BT474의 증식을 추가로 억제하였다. 다수의 실험으로부터의 대표적인 결과가 나타나

있다. 상기 결과(M, N)는, ER 및 AR 길항제와 HER2 표적화된 치료요법의 조합이 HER2+/HR+ 유방 암에 대해 추가

로 탐색될 수 있음을 나타낸다. (O) ER-음성 대조군 세포주(MDA-MB-453)에서 심지어 더 높은 농도(파슬로덱스,

ICI 100nM)에서 조차 이를 ER 길항제 ICI 182,780로 치료하는 경우, 세포 증식의 억제는 관찰되지 않았다. (P)

VDR-음성 대조군 세포주(BT549)에서 이를 VDR 효능제 칼시트리올(Cal)로 10nM, 25nM 및 100nM의 상이한 농도에

서 치료하는 경우, 세포 증식의 억제는 관찰되지 않았다. 대조군 및 100nM 그룹이 또한 나타난다.

도 25는 간호사 보건 연구(1976-1996)에서 교차-분류된 ER/AR/VDR 상태(N=1731)에 의한 참여자 특성의 평균 및

빈도를 나타내는 표이다.

도 26은 간호사 보건 연구에서 HR 상태(HR0, HR1, HR2 및 HR3), 하자드 비(hazard ratio) 및 유방암 특이적인

사망률에 대한 95% CI에 의한 유방 암-특이적인 사망률의 다변량 분석을 나타내는 표이다.

유사한 도면 부호는 도면의 수개의 측면 전체에서 유사 부분을 나타낸다.

상세한 설명

본  발명은  유방  암에  대한  신규  분류  시스템,  및  이러한  분류  시스템을  기반으로  하는  치료  방법에  관한

것이다. 당해 시스템은 정상의 비-암성 유방 조직에서 이들 동일한 호르몬 수용체의 표현형적 세포 발현을 반영
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하는, 유방 조직에서 특정의 호르몬 수용체의 발현 수준을 기반으로 한다. 본 발명은 현재 본원에서 HR0-3으로

나타낸, 4개의 특수한 호르몬 분화 그룹에 상응하는 유방암의 11개의 세포 아형에 관한 것이다. 더욱이, 각각의

분화 그룹은 다양한 정도의 생존 성공율과 관련되어 있다. 따라서, 당해 종양학적 분류 시스템은 또한 사람 유

방암의 모든 아형에 대한 작용가능한 호르몬 치료 전략을 제공하며, 이는, 환자 및 이들이 나타내는 특수한 호

르몬 발현 패턴에 대해 개별화될 수 있다.

본 발명의 분류 시스템 및 이러한 분류 시스템을 기반으로 하는 진단, 예후 진단, 및 치료 방법은, 호르몬이 중

요한 역활을 하는 어떠한 암에도 동일하게 적용된다. 예를 들면, 본 발명이 본원에 유방암의 측면에서 기술되고

설명되어 있다고 해도, 이는, 나열 목적으로 몇가지만 말하자면, 난소, 전립샘, 및 갑상선암 및 명칭에소수에게

적용된다.

본 발명을 상세히 설정하기 전에, 몇가지 용어들을 정의하여 이를 이해하는 것이 도움이 될 수 있으며, 이들은

하기의 다음 단락에 상응하게 설정된다. 달리 정의하지 않는 한, 본원에 사용된 분야의 모든 용어, 표기법 및

다른 과학적 용어 또는 학술용어는, 본 발명이 속한 분야의 기술자가 일반적으로 이해할 의미를 갖는 것으로 의

도된다. 일부 경우에, 일반적으로 이해된 의미를 지닌 용어가 명확성 및/또는 용이한 참고를 위해 본원에 정의

되어 있으며, 본원의 이러한 정의의 포함은 당해 분야에서 일반적으로 이해되는 것보다 실질적인 차이를 나타내

는 것으로 필수적으로 제한되어서는 안된다. 또한, 일반적으로 사용된 사전에 정의된 것들과 같은 용어는 관련

분야의 내용에서 이들의 의미와 일치하는 의미를 가지는 것으로 고려되고/되거나 달리는 본원에 정의되어야 한

다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "환자"는 특수한 치료의 수령인인, 사람과 같은, 그러나 이에 한정되지 않는, 어

떠한 동물을 말한다. 환자일 수 있는 동물의 다른 비-제한적인 예는 포유동물, 조류, 파충류, 양서류, 어류, 비

-사람 영장류, 설치류 등을 포함한다. 전형적으로, 용어 "환자" 및 "피검자"는 본원에서 상호교환적으로 사용될

수 있다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "발현하는" 또는 "발현"은 특수한 뉴클레오타이드 서열, 유전자 또는 유전자 단

편의 단백질, mRNA, DNA, 유전자 또는 유전자 단편, 생물학적 및/또는 생화학적 활성의 수준을 말한다. 용어 "

발현하는" 및 "발현"은 상호교환적으로 사용될 수 있다.

또한, 유의적인 또는 관련된 발현 수준은, 발현 수준이 질병 상태 및/또는 이의 진행 및/또는 완화와 관련되거

나 단백질, mRNA, DNA, 유전자 또는 유전자 단편, 또는 생물학적 및/또는 생화학적 활성을 억제하거나 활성화시

키는 리간드(예를 들면, 효능제 및 길항제)에 대한 반응과 관련된 정도까지의 상기 단백질, mRNA, DNA, 유전자

또는 유전자 단편, 또는 생물학적 및/또는 생화학적 활성 또는 경로의 발현을 의미한다. 리간드에 대한 반응은

시험관내 또는 생체내에서 관찰될 수 있고/있거나 측정될 수 있는 리간드-수용체 결합에 대한 어떠한 적절한 생

물학적, 화학적, 생화학적, 의학적, 병리학적, 표현형적, 및/또는 어떠한 다른 반응일 수 있다. 예시적인 예는

세포 증식 및/또는 세포 성장, 세포자멸사, 분화, 성장 정지, 이주, 칩입에 있어서의 증가 또는 감소, 전이, 종

양 크기, 질병-유리된 생존, 재발이 없는 생존, 전체적인 생존 등에 있어서의 증가 또는 감소를 포함하나, 이에

한정되지 않는다.

생물학적 및/또는 생화학적 관련성의 단점에 속하는 발현의 수준은 발현되지 않거나 실질적으로 발현을 결여한

것으로 고려된다. 발현은 적량적이거나 정성적이며, 불연속적으로 또는 연속적으로 정량화될 수 있으며, 특정의

역치(threshold)가 다양한 수준의 발현을 의미하기 위한 연속체와 함께 어느 곳에서도 설정될 수 있다. 예를 들

어, 발현은 단백질, mRNA, DNA, 유전자 또는 유전자 단편의 어떠한 검출가능한 양 및/또는 특수한 뉴클레오타이

드 서열, 유전자 또는 유전자 단편의 생물학적 및/또는 생화학적 활성을 나타내는 집단에서 세포의 수에 의해

측정될 수 있다. 다른 구현예에서, 발현은 단백질, mRNA, DNA, 유전자 또는 유전자 단편의 검출가능한 양 및/또

는 특수한 뉴클레오타이드 서열, 유전자 또는 유전자 단편의 생물학적 및/또는 생화학적 활성의 수준, 정도, 또

는 강도에 의해 측정될 수 있다. 발현은 또한 정량적 및 정성적 특성의 조합으로 측정될 수 있다.

본원에 사용된 것으로서, "질병"은 질환, 질병 또는 상태, 또는 정상 기능을 손상시키는 건강하거나 정상의 생

물학적 활성으로부터의 다른 일탈을 말한다. 용어 "질병", "질환", 및 "상태"는 본 명세서 전체에서 상호교환적

으로 사용될 수 있다. 상기 상태는 산발적인 또는 유전가능한 유전적 비정상에 의해 유발될 수 있다. 상기 상태

는 또한 비-유전적 비정상에 의해 유발될 수 있다. 상기 질병은 임상 또는 전-임상 증상을 지닌 피검자에서 존

재할 수 있지만; 상기 피검자는 또한 진단 시기에 무증상일 수 있다. 질병은 양성 성장 또는 양성 종양(즉, 비-

암성 성장), 및 암(즉, 암세포 또는 암성 종양)을 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원에 사용된 것으로서 적어도

하나의 구현예에서 "질병"은 유방 암, 및 보다 구체적으로 사람 유방 암을 말한다.
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본원에 사용된 것으로서, 용어 "암" 또는 "암성"은 세포의 과성장, 또는 덩어리 또는 성장(즉, 종양)을 생성하

는, 세포의 조절되지 않은 성장 및 분화를 말한다. 이는 양성 및 전이성 형태의 암 둘 다를 포함한다. "종양"을

언급하는 경우, 암성 종양은 흔히 "악성 종양"으로 언급되지만; "종양" 만에 대한 참고는 또한 일부 내용에서

악성 종양을 말할 수 있다. "암"은 총칭적으로 개개의 암성 세포 및 암성 세포의 하나 이상, 또는 덩어리와 같

은 종양을 말한다. 추가로, "암"에 대한 참고는 종양 기원 부위에서 성장하여 암성 성장을 형성하기 위해 진행

하는 일차 종양, 및 일차 종양의 악성 세포(들)로부터 기원하지만 일차 종양으로부터 먼 부위에서 성장하는 전

이성 병변 또는 하나 이상의 종양을 포함한다. 그러나, 용어 "암"의 사용은, 일차 종양이 여전히 전이됨을 필수

적으로 의미하지는 않는다. 일부 암은 초기에 무통성이거나 공격성일 수 있다. 대조적으로, 일부 암은 무통성

병변으로서 시작하여 시간이 경과하면서 변화하여 공격성으로 될 수 있다. 자체로서, 일차 종양은 수시간 동안

무통성으로 잔류할 수 있으며 비 전이성 발생없이 매우 느리게 성장하여 궁극적으로 공격성이 되고 신속하게 성

장하에 전이될 수 있다. 용어 "암" 및 "종양"의 사용은 본 발명에서 사용된 것으로서 상기 기술된 이러한 모든

가능성을 포함할 수 있다.

본원에 사용된 것으로서, "치료" 및 "치료하는"은 질환의 발달 또는 진행을 정지하거나 억제하고/하거나 질환,

질병 및/또는 이의 증상의 감소, 억제, 회귀, 또는 완화를 유발하기 위해 시도하는 것을 말한다. 당해 분야의

숙련가에에 이해될 수 있는 바와 같이, 다양한 임상 및 과학적 방법론 및 검정을 사용하여 질병의 발달 또는 진

행을 평가할 수 있으며, 유사하게, 다양한 임상 및 과학적 방법론 및 검정을 사용하여 질병 또는 이의 증상의

감소, 회귀, 또는 완화를 평가할 수 있다. "치료"는 치료학적 치료 및 예방학적 또는 방지적 조치 둘 다를 말한

다. 치료가 요구되는 것은, 질병이 이미 있는 것 및 질병을 가지기 쉬운 것 또는 질병이 예방되어야 하는 것을

포함한다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "투여하는"은 피검자에게 치료 생성물의 치료학적 유효량을 제공함을 말한다. 치

료 생성물은 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 비타민 D 수용체(VDR), 및 HER2을 포함하는, 본원의

분류 시스템에 포함된 호르몬 중 적어도 하나에 대해 시그날링 경로에 영향을 미칠 수 있는 화학적, 생화학적

또는 약제학적 분자 또는 화합물로서 고려된다. 예를 들면, 치료 생성물은 ICI 182,780(파슬로덱스)와 같은, 그

러나 이에 한정되지 않는, ER 길항제일 수 있다. 치료 생성물은 비-제한적인 예로서 R1881(메틸트리에놀론)과

같은 AR 효능제 또는 칼시트롤과 같은 VDR 효능제일 수 있다. 치료 생성물은 호르몬 수용체에 직접 영향을 미칠

수 있거나, 시그날링 및 다운스트림 효과(downstream effect)를 위한 호르몬 및/또는 호르몬 수용체와 상호작용

하거나 이에 대해 효과를 갖는 "파트너 단백질"에 영향을 미침으로써 작업할 수 있다. 더욱이, 치료 생성물은

경구, 유리체내, 안구내, 안구, 망막하, 척수내, 정맥내, 피하, 경피, 피하내, 두개내, 및 국소와 같은, 그러나

이에 한정되지 않는 어떠한 적절한 투여 방법을 사용하여 환자에게 투여되거나 제공될 수 있다. 치료 생성물은

단독으로 또는 다른 화합물, 부형제, 충전제, 결합제, 담체 또는 선택된 투여 경로 및 표준 약제학적 실시를 기

준으로 선택된 다른 비히클과 함께 투여될 수 있다. 투여는 멸균 수성 또는 비-수성 용액, 또는 염수 용액과 같

은 주사가능한 용액제; 크림제; 로션제; 캅셀제; 정제; 과립제; 펠렛제; 산제; 현탁제; 유제, 또는 미세유제;

패취제(patch); 미셀제(micelle); 리포좀; 비히클; 미세이식물을 포함하는 이식물; 눈 점적제; 다른 단백질 및

펩타이드; 합성 중합체; 미세구; 나노입자; 등과 같은 담체 또는 비히클을 통해 수행할 수 있다.

치료 생성물은 또한 글루코즈, 락토즈, 검 아카시아, 젤라틴, 만니톨, 크산탄 검, 로쿠스트 빈 검(locust bean

gum), 갈락토즈, 올리고사카라이드 및/또는 다당류, 전분 페이스트, 마그네슘 트리실리케이트, 활석, 옥수수 전

분, 전분 단편, 케라틴, 콜로이드성 실리카, 감자 전분, 우레아, 덱스트란, 덱스트린 등을 포함하나, 이에 한정

되지 않는 약제학적으로 허용되는 담체, 부형제, 결합제 및 충전제와 같은 다른 무-독성 화합물을 포함하거나,

이와 함께 포장될 수 있다. 구체적으로, 본 발명의 실시에서 사용하기 위해 고려되는 약제학적으로 허용되는 담

체, 부형제, 결합제, 및 충전제는, 본 발명의 화합물이 경구 전달, 유리체내 전달, 안구내 전달, 안구 전달, 망

막하 전달, 척수내 전달, 정맥내 전달, 피하 전달, 경피 전달, 피하내 전달, 구개내 전달, 국소 전달 등에 조정

가능하도록 하는 것들이다. 더욱이, 포장 물질은 플라스틱 중합체, 실리콘 등과 같은, 생물학적으로 불활성이거

나 생활성을 결여할 수 있으며 이와 함께 포장되고/되거나 전달된 치료 생성물의 효능에 영향을 미치지 않고 환

자에 의해 내부적으로 가동될 수 있다.

본원에 기술된 치료 생성물에 적용된 것으로서, 상호교환적으로 사용될 수 있는, 용어 "유효량" 또는 "치료학적

유효량"은 바람직한 치료학적 결과가 되도록 하는데 필수적인 양을 의미한다. 예를 들면, 유효량은, 이에 대해

치료학적 화합물, 생물학적 또는 조성물이 투여되는 질병, 예를 들면, 암 및 보다 구체적으로 유방 암의 증상을

치료하거나, 치유하거나, 완화시키는데 효과적인 수준이다. 고려한 특수 치료학적 목표에 효과적인 양은 치료되

는 질병 및 이의 중증도 및/또는 발달/진행의 단계; 사용된 특수 화합물, 생물학적 또는 약제학적 조성물의 생
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이용성, 및 활성; 피검자에서 투여 경로 또는 방법 및 도입 부위; 특수한 화합물의 청소율 또는 생물학적 및 다

른 약력학적 특성; 치료 기간; 접종 요법; 특수한 화합물, 생물학적 또는 조성물과 조합하여 또는 함께 사용된

약물; 치료하는 피검자의 연령, 체중, 성별, 식이, 생리학적 및 일반적인 건장; 및 관련 과학 분야에서 기술자

에게 잘 공지된 인자를 포함하는 다양한 인자에 의존할 것이다. 용량에 있어서 일부 변화는 치료되는 피검자의

상태에 따라 필수적으로 발생할 것이며, 치료를 투여하는 주치의 또는 다른 개인은 어떠한 경우에도, 개인 환자

에 대해 적절한 투여량을 결정할 것이다.

본원에 사용된 것으로서 용어 "길항제"는 수용체에 결합함으로써 동일한 수용체에 결합하는 다른 분자의 능력을

차단하는 분자, 약제학적, 약물, 또는 화합물을 의미한다. 길항제는 이의 표적 수용체에 대한 결합시 생물학적

반응을 생산하지 않으며, 여전히 이들의 결합은 생물학적 효과를 유발할 수 있는 다른 분자의 결합을 방지한다.

따라서, 길항제는 살아있는 유기체에서 생화학적 경로의 하부스트림 현상을 억제하거나 차단하는 억제성 분자로

고려된다. 길항제의 효과는, 다른 분자가 동일한 수용체에 결합하는 동일한 부위인, 수용체에서의 활성 부위에

대한 결합의 결과일 수 있다. 길항제 효과는 또한 알로스테릭 결합(allosteric binding)의 결과일 수 있으며,

여기서 길항제는, 다른 분자가 결합할 수 있는 수용체 상의 다른 부위에 결합하지만, 그럼에도 불구하고 이러한

다른 분자의 결합을 방지한다. 길항제는 수용체 결합 부위에 대해 다양한 수준의 친화성을 가질 수 있으므로,

수용체와의 결합에 대한 다른 내인성 리간드 또는 기질과 경쟁하고/하거나 더 잘 경쟁한다. 또한, 길항제-수용

체 결합은 길항제, 수용체, 결합 부위 특성, 및 이의 친화성에 따라 가역성이거나 비가역성일 수 있다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "효능제"는 수용체에 결합하여 반응을 개시하는 분자, 약제, 약물, 또는 화합물

을 의미한다. 예를 들면, 수용체는 세포 상에서 또는 세포내에서 발현될 수 있으며, 효능제의 결합은 세포 상에

서 또는 세포내에서 효과 또는 변화를 유발할 것이다. 당해 효과는 천연적으로 생물학적이거나 생화학적일 수

있다. 예를 들면, 수용체에 대한 효능제 결합은 특수한 단백질의 발현을 유도할 수 있거나, 생화학적 경로 또는

생화학적 경로에서 반응의 "캐스케이드(cascade)"의 활성화를 유발할 수 있다. 효능제는 특수한 수용체 또는 수

용체 상의 결합 부위에 대해 선택적일 수 있거나, 수용체의 부류 또는 결합 부위에 대해 일반적일 수 있다. 또

한, 효능제는 특수한 효능제 및 표적 수용체에 따라, 이의 표적 결합 부위에 대해 다양한 친화성 및 선택성으로

결합할 수 있다. 효능제는 유사한 수용체 및/또는 결합 부위에 결합하는 다른 리간드와 경쟁적일 수 있거나, 수

용체 및/또는 결합 부위에 대해 유일할 수 있다. 또한, 효능제-수용체 결합은 효능제, 수용체, 결합 부위 특성,

및 이의 친화성에 따라 가역성이거나 비가역성일 수 있다.

이들 정의를 유념하여, 본 발명자들은 이제 본 발명으로 돌아간다. 구체적으로, 본 발명은 특정 단백질, 즉, 에

스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR), 및 비타민 D 수용체(VDR), 및 일부 경우에 HER2, 및 유방 조직의

관강 층 및 근상피 층에서 차등적으로 발현되는 케라틴과 같은 특정의 마커의 발현의 정상 유방 세포 표현형을

기반으로 하는 유방 암에 대한 분류 시스템에 관한 것이다.

분류 시스템은 몇가지 이유로 이들 특수 수용체 및 마커의 존재를 기반으로 한다. 첫째로, 문헌의 초기 고찰 및

예비 면역염색은 조직 성장 및 분화에 대해 원칙적으로 관여하므로, 호르몬 수용체에 대해 수행하였다. 초기 고

찰은,  3개의 수용체 ER,  AR,  및 VDR이 일부 세포에서는 강력하게 발현되지만 다른 것에서는 전혀 발현되지

않는, 유방 소염의 관강 층내 명백한 이원성 발현 양식으로 드러났음을 나타내었다. 많은 다른 호르몬 수용체는

이원성 발현을 나타내지 않았으므로, 유방 조직에서 세포 아형(즉, 관강 대 근상피)를 확인하기 위한 마커로서

유용하지 않았다. 또한, K7, K8, K18, K5, Ki67(증식하는 세포에 대한 마커)과 같은 특정의 단백질 및 케라틴,

및 클라우딘-4(Cld-4)은 유방 조직의 관강 층 세포내에서 차등적으로 발현된다. 분화 마커 CD10, 평활근 액틴

(SMA) 및 p63의 집단을 포함하는, 다른 케라틴 및 단백질은 유방 조직의 근상피 층 세포로 국재화된다. 관강 층

은 증식하거나 성장하는 세포를 함유하며, 암은 필수적으로 세포의 조절되지 않은 성장이므로, 유방 조직의 관

강 층내에서 세포의 표현형의 이해는 유방 암을 이해하고 분류하는데 있어서 중요한 단계인 것으로 고려되었다.

더욱이, 사람 종양의 95%는 표현형에 있어서 관강 층 세포와 유사하며, 정상의 유방에서 거의 모든 증식은 관강

층에서 발생한다.

본 발명은 어떠한 형태의 ER, AR, 및 VDR, 및 이들이 결합할 리간드 중 어느 것을 기준으로 한 분류 및 방법을

포함하는 것에 주목하여야 한다. 예를 들면, 본 발명을 사용하여 에스트론, 에스트라디올, 에스트리올, 스테롤,

및 크세노에스트로겐과 같은, 그러나 이에 한정되지 않는 스테로이드성 및 비-스테로이드성 에스트로겐을 기반

으로 하는 활성을 확인할 수 있다. 유사하게, 이를 사용하여 부신 안드로겐과 같은 AR을 지닌 어떠한 안드로겐

을 기반으로 한 활성을 확인할 수 있으며, 테스토스테론, 디하이드로테스토스테론(DHT), 데하이드로에피안드로

스테론(DHEA), 안드로스텐디온, 안드로스텐디올, 및 안드로스테론을 포함하나, 이에 한정되지 않는다. 또한, 비

타민 D2 및 D3과 같은, 그러나 이에 한정되지 않는, 어떠한 비타민 D도 본 발명에 포함된 VDR 발현에서 고려될
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수 있다.

보다 특히, 본 발명의 분류 시스템은 유방 암 종양 또는 암성 조직에서 ER, AR, 및 VDR 중의 어느 것의 발현의

실질적인 결여에 의해 정의된 제1 범주를 포함한다. 따라서, 당해 범주는 또한 이들 3개의 수용체의 발현의 결

여에 상응하는 다른 명칭이 사용될 수 있다고 해도, 본원에서 호르몬 수용체 음성 상태, 또는 HR0로 언급될 수

있다. 이들 명명 전략은 하기 설명된 다른 범주에 대해 유사하게 적용된다.

HR0 범주에 속하기 위해서는, 유방 조직은 다른 단백질을 발현할 수 있다고 해도, 유의적이거나 관련된 수준의

ER, AR, 또는 VDR을 발현하지 않아야 한다. 본원에 사용된 것으로서, 발현의 "실질적인 결여"는 예를 들면 다운

스트림 효과를 생성하지 않는 것과 같이, 작용적으로 관련되지 않는 발현 수준을 의미한다. 따라서, 이는 일부

적은 수준의 ER, AR, 및/또는 VDR이 당해 범주내에 존재하고/하거나 검출가능할 수 있으며, 여전히 무시되는 소

량으로 존재할 수 있음이 실현가능하다. 예로서, 및 제한된 의미로 고려되지 않지만, 적어도 하나의 예에서,

ER, AR, 및/또는 VDR의 발현의 실질적인 결여는, ER, AR, 및/또는 VDR을 발현하는 것으로 밝혀진 조직 시료내에

서 1% 미만의 세포가 존재하는 경우 측정될 수 있다. 다른 구현예에서, ER, AR, 및/또는 VDR 발현의 실질적인

결여에 대한 역치는 5% 미만, 10% 미만, 30% 미만, 50% 미만, 및 세포 발현의 0% 내지 50% 사이의 연속된 범위

내의 어느 것이다. 여전히 다른 구현예에서, 발현은 ER, AR, 및/또는 VDR을 발현하는 다수의 세포에 의해서뿐만

아니라, 오히려 발현의 강도 또는 정도에 의해서도 측정될 수 있다. 예를 들면, 1 미만 또는 50% 미만의 강도는

작용적으로 또는 유의적으로 관련이 있지 않은 것으로 고려될 수 있다. 너무 센 강도는 발현 결정을 위한 연속

적인 또는 별개의 규모에서 고려될 수 있다.

더욱이, 당해 제1의 전략(HR0)은 도 10에서 L1-L3로 정의된, 다수의 아형, 또는 아부류를 포함한다. 이들 아형

모두는 ER, AR, 및 VDR에 대해 음성인 것으로 분류되며, 일부 유방 조직은 세포 증식 마커 Ki67(L1)를 발현하지

만, 다른 것은 케라틴 K8(L2)을 발현하고 여전히 다른 것은 케라틴 K5(L3)를 발현한다.

분류 시스템은 또한 ER, AR, 또는 VDR 중의 어느 하나의 발현에 의해 정의된 제2 범주를 포함한다. 따라서, 당

해 범주는 또한 본원에서 단일 호르몬 수용체 양성 상태, 또는 HR1 또는 HR1+로서 언급될 수 있다. 수용체 ER,

AR, 또는 VDR 중의 어느 것도 당해 범주에 속하기 위하여 존재할 수 있지만, 하나 만이 발현될 수 있다. 앞서

정의된 바와 같이, ER, AR, 및/또는 VDR은 작용적으로 유의적이고/이거나 관련되는 수준으로 존재하는 경우에

발현되는 것으로 고려된다. 적어도 하나의 구현예에서, 발현은 단백질, mRNA, DNA, 또는 생활성과 같은 어떠한

형태의 ER, AR, 및/또는 VDR을 나타내는 세포의 적어도 1%에 의해 측정될 수 있다. 다른 구현예에서, 발현에 대

한 역치는 적어도 5%, 적어도 10%, 적어도 30%, 및 적어도 50%로 정의된다. 앞서와 같이, 발현은 정량적으로 또

는 정성적으로 정의될 수 있으며 별개일 수 있거나 연속적일 수 있다.

당해 발현은 유방 조직의 관강 층내에서 일어난다. 따라서, 및 도 10에서 알 수 있는 바와 같이, HR1(L4-L7)의

다수의 아형 또는 아부류가 존재한다. 예를 들면, 하나의 아형은 ER(L4) 만을 발현하는 조직에 상응한다. 다른

아형은 AR(L5) 만을 발현하는 조직에 상응한다. 다른 아형은 VDR(L6) 만을 발현하는 조직에 상응한다. 최종 아

형은 VDR 만을 발현하는 조직에 상응하지만, 이는 또한 케라틴 K5(L7)을 발현한다.

분류 시스템은 ER, AR, 및 VDR 중 어떠한 2개의 조합의 발현으로 정의된다. 따라서, 당해 범주는 또한 본원에서

이중 호르몬 수용체 양성 상태, 또는 HR2 또는 HR2+로 언급될 수 있다. 앞서와 같이, 당해 발현은 관강 층내에

서 일어난다. 따라서, 각각의 특수 조합에 상응하는, 도 10에서 L8-L10으로 나타낸, 3개의 아형이 존재한다. 예

를  들면,  L8은  ER  및  AR  둘  다를  발현하는  세포에  상응한다.  L9는  ER  및  VDR  둘  다를  발현하는  세포에

상응한다. L10은 AR 및 VDR 둘 다를 발현하는 세포에 상응한다.

분류 시스템은 또한 모든 3개의 ER, AR, 및 VDR의 발현으로 정의된 제4의 범주를 포함한다. 따라서, 당해 범주

는 또한 본원에서 3중 호르몬 수용체 양성 상태, 또는 HR3 또는 HR3+로 언급될 수 있다. 이는 또한 도 10에서

관찰된 바와 같이, 이의 자체의 아부류 L11인 것으로 고려된다.

특정의 구현예에서, 분류 시스템은 또한 사람 상피 성장 인자 수용체 2(HER2)의 발현을 포함하며, 이는 일부 유

형의 유방 암과 관련된 것으로 알려져 있다. 이의 발현은 전형적으로 보다 공격성인 유방 암의 표식으로 고려되

어 왔으며 호르몬 치료에 대해 보다 내성인 것으로 고려된다.

본 발명의 당해 분류 시스템을 사용하여, 유방 암 종양 또는 암성 조직을 분류하고, 이들이 양성 또는 악성인지

를 분류한다. 이는 정상의 유방 조직에서 ER, AR, 및 VDR의 유사한 표현형적 발현 양식을 기반으로 하며, 이는

다수의 방법에서 유일하다. 첫째로, 본 시스템은 표현형적 특성에 대해 정상 세포와의 이의 비교에 있어서 공지

된 유방 암 분류 시스템으로부터 일탈되어 있다. 이는 암의 아형의 보다 정밀한 확인을 허용한다. 둘째로, 이는
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확인을 위한 ER, HER2 및 삼중-음성 종양 만을 관찰하는 공지된 분류 시스템과 비교하여, 종양 분류를 측정하는

데 있어서 AR 또는 VDR 수준을 평가하는 유일한 분류 시스템이다(보다 상세한 것은 하기 도 19 및 실시예 9를

참조함).  실제로,  본  발명은  ER,  AR,  및  VDR,  및  일부  경우에  HER2  발현  수준을  함께  고려하는  통합

시스템이다. 본 발명의 이들 국면은, 본 발명의 분류 시스템이 기존 그룹의 재명명일 뿐 아니라, 현재 존재하는

종양 분류의 보다 우수한 조직화를 제공하며, 이는 보다 정밀한 진단 및 보다 효과적인 치료 요법의 설계를 허

용한다.

본 발명은 또한 본 분류 시스템을 이용하여 유방 암을 분류하는 방법에 관한 것이다. 필수적으로, 본 방법은 환

자의 유방 암 종양 또는 암 조직에 존재하는 ER, AR, 및 VDR의 수준을 측정하는 단계, 및 이들 단백질의 발현

수준을 기반으로 하여 암을 분류하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 이는 또한 HER2의 수준을 측정하는 단

계 및 존재하는 ER, AR, VDR, 및 HER2의 수준을 기반으로 암을 분류하는 단계를 포함한다. 본 명세서 전체에 사

용된 것으로서 "측정하는" 수준은 당해 분야의 숙련가에게 이해될 수 있는 바와 같이, 어떠한 적절한 화학적,

생물학적, 및/또는 생화학적 방법으로 수행될 수 있다. 예는 면역염색, 면역형광성, 면역검정, 및 면역침전과

같은 항체계 검정; 단백질, DNA 또는 RNA의 질량 분광법; 웨스턴 블롯 분석과 같은 단백질 연구; 노던 블롯 분

석, 프로브 하이브리드화, mRNA 연구, DNA 또는 RNA의 폴리머라제 쇄 반응(PCR), 반응계내 하이브리드화와 같은

핵산 연구; 및 생물학적 및/또는 생화학적 활성을 검출하기 위한 생검정을 포함하나, 이에 한정되지 않는다. 측

정된 ER, AR, 및/또는 VDR의 수준은 앞서 기술된 바와 같이 0을 포함하거나 실질적으로 또는 작용적으로 0을 포

함하는 어떠한 값을 포함할 수 있으며, 별개이거나 연속될 수 있다. 이러한 정보는 암을 범주로 분류하는데 사

용된다. 앞서, 및 물질 및 방법 단락에서 보다 상세히 설명된 바와 같이, ER, AR, 및 VDR 양성 상태는, 샘플 중

의 세포의 1% 이상이 상기의 어떠한 발현 또는 활성을 나타내는 경우에 배정될 수 있다. 다른 구현예에서, 양성

상태는 세포의 5% 이상, 세포의 10% 이상, 및/또는 세포의 50% 이상으로 정의된다. 이들 사이의 다양한 증가 또

한 본 발명의 취지내에 포함된다.

보다 특히, 적어도 하나의 구현에에서 상기 방법은 암을 종양 또는 조직 샘플에서 측정된 ER, AR, 및 VDR의 발

현 수준을 기반으로 하여 다수의 범주 중의 하나로 분류하는 단계를 포함한다. 이들 범주는 본 발명의 분류 시

스템의 설명에서 앞서 설명된 바와 같으며, 제1 범주(즉, HR0),  제2 범주(HR1), 제3 범주(HR2) 및 제4 범주

(HR3)를 포함한다. 본 방법은 따라서, 종양 또는 암성 조직에서 측정된 ER, AR, 및 VDR의 수준을 유사한 발현

양식 및/또는 유방 조직과 같은 정상의 상응하는 조직에서 ER, AR, 및 VDR의 수준에 대해 비교하는 단계를 포함

한다. 본원에 사용된 것으로서 "조직"은 동일한 기원의 세포와 같은 유사한 유형 세포의 공동체로 구성되므로,

적어도 하나의 세포를 포함한다.

또한, 본 분류 시스템의 다양한 범주(하기 제공된 도 및 실시예에서 HR0-HR3+로서 나타냄)는 유방 암으로 진단

된 환자에서 유의적인 생존 차이에 상응한다. 본원에 사용된 것으로서, "유의적인"은, 상기 현상이 대부분 변화

에 의해 유발되는 것이 아니라, 특수 원인 - 이 경우에, ER, AR, 및/또는 VDR 및 이의 조합의 존재의 직접적인

결과에 의해 유발되는 것을 의미한다. 예를 들면, 하기 도 19에 나타내고 실시예 10에서 보다 상세히 설명된 바

와 같이, ER, AR, 및 VDR 모두를 발현하는 제4 범주(즉, HR3)로 분류된 종양을 지닌 환자는 다른 범주로 분류된

종양을 지닌 환자와 비교하여 가장 우수한 생존률(따라서 보다 우수한 예후)를 갖는다. ER, AR, 및 VDR 중 어느

2개를 발현하는 제3 범주(즉, HR2) 종양은, 생존율이 거의 양호하지 않지만, ER, AR, 또는 VDR 중 하나만을 발

현하는 제2 범주(즉, HR1)는, 다른 범주와 비교하여 생존률이 최악이므로 예후도 최악이다. 이는 도 19에 가시

적으로 나타나 있으며, 여기서 카플란-마이어 곡선(Kaplan-Meier curve)은, HR3+로 분류된 종양을 지닌 환자들

이 HR2+  종양을 지닌 환자와 비교하여 진단 후 어떠한 제공된 시점(즉, 년수)에서 생존함을 나타내며, 이는

HR1+ 종양을 지닌 환자보다 더 우수하다. 본원에 사용된 것으로서, "+"와 함께 및 이의 부재하에 사용된 범주

지정은 동일하며 상호교환적으로 사용될 수 있다(예를 들면, HR3 및 HR3+).  HR0 종양을 사용하여, 생존의 변화

는 진단 후 5년을 초과하는 수준이며 다른 종양보다 시간에 걸쳐 더 우수하지만 초기에는 다른 종양보다 열악하

다. 본 발명의 분류 시스템으로부터 초래된, 이러한 정보를 기반으로 하여, 보다 정밀한 예후가 환자에게 제공

될 수 있다.

따라서, 본 발명은 또한 유방암의 예후를 진단하는 방법에 관한 것이며, 이는 환자의 종양 또는 암성 조직에 존

재하는 ER, AR, 및 VDR의 수준을 측정하는 단계를 포함한다. 이러한 수준을 기반으로 하여, 상기 방법은, 3개의

ER, AR, 및 VDR 모두가 발견되는 경우 보다 높은 생존률을 결정하는 단계; ER, AR, 및 VDR 중 2개만이 발견되는

경우 중간 생존률을 결정하는 단계; 및 ER, AR, 및 VDR 중 한개 만이 발견되는 경우 보다 낮은 생존률을 결정하

는 단계를 포함한다. ER, AR, 및 VDR 중 어느 것도 발견되지 않는 경우, 당해 방법은 진단 후 처음 5년내에 양

호하지 않은 생존률과 함께, 혼합된 생존률을 측정하는 단계, 및 이후에 진단 후 20년까지 매우 양호한 것으로
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안정화하는 단계를 포함한다. 이들 생존률은 절대적이지 않지만, 예후를 예측하는 방법은 하기 실시예 10에서

설명된 본 연구에 의해 측정된 것으로서, 도 19의 C 및 D에서 나타낸 카플란-마이어 생존 곡선을 크게 기반으로

한다.

유방 암에 대한 분류 시스템 및 생존률은 유방 암 종양 또는 암성 조직내에 존재하는 ER, AR, 및 VDR의 수준을

기반으로 하므로, 이들 단백질에 영향을 미치는 것에 목표를 둔 치료 요법이 유방 암을 치료하고/하거나 관리하

는데 도움을 줄 수 있다. 앞서 언급한 바와 같이, "치료하는"은 질병의 발달 또는 진행을 정지 또는 억제하는

것, 또는 정지 또는 억제하기 위해 시도하는 것, 또는 질병 및/또는 이의 증상의 감소, 억제, 회귀, 또는 완화

를 유발하기 위해 시도하는 것을 포함한다. 따라서, 본 발명은 또한 ER, AR, 및 VDR의 수준을 측정하는 단계,

및 종양 또는 암성 조직에 존재하는 ER, AR, 또는 VDR 각각에 대해 적어도 하나의 영양을 미치는 분자를 포함시

키는 단계를 포함하여, 유방 암 환자에 대한 치료 요법을 결정하는 방법에 관한 것이다. 따라서, 본 발명의 치

료 요법 및 치료 방법은, 이들의 특수한 종양 또는 암성 조직이 본 분류 시스템을 기반으로 분류되는 범주 및

소분류에 의존하여, 각각의 환자에 대해 개별화되는 것으로 고려된다.

예를 들면, 상기 방법은, ER이 종양 또는 조직에 존재하는 경우 적어도 하나의 ER 길항제를 치료 요법에 포함시

키는 단계를 포함한다. 에스트로겐은 정상의 유방 세포에서 성장 억제제이다. 대조적으로, 이는 유방 암에서 성

장을 촉진한다. 따라서, 에스트로겐의 역활은 정상 세포 대 암성 세포에서 역전되므로, 암에서 에스트로겐의 작

용을 차단하는 것이 중요하다. 앞서 정의한 바와 같이, "길항제"는 수용체에서 결합 작용의 효과를 차단하거나

억제한다. 에스트로겐 수용체(ER) 및 에스트로겐 시그날링은 유방 암에서 중요한 역활을 하여, 세포의 증식을

초래한다. 길항제를 사용하는 것과 같이, ER의 작용을 억제함으로써, 다운스트림 증식 또는 유방 세포의 성장이

또한 억제됨으로서, 유방 암의 발달 및/또는 진행이 지연된다. ER을 발현하는 종양 또는 암성 세포의 경우, ICI

182,780(파스롤덱스)와 같은, 그러나 이에 한정되지 않는 ER 길항제를 사용한 치료는 유방 암 성장의 증식을 억

제한다. 추가의 세부사항에 대해서는 실시예 12 및 도 24를 참조한다.

치료 요법을 결정하는 방법은 또한, 종양 또는 암성 세포가 AR을 발현하는 경우 적어도 하나의 AR 리간드를 치

료 요법에 포함시키는 단계를 포함한다. 상기에 논의된 바와 같이 암에서 이의 역활이 역전되는 에스트로겐과는

대조적으로, 안드로겐은, 이들이 또한 HER2를 발현하는지에 따라서 환자에서 정상 및 암성 세포 둘 다에 있어서

세포 성장에 상이하게 영향을 미친다. 따라서, 안드로겐의 작용을 촉진하는 것은 일부 경우에 암 상장을 억제하

는데 유리하며, 안드로겐을 억제하는 것은 다른 경우에 유리하다. 구체적으로, HER2+ 및 HER2- 환자에서 AR은

반대 역활을 한다. HER2+ 환자에서, AR은 억제될 필요가 있으므로, AR 길항제가 사용된다. HER- 환자의 경우,

AR은 촉진되어야 하므로 AR 효능제가 사용된다. 위에서 정의된 바와 같이, "효능제"는 수용체에 결합하여 생물

학적 반응을 개시할 수 있다. 안드로겐 수용체(AR) 및 호르몬 안드로겐은 또한 궁극적으로 세포 성장을 억제하

는 시그날링 경로를 통해 유방 암에서 중요한 역활을 한다.  따라서,  AR을 함유하는 유방 암 세포에 적용된

R1881(메틸트리에놀론)과 같은, 그러나 이에 한정되지 않는 AR 효능제는 유방 암 세포 증식 및 성장을 추가로

억제한다. 추가의 세부사항에 대해서는 실시예 12 및 도 24를 참조한다. 그러나, HER2+ 환자에서 AR은 반대 역

활을  하며  억제될  필요가  있다.  따라서,  HER2+  환자에서  AR  길항제는  세포  성장을  억제하는데  사용된다.

따라서, 본원에 사용된 것으로서, "리간드"는 AR과 같은 표적 수용체 단백질과 결합할 어떠한 분자도 의미하며,

유방 암 아형에 따라, 효능제 및 길항제 둘 다를 포함한다.

치료 요법을 결정하는 방법은 또한, 종양 또는 암 세포가 VDR을 발현하는 경우 적어도 하나의 VDR을 치료 요법

에 포함시키는 단계를 포함한다. 안드로겐을 사용하므로, 비타민 D는 또한 정상 및 암 세포에서 세포 증식을 억

제한다. 칼시트롤과 같은 그러나 이에 한정되지 않는 VDR 효능제는 따라서 유방 암에서 세포 증식을 억제한다.

추가의 세부사항에 대해서는 실시예 12 및 도 24를 참조한다.

더욱이, ER, AR, 및 VDR 중 하나 이상이 종양 또는 암성 조직에서 검출되는 경우, 치료 요법을 측정하는 방법은

치료 요법에 대한 다중-호르몬 시도를 포함시키는 단계를 포함한다. 나열된 예로서, 종양이 ER+/VDR+인 경우,

ER 길항제 및 VDR 효능제 둘 다가 치료 요법에 포함될 수 있다. 이러한 다중-호르몬 치료는 적어도 부가 효과,

및 일부 경우에, 상승 효과를 가지는 것으로 밝혀졌으며, 호르몬 치료 생성물이 단독으로 달성될 수 있는 것보

다 함께 투여되는 경우 유방 암 세포 성장의 심지어 보다 풍부한 억제를 생산한다. 추가의 세부사항에 대해서는

실시예 12 및 도 24를 참조한다. ER, AR, 및 VDR의 상응하는 발현 프로파일에 대한 다중-호르몬 치료의 어떠한

적절한 조합도 본 발명의 다양한 구현예내에서 고려된다. 적어도 하나의 다른 구현예에서, 치료 생성물은 ER,

AR, 또는 VDR에서 특이적으로 작용하지 않고, 오히려 "파트너 단백질"에서 작용하여 ER, AR, 및/또는 VDR이 직

접 작용하는 경우와 동일한 방식으로 시그날링에 영향을 미친다.
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본 발명은 유방 암에 대한 다중-호르몬 치료요법 치료의 이의 사용에 있어서 신규하며, 공지된 암 치료보다 많

은 장점을 제공한다. 예를 들면, 본 치료 방법은 화학치료요법이 아니므로, 보다 더 안전하며 보다 적은 부작용

을 초래한다. 더욱이, 관련된 호르몬 치료 생성물 각각의 보다 적은 투여량을 사용하여 효과적인 결과를 달성할

수 있으므로, 더욱 견딜 수 있으며 여전히 보다 적은 부작용을 유발한다. 다중 치료 생성물이 유방 암의 분류에

따라 불리는 경우, 치료 생성물은 보다 신속하고/하거나 부가적이거나 상승적인 효과를 위해 동시에 환자에게

투여될 수 있다. 다른 구현에에서, 다중 치료 생성물은 환자에게 연속적으로, 잠재적으로는 한번에 하나를 회전

시키면서 순서대로 투여할 수 있다.

더욱이, 본 치료 방법은 다른 치료 프로코콜에 비하여 더 이점을 제공한다. 예를 들면, 안드로겐은 일부 여성에

서 조기 폐경을 유도하는 것으로 공지되어 왔으며, 이는 생리적으로 및 정서적으로 매우 불편할 수 있다. 비타

민 D는 칼슘 시그날링에 있어서 중요하므로, 비타민 D 수용체에 영향을 미치는 것은 체내에서 칼슘 활용에 부정

적인 효과를 가질 수 있으며, 감소된 골 다공성 및 골다공증을 유발할 수 있다. 그러나, 특히, 함께 투여하는

경우에, ER 시그날링을 차단하고 AR 및 VDR 시그날링을 촉진하는 치료 생성물을 제공함으로써, 본 발명은 단독

으로 사용되는 경우보다 더 우수한 결과를 제공하며, 종양원성 효과로부터의 부작용을 분리시킬 수 있다.

앞서 설명한 바와 같이, 현재의 유방 암은 ER+, HER2+, 또는 ER, PR 및 HER2에 대한 삼중 음성의 존재 또는 부

재를 기반으로 분류된다. 더욱이, HER2+ 유방 암 종양의 거의 95%는 적어도 하나의 호르몬 수용체를 발현한다.

따라서, 적어도 하나의 구현예에서 치료 요법을 측정하는 본 방법은 또한 치료 요법에 적어도 하나의 HER2 억제

제를 포함시키는 단계를 포함한다.  하나의 예는,  비록 어떠한 HER2  억제제도 사용될 수 있지만, 라파트니브

(Lap)이다. 이는, 각각의 수용체가 종양 또는 암성 세포에서 존재하거나 검출되는 경우 치료 요법에서  ER 길항

제, AR 효능제, 및/또는 VDR 효능제중 적어도 하나의 포함에 더해진다. 이러한 구현예에서, HER2 억제제는 ER

길항제, AR 효능제, 및/또는 VDR 효능제와 부가적으로 작용하여 암 또는 조직에서 유방 암 세포 증식을 억제한

다.

암 및/또는 이의 단계, 진행, 및 공격성의 정도의 중증도에 따라서, 상기 나타낸 호르몬 치료(들)과 함께 치료

요법에서 다른 추가의 전통적인 암 치료를 포함시키는 것이 유리할 수 있다. 따라서, 일부 구현에에서, 치료 요

법을 결정하는 방법은 치료 요법에 화학치료요법을 포함시키는 단계를 추가로 포함한다. 본원에 사용되고 당해

분야에서 일반적으로 이해되는 바와 같이, "화학치료요법"은 암을 치료하는데 사용된 어떠한 약물, 약제, 분자,

화합물, 또는 제제도 의미하며, 유방 암과 같은 암의 유형에 대해 특이적일 수 있다. 본원에 이용된 화학치료요

법의 투여량, 투여 회수, 및 투여 빈도는, 화학치료요법 약물이 고유하게 독성이므로, 주치의 또는 다른 보건

전문가에 의해 결정된다. 많은 인자들이 본 발명과 함께 화학치료요법 약물을 포함시키고/시키거나 투여하기 위

한 양, 및 빈도를 측정하는데 있어서 고려되어야만 하며, 이는 다음을 포함하나, 이에 한정되지 않는다: 치료되

는 특수한 질병 및/또는 암 및 이의 중증도 및/또는 발달/진행의 단계; 사용된 특수 화학치료요법 약물의 생이

용능, 활성, 및 독성 수준(예를 들면, LD50); 투여 경로 또는 방법 및 피검자에서 도입 부위; 특수한 화학치료요

법 약물의 청소율 및 다른 약력학적 특성; 치료 기간; 접종 요법 및 빈도; ER 길항제, AR 효능제, VDR 효능제와

같은 특수한 화학치료요법 제제와 함게 또는 이와 동시에 사용된 약물, 및 이들 사이의 가능한 사용금지 사유

및 이로부터의 부작용; 화학치료요법 제제를 청소하는데 있어서 사용된 간 및 신장과 같은, 필수 신체 기관을

포함하는, 치료되는 피검자의 연령, 체중, 성별, 식이, 생리학적 및 일반적인 건강; 및 관련 과학 분야에서 기

술자에게 잘 공지된 유사 인자.

일부 구현예에서, 치료 요법을 결정하는 방법은 또한 치료 요법에서 종양 또는 암 세포의 조사를 포함시키는 단

계를 포함한다. 본원에 사용된 것으로서, "방사선"은 종양 또는 암 세포에 적용되어 암 세포를 사멸시키는 에너

지를 말한다. 이는 X-선 또는 다른 형태의 방사선을 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 이는 외부 공급원으로부

터 환자에게 적용되거나 지시된다. 다른 구현예에서, 방사선은 단거리요법을 포함하며, 여기서 방사활성 물질의

일부가 환자내에 삽입되고/되거나 이식됨으로서 환자에 체내로부터 암 세포 상에 방사선을 방출한다. 본 발명에

사용된 방사선의 파장, 강도, 기간, 및 빈도는 암의 치료를 위해 사용된 바와 같은 어느 것일 수 있으며, 치료

되는 피검자의 연령, 체중, 성별, 식이, 생리학 및 일반적인 건강; 방사선 치료요법과 관련하여 제공된 다른 치

료; 이의 가능한 부작용 및 강도; 및 관련 과학 분야의 기술자에게 잘 공지된 유사 인자를 포함하나 이에 한정

되지 않는 다수의 인자에 의존한다.

명백해지는 바와 같이, 본 발명은 또한 유방 암을 치료하는 방법에 관한 것이며, 이는 본 분류 시스템을 기반으

로 한다. 구체적으로, 유방 암을 치료하는 방법은 유방 암 종양 또는 환자의 세포에서 ER, AR, 및 VDR의 수준을

측정하는 단계를 포함한다. 앞서와 같이, 이들 수준은 0 발현, 또는 특수한 호르몬 수용체의 다양한 발현 수준
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을 반영할 수 있다. 적어도 하나의 구현예에서, 당해 방법은 또한  유방 암 종양 또는 암 세포에서 검출된 ER,

AR, 및 VDR의 발현 수준을 기반으로 환자의 유방 암을 분류하는 단계를 포함한다. 이러한 분류 단계는 본 발명

의 분류 시스템에 따르며, 이는 정상의 유방 세포의 표현형을 기반으로 한다.

상기 방법은 또한, ER이 종양 또는 암성 세포에서 검출되는 경우 환자에게 적어도 하나의 ER 길항제의 치료학적

유효량을 제공하는 단계를 포함한다. 본원에 사용된 것으로서, "제공하는"은 "투여하는"과 동일하며, 이와 상호

교환적으로 사용될 수 있다. 본원에 사용된 것으로서 "치료학적 유효량"의 의미는 위에서 정의한 바와 같다. 상

기 방법은 또한 AR이 종양 또는 암성 세포에서 검출되는 경우, 치료학적 유효량의 적어도 하나의 AR 효능제를

환자에게 제공하는 단계, 및 VDR이 종양 또는 암성 세포에서 검출되는 경우 치료학적 유효량의 적어도 하나의

VDR 효능제를 한자에게 제공하는 단계를 포함한다. 종양 또는 암성 세포가 ER, AR, 및 VDR 중의 하나 이상을 발

현하는 경우, 당해 방법은 앞서 논의한 바와 같이, 유방 암 세포 증식의 억제의 추가적 효과를 위해, 치료학적

유효량의 적어도 하나의 ER 길항제, AR 효능제, 및 VDR 효능제를 동시에 또는 함께 제공하거나 투여하는 단계를

포함한다.

유방 암을 치료하는 본 방법에서, ER 길항제, AR 효능제, VDR 효능제, 및 HER2 억제제 중 어느 것도 상기 정의

단락에서 정의된 바와 같이, 어떠한 적절한 방법에 의해 투여될 수 있다. 예를 들면, 이들은 예시적인 실시예로

서, 경구적으로 또는 정맥내 투여될 수 있다. 또한, 이들은 앞서 정의된 바와 같이, 약제학적으로 허용되는 담

체와 함께 투여될 수 있으며, 이는 액체, 고체, 또는 증기 형태일 수 있다.

특정의 구현예에서, 유방 암을 치료하는 방법은 또한 화학치료요법의 적어도 하나의 투여량을 환자에게 투여하

는 단계를 포함하며, 이는 상기에 보다 상세히 논의되어 있다. 일부 구현예에서, 유방암을 치료하는 방법은 방

사선의 적어도 하나의 투여량을 환자에게 투여하는 단계를 포함하며, 또한 상기에 보다 상세히 논의되어 있다.

본 발명은 또한 샘플에서 ER, AR, 및 VDR을 검출하는데 유용한 키트에 관한 것이며, 임의로 또한 HER2에 대해

시험할 수 있다. 이러한 키트는 고형 조직 샘플, 생검, 포르말린-고정된 파라핀-포매된(FFPE) 조직, 조직 미세

배열, 배양물 또는 매트릭스내 세포, 및 다른 생물학적 샘플과 같은 조직의 얇은 단면 또는 쉬이트(sheet)에서,

비록 이들이 키트의 일부인 것으로 의도되지 않는다고 해도, 사용될 수 있다. 키트는 살아있는 환자 또는 시체

로부터의 생물학적 샘플에서 사용될 수 있다.

본 발명의 키트의 하나의 구현예는 면역염색 및 검출을 위한 항체-기반이다. 이러한 키트는 이의 검출을 위해

ER, AR, 및 VDR의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 소정의 양의 일차 항체를 포함한다. 따라서, 키트

는 이들 호르몬 수용체 각각을 검출하기 위한 일차 항체를 함유한다. 바람직하게는, 상기 키트는 각각의 호르몬

수용체에 대해 한개씩인, 3개의 별개의 일차 항체를 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 키트는 또한 이의 검출을

위해, HER2의 적어도 하나의 결합 부위에 결합할 수 있는 일차 항체의 소정의 양을 함유한다. 키트에 포함된 일

차 항체의 특수량은, 키트가 의도되는 고려된 수의 시험 및/또는 사용될 샘플의 크기에 의존할 것이다.

본원에 사용된 것으로서, "일차 항체"는 표적 분자를 인식하기 위하여 특수한 표적 분자에 대해 생성된 항체를

의미하며, 이는 이와 직면하는 경우 표적 분자에 결합할 것이다. 이들은 이들의 특수한 표적에 고 친화성 및 특

이성으로 결합하며, 특수한 결합 부위, 또는 일차 항체가 결합하는 분자의 일부에 대해 특이적일 수 있다. 결합

부위는 특정의 아미노산 서열(단백질의 경우), 단백질의 특정의 3-차원 구조(예를 들면, α-나선형, β-병풍 구

조, 루프, β-벌쥐(bulge)), 또는 화학 분자의 특수한 작용 그룹일 수 있다. 일차 항체는 마우스, 토끼, 염소,

당나귀, 및 양을 포함하나, 이에 한정되지 않는 어떠한 적절한 동물에서 상승될 수 있다. 일차 항체는 동일한

항체를 생산하는 면역 세포로부터 제조된, 모노클로날일 수 있거나, 또는 면역 세포의 혼합된 집단으로부터 제

조된, 폴리클로날일 수 있다.

적어도 하나의 구현예에서, 본 염색 키트는 또한 ER, AR, 및/또는 VDR에 대한 적어도 하나의 일차 항체를 결합

시킬 수 있는 소정의 양의 이차 항체를 포함한다. 본원에 사용된 것으로서, "이차 항체"는 일차 항체 또는 이의

단편에 결합하는 항체를  말하며, 이의 위치, 및 이에 의해 일차 항체 및 목적한 표적 분자의 위치를 가시화하

고/하거나 확인하기 위한 리포터(reporter) 또는 다른 마커를 지닌다. 마커 또는 리포터의 예는 특정 파장에서

형광성을 지지는 형광단을 포함하며, 이는 다수의 항체의 동시 검출을 위한 다른 형광단과 구별될 수 있다. 일

차 항체는 이차 항체 결합을 위한 항원 또는 표적 분자로서 작용한다. 이차 항체는 전체 Ig 분자, 또는 중쇄 또

는 경쇄, Fc 또는 Fab 영역의 일부와 같은 일차 항체의 단편일 수 있는, 이의 표적에 고 친화성 및 특이성으로

결합한다. 이차 항체는 마우스, 토끼, 염소, 당나귀, 및 양을 포함하나, 이에 한정되지 않는 어떠한 적절한 동

물에서 생성될 수 있으나, 표적 일차 항체를 생산하는 것과는 상이한 동물에서 생산된다. 이차 항체는 모노클로

날 또는 폴리클로날일 수 있다. 이차 항체는 어떠한 적절한 방법에 의해서 및 형광측정법 또는 가시적으로와 같
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은, 그러나 이에 한정되지 않는, 이차 항체를 검출할 어떠한 적합한 장치를 사용하고 어떠한 적절한 방법에 의

해 가시화시킬 수 있다.

본 발명의 키트의 다른 구현예는 ER, AR, VDR, 및/또는 HER2 단백질을 검출하기 위한 프로브를 사용한다. 따라

서, 키트는 ER 단백질의 어떠한 부위에도 결합할 수 있는 제1 프로브, AR 단백질의 어떠한 부위에도 결합할 수

있는  제2  프로브,  및  VDR  단백질의  어떠한  부위에도  결합할  수  있는  제3  프로브의  적어도  소정의  양을

포함한다. 상기 프로브는 이들의 표적 단백질에 세포외적으로 또는 세포내적으로 결합할 수 있으며, 어떠한 특

이성 및 친화성 수준으로 결합할 수 있으나, 보다 높은 수준이 특이성 및 친화성이 일부 구현예에서 바람직할

수 있다. 일부 구현예에서, 키트는 또한 검출용 HER2 단백질 상의 어떠한 부위에도 결합할 수 있는 제4의 프로

브를 포함할 수 있다.

키트는 또한 단백질에 대한 제1, 제2, 제3, 및 가능하게는 제4의 프로브의 검출을 허용하는 검출 프로브(들)을

포함할 수 있다. 다른 구현예에서, 제1, 제2, 제3, 및 제4의 프로브를 가공하여 각각의 표적 단백질과의 결합에

있어서 구조적 변화가 결합시 프로브의 형광성을 통해서와 같이, 검출을 허용할 수 있다.

유사하게, 다른 구현예에서 키트는 위에서 기술한 바와 같지만, 단백질보다는 ER, AR, VDR, 또는 HER2 mRNA에

결합하는 프로브를 사용한다. 여전히 다른 구현예에서, 키트는 ER, AR, VDR, 및 일부 경우에 HER2의 생물학적

활성에 대해 시험하는데 사용된 생검정 키트이다. 생검정 키트는, 각각의 수용체가 포함되는 시그날링 경로의

다운스트림 효과와 같은, 특이적인 ER, AR, VDR 및/또는 HER2 생물학적 활성을 검출하기 위한 프로브를 함유하

며, 이는 그러나 적은 예로서, 예를 들면, 대사물질, 화학물질, 또는 세포 작용의 존재를 검출하는 것을 포함한

다. 여전히 다른 구현예에서, 키트는 수용체 자체보다는 ER, AR, VDR, 및/또는 HER2의 특수한 "파트너 단백질"

을 결합시킬 수 있는 프로브를 포함한다.

따라서, 본 발명의 키트는 면역염색을 위해 사용될 수 있다. 특정의 구현에에서, 키트는 또한 이차 항체의 존재

를 검출하기 위한 가시화 장치(visualizing device)를 포함할 수 있다. 예는 휴대용 또는 이동가능한 형광측정

법을 포함한다. 적어도 하나의 구현예에서, 키트는 또한 이의 내용물을 사용하기 위한 지시사항을 포함한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

실시예[0024]

본원에 기술된 방법 및 조성물 및 관련 키트는 나열의 방식으로 제공되며 제한하는 것으로 의도되지 않는 다음[0025]

실시예에서 추가로 나열된다. 나타낸 성분의 요소에 있어서 비율 및 대체물질에 있어서의 변화는 당해 분야의

숙련가에게 명백할 것이며 본 발명의 구현예의 영역내에 있음을 인식할 것이다. 이론적 국면은, 출원인이 나타

낸 이론에 의해 구속되는 것을 추구하지 않는다는 이해와 함께 나타내어진다. 모든 부 또는 양은, 달리 규정하

지 않는 한, 중량 기준이다.

물질 및 방법[0026]

조직 샘플[0027]

정상 유방 조직 및 유방 종양의 외과적 절개 표본으로부터의 파라핀 블록(paraffin block)을 브리그햄 및 여성[0028]

병원(Brigham and Women's Hospital: BWH)의 보관소로부터 BWH  기관 감사 위원회에 의해 규정된 과도한 조직

사용을 위한 규정에 따라 수득하였다. 본 연구는 헬싱키의 선언에 요약된 원칙에 따라 수행되었다. 삼중 음성

종양(HTMA114)의 조직 미세배열(TMA)은 앞서 기술되었다(54). TMA BRC1501 및 BRC1502는 업자(Pantomics(캘리

포니아주 리치몬드 소재))로부터 구입하였다. HER2  양성 종양은 IHC(하기 기술된 점수매김 규모에서 >6의 발

현)에 의해 정의되었다. 정상의 유방 세포의 TMA 및 간호사의 건강 연구(Nurses' Health Study)로부터의 샘플의

TMA는 앞서 기술되었다(36).

조직의 면역조직화학 및 면역형광성[0029]

파라핀 단면을 도 11에 나타낸 항체 및 조건으로 염색하였다. 탈파라핀화된 단면을 3% H2O2로 차단시키고, 항원[0030]

회수는  120℃  +/-  2℃,  15  +/-  5  PSI에서  다코(Dako)  시트레이트  완충액(pH  6.0)이  들어있는  압력  쿠커

(pressure cooker)를 사용하여 수행하고, 슬라이드를 3% 혈청으로 차단시키고, 일차 항원(도 11에서 나타낸 희

석)과 함께 실온에서 40분 동안 항온처리하였다. 일차 항원 적용에 이어 이차 항원으로서 다코 표지된 중합체-

HRP와 함께 30분 항온처리하고, 색원체(Dako Envision+ System)로서 3,3'-디아미노벤지딘(DAB)을 사용하여 가

시화하였다. 마이어-헤마톡실린을 대비염색으로 사용하였다. 면역염색된 단면은 광학 현미경으로 관찰하였으며
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각각의 개개 중심에 지정된 값으로 가시적으로 점수매겼다. 면역형광성은 유사한 조건을 사용하여 수행하였으나

플루오레세인 이소티오시아네이트(FITC), 텍사스 적색, Cy3, Cy5, 또는 알렉사플루오르(AlexaFluor) 염색과 접

합된 형광성 표지된 이차 항체로 수행하고 표준 형광 현미경으로 관찰하였다.

도 16에서, 면역염색된 단면은 광학 현미경을 사용하여 2명의 병리학자에 의해 별도로 및 0 내지 25 규모로 점[0031]

수매겼다. 종양 세포 염색의 퍼센트는 (0) = 0%, (1+) = 1-20%, (2+) = 21-40%, (3+) = 41-60%, (4+) = 61-

80%, 및 (5+) = 81-100%로 정량화하였다. 염색의 강도는 0 내지 5로 정량화하였다. 총 점수는 퍼센트 점수를 강

도 점수와 곱하여 계산하였다. 따라서, 발현과 강도 사이에 차이가 존재한다. 발현은, 적어도 1%의 세포가 발현

의 신호를 나타내는지의 여부를 기반으로 하는, 온 또는 오프의 계수적(quantal) 또는 이원성 측정이다. 강도는

존재하는 경우 신호가 나타내는 밝의 정도를 말한다. 총 점수는 측정 둘 다를 기반으로 한다.

평가는 기본적으로 정량적이거나 정성적일 수 있다. 예를 들면, 상기 실험에서, 발현은, 조직내 적어도 1%의 세[0032]

포가 목적한 단백질을 나타내는 경우에 고려된다. 다른 구현예에서, 발현은 양성 염색 또는 다른 유사하게 적절

한 검출 기술을 나타내는 적어도 5%의 세포에 의해 측정될 수 있다. 다른 구현예에서, 발현 역치는 적어도 10%

의 세포이다. 여전히 다른 구현예에서, 발현은 양성 검출을 나타내는 적어도 50%의 세포로서 측정된다. 이들 상

기 검출 범위는 ER, AR, VDR, 및 HER2 검출에 동일하게 적용된다.

간호사의 건강 연구(NHS)를 위해, 도 19에서 1,731명의 환자 각각에 대해 4개의 점수가 존재하였다(총(6,924개[0033]

점수).  당해  점수를  함유하는  조직  미세배열(TMA)을  ER,  PR,  HER2,  VDR,  AR,  [K8/18/Cld-4],  K5/6,  및

[SMA/p63/CD10] 항체로 염색하고 반-정량적으로 점수매겼다. 점수매겨지는 거대한 수의 점수(1,731 x 4 x 7 =

55,392) 및 파일러트 연구에서 관찰된 이원성 발현 양식을 제공하여(도 16) 본 발명자는 본 연구에서 1% 컷 오

프를 사용하여 이원성 점수매김 시스템을 진행하였다. 점수매김은 염색이 되지 않는 경우 0(<1%), 양성 염색의

경우 1이었다. 병리학자들은 다른 병리학자에 의해 제공된 점수 및 생존 결과에 대해 알리지 않았다. 점수매김

평균은 2개의 병리학 판독으로부터의 모든 해석가능한 점수로 지정된 값을 사용하여 케이스당 결정하였다. 진단

조직이 부재하거나 염색이 모든 3개의 점수에 대해 해석되지 않은 경우, 당해 경우 상태를 손실(missing)로 기

록하였다. 각각의 경우의 ER, PR 및 HER2 상태는 앞서 기술된 바와 같았다(58).

NHS는 1976년에 개시된 장래의 집단 연구법(cohort study)이며; 30 내지 55세 연령의 121,700명의 여성 US-승[0034]

인된 간호사들이 노출 정보를 업데이트하고 비치명적인 사건의 질병을 추정하는데 사용된 격년의 잇달은 질의서

(biennial  follow-up  questionnaire)를  사용하여  여성의  건강과  관련된  요인들을  포함하는  질의서를

완료하였다. 집단, 결과 분석을 위한 선택 기준, 평가된 공변량, 및 통계적 분석 방법에 대한 정보는 (36)에서

앞서 기술한 바와 같다.

다중 면역형광성의 분석[0035]

접합체의 교차 채널 형광성, 일차 항체 하이브리드화 조건의 비상용성 및 이차 항체의 종 제한으로 인한 제한을[0036]

포함하는 수개의 원인으로 인하여 3개 이상의 항체를 동시에 사용하여 FFPE 조직 단면을 면역염색하는 것은 매

우 어려웠다(59-61). 첫째로, 플루오레세인 이소티오시아네이트(FITC), 로다민, 텍사드 레드(Texas Red), Cy3,

Cy5, 및 알렉사플루오르(AlexaFluor) 염료와 같은 형광성 접합체에 대한 여기 및 방사 파장은 이론적으로 비-오

우버랩핑인 반면, 채널들 사이를 통한 블리드(bleed)는 일반적이다. 따라서, 동시 다중처리(multiplexing)는 매

우 상이한 여기 및 방사 파장을 지닌 형광성 접합체를 사용하는 것을 필요로 하며, 이는 모든 실제 목적을 위해

3 또는 4개로 동시 사용될 수 있는 형광성 프로브의 수를 제한한다. 둘째로, 단일의 일차 항체 대 3 내지 4개의

상이한 상체를 사용한 조직의 일차 하이브리드화는 항상 동일한 결과를 생산하지 않는다. 이는, 일부 경우에 항

체 정보검색 조건이 각각의 항체에 대해 상이하거나 최적이 하이브리드화 조건이 상이한 온도 또는 시간을 필요

로 할 수 있기 때문이다. 따라서, 모든 항체에 대해 동시에 작업할 수 있는 조건을 사용하여야만 하는데, 이는

전체는 아니지만, 일부 항체에 대해 수회 아임계적이다(62). 셋째로, 대부분의 이차 항체 선택성은, 대부분의

잘 특성화된 일차 항체가 마우스, 토끼, 랫트 또는 닭에서 생산되므로, 종 기반으로 하며, 이는 또한 동시에 다

중처리될 수 있는 이차 항체의 수를 제한한다. 따라서, 모든 의도 및 목적을 위해, 이는 동시 다중처리에 대해

상한치를 투입한다.

이들 문제를 해결하기 위하여, GE Global Research Center(뉴욕주 니스카유나 소재)에서 개발된 연속적인 다중[0037]

처리 면역형광성 방법을 본원에서 사용하였으며, 여기서 2개의 항체가 조직 단면에 대해 동시에 하이브리드화되

어 영상이 2개의 채널로 조직에 여기되는 2개의 레이저로 수집된다. 따라서, 당해 시도는 각각의 항체에 대한

최적의 항원 정보검색 및 하이브리드화를 사용하는 것을 허용하며 표면상 형광성의 교차 채널 블리드-쓰로우

(bleed-through)는 존재하지 않는다(63).  요약하면, IF-계 연속적인 다중처리 방법은 Cy3 또는 Cy5 염료를 사
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용한 일차 항원의 직접적인 접합을 필요로 한다. 조직 단면은 각각의 라운드의 염색에 대해 Cy3 및 Cy5로 염색

한 2개의 일차 항체로 일련 염색하였으며, 이후에 영상을 획득한 후 형광성 표지를 불활성화시켰다. 다른 라운

드의 염색을 이후에 다른 2개의 Cy3 및 Cy5 표지된 항체를 사용하여 수행하였다. 당해 공정은, 목적한 모든 항

체가 염색되고 영상이 획득될 때까지 반복하였다. 당해 연구를 위해, 총 12개의 항체를 동일한 조직 단면에서

다중처리하였다.

영상 분석은 MetaMorph 7.7(Molecular Devices, 펜실바이나주 다우닝타운)로 수행하였다. 관강 상피 세포의 분[0038]

석의 결과가 기록된다. DAPI 영상을 사용하여 핵 차폐 영상을 생성하였다. DAPI 강도 역치를 설정하여 모든 세

포 핵을 확인하고, 컷(cut)/조인 툴(join tool)을 사용하여 각각의 핵을 요약하였다. 다음, 케라틴 음성 부위를

파폐제거하여 기질 세포로부터의 시그날을 제거하고 SMA 영상을 사용하여 근상피 세포를 차폐하였다. 적분된 형

태 계측/측정 대상(Integrated Morphometry Analysis/Measure Object:IMA/MO)을 70 화소(pixel)의 최소의 대상

영역과 함께 사용하여 완전한 세포 핵이 되기에 너무 작은 대상은 제거하였다. 수득되는 측정된 대상 영상을 이

원화하여  핵  차폐를  생성하였다.  핵  차폐  영상을  이원화한  후  희석하여(이웃  2,  반복  수  5,  밀폐  없이

확장시킴) 이워 세포 차폐 영상을 생성하였다. 이원 세포 차폐 영상을 이후에 모든 11개의 영상 평면에 연산:

점수 채널 영상 스택 및 이원 셀 차폐를 사용하여 적용하였다. 수득되는 영상은 매 화소에 대해 개시하는 강도

값을 가졌으며 차폐 영상은 '온(on)'이었고, 매 화소에 대한 영(zero)의 값에서 차폐 영상은 '오프(off)' 이었

다. 모든 대상이 매 채널에서 나타났다는 것을 보증하기 위해, 메타모프(MetaMorph) 이원 세포 차폐 영상을 1

(이원이 '온'인 경우) 및 0(이원이 '오프'인 경우)인 통상의 16-비트 영상으로 전환시켰다. 이후, 당해 영상을

영상 채널의 각각에 가하였으며, 이는 각각의 평면에서 각각의 채널-대상에 대한 동일한 최소의 가능한 강도를

생성하였고, 모든 영상 평면은 동일한 대상을 가졌다. 다음에, 데이타를 대상 부위 및 강도(1 내지 65,535)에

대한 결과에 대한 역치화 함께 마이크로소프트 엑셀로 보냈다. 이중(HR2) 및 삼중(HR3) 호르몬 수용체 양성 세

포의 분석을 촉진시키기 위해, 메타모프를 사용하여 HR2 및 HR3 세포를 특징화하는 영상을 생성하였다. 독립된

세포 대상의 11개의 평면 영상 스택(stack)으로 출발하여,  스택을 중복시키고, 유지 평면 명령(Keep  Planes

command)을 사용하여 목적물 - ER, AR, VDR(핵)의 영상 평면 채널을 유지시키고 스택 연산 평균을 사용하여,

ER,  AR  또는  VDR(핵)  시그날  중의  어느  것이  높은  경우  밝은  핵  시그날로  영상,  "HR2"  또는  "HR3"를

생성하였다. 표시 목적을 위해, 생상 조합을 또한 일부 영상 삼중항, 예를 들면, 적색=ER, 녹색=AR, 청색=DAPI

에서 수행하였다.

간호원의 건강 연구: 설계 및 집단[0039]

NHS는 1976년에 개시된 장래의 집단 연구이며: 30 내지 55세 연령 사이의 121,700명의 여성 US-등록된 간호원이[0040]

노출 정보를 업데이트하고 비치명적인 사건의 질병을 추정하는데 사용된 격년의 잇달은 질의서를 사용하여 여성

의 건강과 관련된 요인들을 포함하는 질의서를 완료하였다. 집단, 결과 분석을 위한 선택 기준, 평가된 공변량,

및 통계적 분석 방법에 대한 정보는 (36)에서 앞서 기술한 바와 같다.

mRNA 발현 프로파일의 분석[0041]

855명의 환자 유방 종양 데이타세트(37)(https://genome.unc.edu/)로부터의 모든 침입성 유방 암에 대한 재발이[0042]

없는 생존의 카플란-마이어 분석을 ER, AR, 및 VDR에 대한 유전자 발현 값에 따라 모든 855명의 종양을 우선 독

립적으로 순위 순서매겨 수행하였다. 다음, 종양은 50번째의 퍼센트 컷 오프를 사용하여 서로에 대해 독립적으

로, 각각의 유전자에 대해 '양성/고' 또는 '음성/저'로서 분류하였다. 이후에, 그룹을 각각의 유전자에 대한 양

성 또는 음성 콜(call)을 기반으로 조립하였다; 모든 음성=HR0, 하나의 양성=HR1+, 2개의 양성=HR2+, 모든 3개

의 양성=HR3+. 

유방 암 세포주의 특성화[0043]

모든 세포주를 ATCC 안내서에 따라 배양하였다. BT20, HCC1187, MDAMB468 및 SUM159 세포를 0.05% 트립신/EDTA[0044]

로  트립신  처리하고  적절한  밀도(BT20:  6,000,  HCC1187:  10,000,  MDAMB468:  4,000  및  SUM159:  1,000개

세포/웰)에서 96웰 플레이트 속에서 DMEM+10%FBS에 플레이팅하였다. 다음날, 칼시트리올 및 탁솔을 각각 25nM

및 1.5nM의 농도에서 가하였다(0일). ZR75B의 경우, 4000개의 세포/웰을 96 웰 플레이트 속에서 DMEM+10%FBS에

플레이팅하였다. 50nM의 칼시트리올 및 5nM의 ICI180,782를 다음날 신선한 배지와 함께 가하였다(0일). 배지를

매 격일마다 새로이 교체하고 세포 증식 검정을 상기 세포주에 대해 6일째에 수행하였다. T47D 세포를 페놀 레

드가 없은 삼중 발현물(Invitrogen)로 트립신처리하고 PBS로 세척하고 10,000개의 세포/웰을 페놀 레드가 없는

DMEM+ 5% 목탄 스트리핑된 FBS(CSFBS) 속에서 96 웰 플레이트 속에서 플레이팅하고 3일 동안 배양하였다. 4일째

날에, 10nM의 17  베타 에스트라디올(E2)을 신선한 페놀 레드가 없는 DMEM+5%  CSFBS을 지닌 상이한 그룹에서
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10nM ICI180,782, 10nM R1881 및 50nM 칼시트리올 외에, 비-약물 처리 그룹을 제외하고 모든 웰내로 가하였다

(0일).  세포를  동일  배지  속에서  계수  전  6일  동안  배양하였다.  모든  증식  검정을  세포  역가  블루  시약

(Promega)을  사용하여  수행하고  형광성을  바이오-텍  분광광도법(Bio-Tek  spectrophotometer)를  사용하여

530/25nm(여기) 및 590/35nm(방출)에서 측정하였다. 비히클만의 그룹은, E2를 대조군으로 사용하는 T47D를 제외

한 모든 실험에서 대조군으로 사용하였다.

통계적 분석[0045]

사건  결과를  카플란-마이어  분석을  사용하여  비교하였으며  P  값은  로그랭크  시험(logrank  test)으로[0046]

측정하였다. 근상피 및 관강 유전자 세포(25-27)의 종양 발현은 fRMA 표준화된(참조: McCall & Irizarry 2010,

Biostatistics) 유전자 발현 데이타(GSE3744, , GSE4922, GSE6532, GSE7390)에서 계층화 군집 분석(피어슨 상

관 계수(Pearson correlation coefficient), 평균 계통)을 사용하여 바이오컨덕터 패키지 메이드(Bioconductor

package  made4)를  사용하여  탐색하였다(참조:  Culhane  et  al.  2005).  세계적인  시험(Global  test)(참조:

Goeman et al. 2004)을 사용하여 유전자 발현과 관강 또는 근상피 분류 사이의 상관관계를 평가하였다. 종양은,

기저-유사 아형 분류가 발명자에 의해 제공된 경우(참조: Richardson et al. 2006)를 제외하고는, 앞서 기술한

바와 같이(참조: Culhane & Quackenbush 2009) 기저 또는 비-기저 유사로 분류하였다. 바이오컨덕터 패키지 세

계적인 시험(Biocondoctor package globaltest)(참조: Goeman, J. J., van.(2004))으로부터 이용가능한 세계적

인 시험을 사용하여 개개 유전자와 기저/비-기저 개인 사이의 상관관계를 측정하였다.

유전자 발현 분석[0047]

본 분류 시스템 및 이를 사용한 방법을 개발하기 위하여, 실험을 정상의 유방 세포에서 수행하여 암성 종양 또[0048]

는 조직을 분류하기 위한 참고로서 사용하였다. 구체적으로, 거대한 세트의 유방 상피 마커의 전신계적 분석을

수행하였다. 이러한 정보를 사용하여 정상의 세포 유형을 기준으로 한 사람 유방 종양을 4개의 주요 아형으로

분류하였다. 당해 신규 종양학적 분류 계획은 유의적인 환자 생존 차이와 관련되어 있으며 실시예 및 도면에서

보다 상세히 설명된 바와 같이, 유방 종양을 치료하기 위한 행동가능한 통찰력을 제공한다.

실시예 1: 정상의 사람 유방에서 분화의 집단(CD) 마커의 분석[0049]

앞서 나타낸 바와 같이, 정상의 사람 유방은 젖을 생산하는 소엽과 젖을 유두로 수송하는 소염내 도관으로 구성[0050]

된다(도 1, A).  사람 유방 종양의 막대한 대부분은 '도관 암종" 또는 '소엽 암종'으로서 형태학적 배경으로 분

류되며, 도관 및 소엽 유방 암이 정상 도관 및 소엽 각각에서 개시된다는 일반적인 오개념을 초래한다. 그러나,

이들의 명칭에도 불구하고, 종양 유형 둘 다에 대한 조지 진행 단계의 거의 모두는 전적으로 유방 소엽을 포함

한다. 따라서, 소엽에서 정상 세포는 조직 구조를 보존하고 도관, 소엽 및 상이한 층의 상피의 구별을 허용하는

면역조직화학(IHC) 염색을 사용하여 시험하였다. 그러나, 대부분의 단백질은 IHC와 같은 반-정량적인 방법을 사

용하여 세포 아형을 정의하는 이들의 용도를 제한하는 생체내 구배 양식으로 발현된다. 따라서, 이원성 발현 양

식(즉, 하나의 소집단은 명확하게 음성이고 다른 것은 강력하게 양성이다)을 갖는 마커가 정상 유방 조직의 면

역조직화학적 염색을 기반으로 하여 확인되었다(도 1).

실시예 2: 정상의 사람 유방에서 중간 필라멘트의 분석[0051]

정상의 사람 유방에서 이원성 발현 양식을 지닌 분자를 확인하기 위한 시도에서, 중간 필라멘트는 명백한 세포[0052]

주에서  차등적으로  발현되며  이들의  발현은  조직  및  세포-형  특이적이므로,  중간  필라멘트의  발현을

시험하였다. 또한, 중간 필라멘트의 세포-형 특이적인 발현은 종양에서 보존됨이 잘 인식되어 있다(10). 당해

이유로, 이들은 발생학자에 의해 성공적으로 사용되어 조직 분화를 연구하였고 병리학자들에 의해 성공적으로

이용되어  종양의  조직  기원을  측정하여  왔다(11).  이원성  양식으로  발현하는,  사람  유방  세포의  아집단

(subpopulation)을 확인하는데 유용한 아세트(subset)가 발견되었다. 이들은 K5, 7, 8, 14, 17, 18, 및 19를

포함하였다(도 1, J).

다음, 12명의 완전한 FFPE 단면 및 24명의 환자로부터의 샘플을 사용한 조직 미세배열을 포함하는, 36개의 유방[0053]

축소 유방성형수술로부터의 정상 유방 조직을 시험하였다. 이들 경우는 K5, 7, 8, 14, 17, 18, 19, CD10, p63

및 평활근 액틴(SMA)으로 면역염색되었다.

정상의 유방 소엽 및 도관은 2개의 세포형, 즉 내부 젖을 생산하는 관강 세포-형 및 외부 지지성 근상피 세포형[0054]

으로 이루어진 것으로 사료되는 이-층 상피에 의해 나누어진다. 앞서 나타낸 바와 같이, K7, K18 및 클라우딘-

4(Cld-4)는 모든 관강 층 세포에서 발현되며 근상피 층 세포에서는 발현되지 않는다(도 2, A)(12). 따라서, 이

들 3개의 항체는 모든 관강 세포를 확인하는 팬-관강 마커를 구성한다. 대조적으로, CD10, SMA 및 p63은 모든
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근상피 층 세포에서 발현되지만, 관강 층 세포에서는 발현되지 않으므로; 이들은 팬-근상피 마커 패널을 구성한

다. 흥미롭게도, 대부분의 관강 세포는 K19으로 염색되는 반면, 드물게 소엽 K19는 음성이었다(도 2, B). 따라

서, 이의 발현 양식에 있어서 전적으로 관강이지만, K19는 팬-관강 마커가 아니다.

사람 피부 및 마우스 유선 조직에서 K5/14/K17은 유방의 근상피 층의 기저 층에서 전적으로 발현된다(도 3, A,[0055]

B). 이들 관찰을 기반으로 하여 이들 케라틴은 일반적으로 '기저 케라틴'으로 언급된다(13). 그러나, 정상의 사

람 유방 조직에서 K5, K14 및 K17은 단일 층에 대해 배타적이지 않았으며, 이들의 발현은 위치에 따라 관강과

기저 층 사이에서 스위칭되었다. 사람 유방에서 보다 큰 직경의 소엽내 도관에서 K5/14/17은 예측된 바와 같이

근상피(기저) 층에서 발현되었다(도 1, B, 도 3, C-E). 그러나, 유방 암 및 전구체 병변에 대한 조기 진행 단계

가 발달하는 부위인, 소엽에서, K5, K14 및 K17는 관강 층에서 보다 주로 발현되었다(도 2, C-E, 도 1, J, 도

3, F-H)(7). 이들 [K5+, K14+ 또는 K17+] 양성 세포의 관강 특성은 이중 면역염색으로 확인하였다. 소엽에서

[K5+, K14+ 또는 K17+] 세포는 비멘틴(vimentin)+, SMA+, CD10+ 및 p63+ 근상피 세포층 위에 위치하여 관강 공

간에 직접 면한다. 이들 세포는 또한 근상피 특이적인 마커 CD10, SMA 및 p63에 대해 음성이며, 이들의 관강 표

현형을 입증한다(도 3, I-K).

관강 [K5+, K14+ 또는 K17+] 세포는 시험한 모든 환자에서 확인되었다(n=36).  따라서, 이는 관강 세포의 풍부[0056]

하고 고도로 재생성인 소집단이었다. 특히, 일부 소엽에서는 단지 작은 퍼센트의 관강 세포 만이 [K5+, K14+ 또

는 K17+]이었지만, 다른 소엽에서는, 거의 100%의 관강 세포가 심지어 동일한 환자로부터의 조직의 단일의 단면

에서 조차 [K5+, K14+ 또는 K17+]이었다(도 3, L-O).

2개의 상이한 세포 계통을 마커의 상호 배타적인 발현으로 정의하는 경우, 동일한 세포에서 이들 마커의 동시-[0057]

발현은 '줄기성(stemness)'의 증거로 사용되어 왔다. 이미, K5, K14 또는 K17과 K7 또는 K18의 동시-발현은 혼

합된 관강/금상피 표현형을 지닌 이중-잠재성 세포에 대한 증거로서 해석되어 왔다. 그러나, 여기서 당해 증거

는, 일부 소엽이 전적으로 이러한 이중-양성 세포로 구성되며 이러한 소엽은 시험한 거의 모든 조직 단면에서

존재함을 입증한다(도 2, F, 도 3, P-T). 중요하게도, 이들 K5+ 및 K14+ 세포는 또한 관강 분화의 마커인 Muc1

을 발현하였다(도 3, U). 이는 전적으로 후대세포/줄기 세포로 구성된 상피 조직을 발견하는데 매우 일반적이지

않을 수 있으므로, 이들 결과는 K5/14/17와 K18/19을 동시 발현하는 관강 층 세포가 분화된 관강 세포 다양성과

보다 일치함을 나타낸다.

이들 데이타는, 케라틴 5/14/17이 사람 피부 및 마우스 유방에서 이들의 단일형 기저 발현과는 달리, 사람 유방[0058]

에서 전적으로 '기저 케라틴'이 아님을 나타낸다. 정상의 사람 유방의 소엽에서 K5/14/17은 관강 층에서 주로

발현된다. 대조적으로, 소엽내 도관에서, K5/14/17은 근상피(기저) 층에서 주로 발현된다(7, 14).  주목하게도,

K5/14/17 발현은 관강 층 내에서 이원성이었는데, 즉, K5, K14 및 K17 음성인 하나의 아세트, 및 K5+, K14+ 또

는 K17+인 다른 아세트를 지닌 2개의 명백한 관강 층 세포 집단이 존재하였다. 모든 이들 연구에서, 각각의 마

커를 상이한 종, 제조업자 및 클론으로부터 온 수개의 항체로 시험하여 항체 동형 특이적인 변수를 제외시켰다.

모든 경우에, 당해 결과는 상이한 항체 사이에서 유사하였다(이들 연구에 사용된 37개의 일차 항체의 목록에 대

해서는 도 11을 참조한다).

실시예 3: 정상의 사람 유방에서 호르몬 수용체의 분석[0059]

K5/14/17 발현을 기반으로 관강 층 세포의 2개의 아형을 확인하고, 이들 세포에서 호르몬 수용체의 발현을 특성[0060]

화하였다(15). 호르몬 수용체는 조직 분화의 조절에 밀접하게 포함되며 일부 호르몬 수용체는 이원성 발현 양식

을 가지므로 마커의 어필링 세트(appealing set)를 나타낸다.

이미 발표된 연구 및 예비 면역염색의 초기 조사에서, 에스트로겐 수용체(ER), 안드로겐 수용체(AR) 및 비타민[0061]

D  수용체(VDR)를 포함하는 3개의 수용체가 소엽의 관강 층에서 명백한 이원성 발현 양식(TRH  αβ/βPTH1R,

OXTR, SSTR1-3,5, RAR αβ, 및 RXR αβ)으로 부각되었다(일부 세포에서는 강력한 발현인 반면 다른 세포에서

는 발현하지 않는다). 많은 다른 호르몬 수용체는 이원성 발현 양식(TRH α/βPTH1R, OXTR, SSTR1-3,5, RAR α

/β, 및 RXR α/β)를 가진 것으로 여겨지지 않았다. 따라서, 이들 다른 수용체는 정상 사람 유방에서 세포 아

형을 확인하기 위한 잠재적인 이원성 마커로서 촉망적인 것으로 여겨지지 않았다. ER의 발현을 사용한 프로게스

테론 수용체 트랙의 발현으로 인하여, PR은 마커의 이미 집중적인 패널의 본 특성화에 포함되지 않았다.

K5/14/17 및 ER을 사용한 이중 면역염색은 다음에 수행하였다. 당해 분석은, ER 및 K5/14/17이 동일한 세포에서[0062]

동시-발현되지 않았음을 입증하였으므로(<0.5% 오우버랩, 도 5-9)(도 2, G, 도 1, J, 도 5), 3개의 상호 배타적

인 관강 세포 상태: (a) ER+, (b) K[5/14/17]+ 및 (c) ER-/K[5/14/17]-를 정의한다(도 2, H). 세포 주기내 이
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들의 위치와는 상관없이 증식하는 세포를 표지하는 Ki-67 항체를 사용한 동일한 단면의 염색은, 증식하는 관강

세포가 ER 또는 K5/14/17을 매우 드물게 발현하였음을 나타내었다(<0.4% 오우버랩, 도 6)(도 2, I-J). 거의 모

든 증식하는 Ki-67+ 세포는 K18+ 관강 세포였다(도 2, K). 이들 결과는, 정상 유방의 소엽에서 4개의 상호 배타

적인 관강 세포 상태를 정의하도록 하였다: (a) ER+ 세포, (b) K[5/14/17]+ 세포, (c) ER-/ K[5/14/17]- 세포

및 (d) Ki-67+ 세포(도 2, L).  이들 세포 모두는 팬-관강 마커 K7/18에 대해 양성이었다.

이중 면역염색은, AR+ 세포가 또한 K/5/14/17+ 및 Ki-67+ 세포와 항호 배타적이었으나(0.0% 오우버랩, 도 5, 도[0063]

4, A 및 B), 이들은 ER+ 세포와 부분적으로  오우버랩되었음(11-36%, 도 7, 도 4, C)을 입증하였다. 이들 결과

는, 호르몬 수용체(HR) 양성 세포의 3개의 아세트: ER+, AR+ 및 AR/ER+(도 4, D)를 나타내었다. AR 발현은 관강

층에서만 관찰되었으며 근상피 층에서는 관찰되지 않았다.

이중 염색은 또한, VDR+ 세포가 관강 층에서 또한 배탁적이었으며 CD10+ 근상피 세포와 오우버랩되지 않았음을[0064]

입증하였다(도 4, E).  VDR+ 관강 세포는 또한 증식하는 Ki-67+ 세포와 상호배타적이었으나(0.0% 오우버랩, 도

6, 도 4, F), 이들은  K5/14+ 세포(15-23%, 도 5, 도 4, G), AR+ 세포(16-35%, 도 7, 도 4, H), 및 ER+ 세포

(22-74%, 도 7, 도 4, I)와 부분적으로 오우버랩하였다. 흥미롭게도, Ki-67+ 증식하는 세포의 대부분은 이들이

CD10+ 근상피 세포와 상호배타적인 것에 의해 입증되는 바와 같이, 관창 층에 존재하였다(도 4, J, 도 5-9). 삼

중 염색은 또한, 삼중 HR+(ER/AR/VDR+) 세포의 존재를 입증하였다(도 4, K, L, 백색의 삼중 양성). 증식하는 관

강 세포는 호르몬 수용체 발현 ER, AR 또는 VDR 세포와 상호 배타적이었다(도 4, M).

이들 결과는 도 4, N에서의 다이아그램에 묘사된 사람 유방 소엽의 관강 층에서 호르몬 수용체(HR) 양성 세포의[0065]

7개의 아세트: ER+, AR+, VDR+, AR/ER+, ER/VDR+, AR/VDR+ 및 ER/AR/VDR+를 나타내었다. 흥미롭게도, VDR+ 세

포 만이 실질적으로 K5/14/17+ 관강 세포와 오우버랩되었고, 증식하는(Ki-67+) 관강 세포는 이들 마커 모두에

대해 음성이었다(도 4, B, F, M).

누적적으로, 11개의 분화 상태는 따라서, 사람 유방 소엽의 관강 층(L1-11; 도 10)에서 정의되었다. 이들은 단[0066]

일의 호르몬 수용체 양성(HR1+: ER, AR 또는 VDR; L4-L7), 이중 호르몬 수용체 양성(HR2+: ER/AR, ER/VDR, 또

는 AR/VDR; L8-L10) 또는 삼중 호르몬 수용체 양성(HR3+: ER/AR/VDR; L11)(도 10)으로 그룹화된, 3개의 호르몬

수용체 음성 상태(도 10에서 HR0; L1-3) 및 8개의 호르몬 수용체 양성(HR+) 상태(도 10에서 L4-11)를 포함한다.

모든 관강 세포는 K7/18 및 Cld-4를 발현하였다. 

근상피 층에서, 모든 세포는 K5/14/17[-] 또는 K5/14/17[+](도 10, My1 및 My2)인 2개의 아형과 함께, SMA,[0067]

CD10 및 p63을 발현하였다. 증식하는 세포는 근상피 층에서 매우 특별하며; CD10 및 Ki-67은 세포의 0.5%에서만

오우버랩되었다(도 4, J, 도 10, 도 11, D).

실시예 4: 신규의 다중 면역형광성 방법을 사용한 정상의 사람 유방에서 12개 마커의 동시 실험[0068]

상기 실험에서, 동일한 FFPE 단면을 3개 이하의 상이한 항체로 동시 염색하였다. 보다 큰 수의 항체는 상기 논[0069]

의된 다수의 이유로 통상의 방법을 사용하여 다중처리하기 어렵다. 일련의 단면을 염색하는 것은, 각각의 단면

이 5 마이크론 두께이므로, 작은 세포가 기껏해야 2개 이상의 일련의 단면에서 존재하지 않기 때문에 이러한 문

제를 다루지 않는다.

모든 12개의 상이한 마커 ER, AR, VDR, K5, K7, K8/18, Cld-4, SMA, CD10, Ki-67, NaKATPase 및 DAPI에 대해[0070]

이중 및 삼중 면역염색에 의해 예측된 즉각적인 동시-발현 양식을 확인하기 위하여, 동일한 세포에서 이들의 발

현은 다중처리 면역염색으로 실험하였다.

구체적으로, 10개 이상의 상이한 항체를 일렬로 사용하여 동일한 조직 단면의 면역염색을 허용하는 신규 기술이[0071]

최근에 개발되었다(참조: General Electric, NY, USA)(16). 이들 기술을 사용하여 물질 및 방법 단락에 따라,

24명의 환자로부터의 정상의 사람 유방 소엽을 함유하는 조직 미세배열(TMA)을 염색함으로써 상기 결과를 입증

하였다. 이들 실험에서, 팬-케라틴 염색을 사용하여 모든 상피 세포를 확인하였다. DAPI 및 NaKATPase를 사용하

여 핵 및 막을 각각 강조하였다. 이들 실험은, 도 10에서 모든 마커의 동시-발현 양식을 독립적으로 확인하였다

(도 12-14). 다시 한번, 증식하는 관강 세포는 호르몬 수용체(ER, AR 및 VDR), 또는 케라틴 5/14를 발현하지 않

았다. 호르몬 수용체 양성 세포는 관강 층에서 독점적이었으며 이들은 서로 부분적으로 오우버랩되어 본 발명자

들이 이미 관찰한 HR1, HR2 및 HR3 표현형을 입증하였다(도 12-14).      

사람 유방에서 정상의 관강 세포에 대해 기술된 본 발명의 11개의 분화 상태 중에서, 이들 실험은 4개의 우세한[0072]

분화 양식을 강조한다: 호르몬 수용체 양성 상태(HR+), 증식 상태(Ki-67+), 및 2개의 호르몬 수용체 음성 상태;

하나의 K5+ 및 다른 K5-(도 13-15). 이들은 거대한 상호 배타적인 상태에 있으므로, 다른 표현형으로 확장된 하
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나의 표현형은 소엽에서 수축하여야만 하는지의 여부를 가설화하였다. 이와 일치하여, Ki-67 및 K5+ 세포는 HR+

세포에서 풍부한 소엽에서 드물었다(도 15, ii-iii). K5+ 세포가 확장된 경우, HR+ 및 Ki-67 세포는 감소하였으

며(도 15, iv-v), 고도로 증식성인 부위에서, 매우 적은 HR+ 또는 K5+ 세포가 존재하였다(도 15, vi). 따라서,

단일 단면에서 다중처리 염색 기술은, 이들 분화 상태가 매우 상호 배타적이며, 여기서 제공된 세포는 한번에

하나의 상태로만 존재할 수 있음을 입증하였다(도 15, vii)(17).

실시예 5: ER+ 유방 종양에서 HR+ 및 HR- 세포형의 분석[0073]

정상의 유방 상피에서 단일 세포 수준에서 관찰된 현저한 이질성에 있어서, 유방 종양이 정상의 세포형/분화 특[0074]

이적인 양식을 유지하는지의 여부를 조사하였다.

20개의 유방 암의 예비 세트에서, 첫번째로 완전한 FFPE 단면에서 12개의 단백질 마커의 염색 패턴을 IHC로 평[0075]

가하였다(도 11). 이들 결과는, 216개의 종양(51 ER+, 46 HER2+ 및 119 TNBC를 포함)의 제2 세트를 함유한 조

직 미세배열(TMA)에서 확인되었다(도 16). TMA에서 종양의 염색은 (0) = 0%, (1+) = 1-20%, (2+) = 21-40%,

(3+) = 41-60%, (4+) = 61-80%, 및 (5+) = 81-100%로 정량화되었다. 염색의 강도는 0(염색되지 않음) 내지 5

(최대 강도)로 정량화되었다. 총 점수는 점수 퍼센트를 강도 점수와 곱하여 계산함으로써 0-25 발현 규모를 유

도해내었다(도 17).

조직 세트 둘 다에서, 모든 ER+ 사람 유방 암은 다중의 팬-관강 마커(Cld-4, K7 및 K18)를 강력하게 발현하였으[0076]

며 어느 것도 팬-근상피 마커(CD10,  SMA  및 p63)에 대해 양성이 아니었다(도 16,  A).  모든 ER+  유방 암은

K5/14에 대해 음성이었다(도 16, A). 흥미롭게도, 대부분의 ER+ 종양은 VDR+(93%)이었으며, 2/3는 AR+(59%)이

었다(도 16, A). 당해 양식은 AR 또는 VDR을 동시-발현할 수 있지만 K5/14/17 또는 근상피 마커 CD10/SMA에 대

해서는 매우 드믈게 양성인 정상의 유방 ER+ 세포와 동일하였다. 이들 결과는, 모든 ER+ 종양이 관강 층(정상의

분화 상태 L4, L8, L9, 및 L11)에서 HR+ 정상의 유방 세포와 동일한 관강 표현형을 가짐을 나타낸다(도 16, A

및 D). 흥미롭게도, 정상의 조직과 유사하게, 대부분의 증식하는 종양 세포(Ki-67+)는 또한 ER 또는 AR에 대해

음성이었다(도 18, B-I). 대부분의 Ki-67+ 종양 세포가 VDR 음성(도 18, J-M) 반면, 중심적으로 일부 증식하는

종양 세포는 또한 VDR+이었다(도 18, N-Q).  

실시예 6: HER2+ 유방 종양에서 HR+ 및 HR- 세포형의 분석[0077]

HER2+ 종양에서, 다중 팬-관강 마커(Cld-4, K7 및 K18)의 강력한 발현이 관찰되었으며, 팬-근상피 마커 중 어느[0078]

것도(CD10, SMA, p63) 존재하지 않았다(도 16, B). 이들 데이타는, 거의 모든 HER2+ 종양(44/46)이 정상의 유

방 세포에서 동일한 HR+ 관강 표현형(L4-L11)을 가짐을 나타내었다(도 16, B, D). 소수(2/46)는 HR 음성 세포와

유사하였다(도 16, B, D). 이렇게 HR0 HER2+ 종양이 거의 없는 이유의 한가지 가능한 설명은, HER2 과발현이

HR0 세포에서 유해할 수 있는 반면, HR+ 세포 종양에서 유리하기 때문이다.   

실시예 7: 삼중 음성 유방 종양에서 HR+ 및 HR- 세포형의 분석[0079]

삼중 음성 유방 암종(TNBC)은 ER, PR 및 HER2의 발현을 결여하는 것으로 정의된다. 본 발명에서, 119개의 TNBC[0080]

를  HR  및  케라틴  마커의  발현에  대해  분석하였다.  당해  작업은,  K5/14에  대한  염색을  기반으로(18)  관강

1(LM1),  관강  2(LM2)  및  혼합된(M)(도  16,  C)로서  언급된  3개의  주요  아그룹을  나타내었다.  TNBC의  거의

66%(n=78/119)는 순수한 관강 표현형을 가졌으며; 이들 종양의 표현형은 팬-관강 마커에 대해 양성, 팬-근상피

마커 및 ER에 대해 음성이지만, AR, VDR 또는 둘 다에 대해 양성인 정상의 관강 세포형의 것과 유사하였다(도

16, C). 이들 중에서, 37개는 K5/14 음성인 관강 세포형(L1-2, L5-7, 또는 L10 세포형(LM1)과 유사하였고 41개

는 K5/14 양성(LM2)인 정상의 관강 세포형  L3 또는 L7과 동일하였다(도 16, C,D).

나머지 TNBC(33%, n=41) 모두는 또한 관강 마커(Cld-4, K7, AR, VDR, K18)를 강력하게 발현하였지만, 이들 종[0081]

양 중 38개는 정상의 근상피 세포에서 발견된 항원(CD10, SMA 및 p63)을 발현하였다(도 16, C). 이들 종양은 관

강 및 실제 기저 표현형의 거의 동일한 부분인 표현형을 가지므로(즉, 이들은 진실된 기저/근상피 마커를 발현

한다), 이들은 "혼합된 표현형"(M)으로 언급된다.

이들 데이타는, 사람 유방 종양의 놀랄만하게 높은 분획(~95%)이 단일의 정상 유방 세포 아형과 표현형적으로[0082]

동일함을 나타내며, 이들 종양이 이들의 세포 기원의 분화 표현형을 유지하거나 이들이 정상의 세포 분화 계통

을 따라 분화함을 나타낸다. 정상의 대응부 세포형은 혼합된 분화를 지닌 사람 종양의 작은 소수(~5%)에 대해서

는 확인될 수 없었다. 이들 종양의 정상의 대응부는 혼합된 소엽 또는 근상피를 지닌 후대세포 세포와 같은 세

포형일 수 있거나(19), 이들 종양은 이들 마커의 적절한 발현을 초래하는 돌연변이로 인하여 변경된 표현형을
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나타낼 수 있음이 가능하다.

실시예 8: TNBC에서 정상의 기저 대 관강 특이적인 mRNA의 발현[0083]

TNBC의 세포 기원은 큰 관심사가 되어 왔다(20). 앞서 언급한 바와 같이, 케라틴 K5/14/17은 사람 피부 및 설치[0084]

류 유선의 기저 층에서 발현된다(도 3, A, B). 따라서, 이들 케라틴은 문헌에서 일반적으로 '기저 키라틴'으로

언급되어 왔다(14). 결과적으로, K5/14/17을 발현하는 TNBC 중 일부는 '기저-유사 암종'(BLC)으로 불리어 왔다

(21). 이를 기반으로, 일부는, 이들 종양이 정상 유방의 근상피(기저) 세포와 유사하다고 제안하여 왔다. 그러

나, 본원에 입증된 바와 같이, K5/14/17은 주로 정상의 사람 유방 소엽의 관강 층에서 발현되며 K5/6+ TNBC 기

저-유사 암(BLC)은 이들 관강 세포애에 이들과 동일한 마커를 발현한다(도 10, L3 및 L7). 

TNBC/BLC 범주는 미세배열 분석에서 mRNA 발현을 기반으로 하였으므로(22-24), 정상의 사람 유방 세포에서 mRNA[0085]

의 분석은 고도로 정제된 관강 대 근상피 세포를 프로파일링한 3개의 상이한 연구로부터의 결과를 합하여 수행

하였다(25-27). mRNA의 작은 아세트만이 모든 3개의 연구에서 일관되게 관강과 근상피 세포 사이에서 차등적으

로 발현되었다. 이들은 정상의 관강 대 근상피 세포를 구별한 강력한 컨센수스 신호(cossensus signature)를 제

공하였다. 이들 유전자의 발현은 이후에 기저-유사 및 비-기저-유사 사람 유방 종양에서 시험하였다(28-31). 

흥미롭게도, 이들 집단에서의 '기저-유사 종양'과 정상의 기저/근상피 세포의 발현 신호 사이에 유의적인 상관[0086]

관계가 관찰되지 않았다(도 20, A). 실제로, 3개의 앞서 발표된 '관강' 또는 '근상피' 신호 중 유전자의 목록은

기저 또는 비-기저 종양에서 보다 강력하게 발현된 유전자와 유의적으로 오우버랩되지 않았다(피셔의 정확도 시

험(Fisher's　exact test) P 값 = 0.22)(도 20, A). 따라서, 대부분의 "기저-유사" 종양은 mRNA 및 실제 기저

세포인, 정상의 근상피 세포의 단백질 마커의 발현에 의해 정의된 바와 같은 실제의 기본적인 표현형을 입증하

지 않았다(도 20, B). 고유하게, 마우스 모델에서의 최근 연구는 또한, 기저-유사 암종의 세포 기원이 실제로

관강 세포임을 제안하였다(14, 20, 32). 일부 집단에서, 기저-유사 종양을 지닌 환자는 TNBC 종양을 지닌 환자

보다 나쁜 결과를 갖는다(21). 본 분석에서는, K5/6+ 대 K5/6- TNBC 환자 사이에 관찰가능한 유의적인 차이가

없었다(도 20, A).

이들 데이타는, 기저-유사 종양이 mRNA 프로파일링을 기반으로 한 TNBC의 명백하고 재생가능한 아-그룹이지만,[0087]

명칭 "기저-유사"는 아마도 이들의 분화 상태 또는 이들의 세포 기원의 정확인 설명이 아님을 나타낸다.(7, 14,

33). BLC의 분화 상태는 유방의 K5/14/17[+] 정상의 관강 세포와 가장 유사하다.

실시예 9: NHS 집단에서 HR0-3 유방 종양 표현형의 분포[0088]

상기 결과를 기반으로, 사람 유방 종양은 사람 유방 조직의 정상의 분화 상태에 따라 분류될 수 있다는 가설을[0089]

세웠다. 당해 가설은 25년 이상 연장하여 환자, 및 다수의 환자들(n=1731)로부터의 유방 암 샘플의 이용가능성

을 이용한 간호원 건강 연구(NHS)로부터의 유방 암 집단을 사용하여 시험하였다(34-36). 1,731명의 NHS 환자로

부터의 샘플을 포함하는 조직 미세배열(TMA)을 ER, PR, HER2, VDR, AR, K8/18/Cld-4, K5/6, 및 SMA/p63/CD10

항체로 면역염색하고 반-정량적으로 점수를 매겼다. 파일럿 연구는, 이들 마커가 대부분의 종양에서 이원성 양

식으로 발현됨을 나타내었다(도 16).  따라서, 점수매겨진 코어의 거대한 수(>55,000)에 의해, 이원 점수매김

시스템을, NHS TMA를 점수매기는 경우에 1% 발현 컷 오프 점을 사용하여 시행하였다. 당해 연구에서 유방 종양

은 정상의 조직 분화를 기반으로 4개의 범주로 나누었다: ER, AR 및 VDR을 동시 발현하는 삼중-양성 종양(HR3),

ER/AR[+], AR/VDR[+], 또는 ER/VDR[+]인 이중-양성 종양(HR2), 호르몬 수용체, ER[+], VDR[+] 또는 AR[+] 중

하나만을 발현하는 단일-양성 종양(HR1), 및 ER, AR 및 VDR에 대해 음성인 호르몬-수용체 음성 종양(HR0). 

주목하게도, 4개의 HR 범주는 현재의 ER+, HER+ 및 TNBC 분류와 동일하지 않다. 예를 들면, 표준 분류를 기반으[0090]

로 약 75%의 NHS 연구 환자가 ER+ 종양을 가졌고(n=1,356), 10%가 HER2+ 종양을 가졌으며(n=177) 15%는 삼중-

음성  종양을  가졌다(n=253)(도  19,  A,  B).  대조적으로,  이들  동일한  종양은  HR3  58.1%(n=1006),  HR2

24.8%(n=429), HR1 10.7%(n=185), 및 HR0 6.4%(n=111)로 분류되었다(도 19, A, 도 25).

각각의 표준 유방 암 범주의 실험은, 각각의 아형이 다수의 HR 그룹으로 구성됨을 나타내었다. 예를 들면, ER+[0091]

종양의 HR 분류는, 75%가 HR3+(ER+/VDR+/AR+)이었으며, ER+ 종양의 나머지는 HR2+(23.4%) 및 HR1+(1.5%) 종양

으로 구성됨을 나타내었다(도 21, A, B). 거의 1/3의 HER2+ 종양(29%)이 모든 3개의 호르몬 수용체(HR3+)를 발

현하였으며, 나머지는 HR2+(43.5%), HR1+(22.0%) 및 HR0(5.1%) 종양으로 구성되었다(도 21, A, B). 따라서, HR

계 분류 시도는 단지 기존의 그룹을 재명명하지 않지만, 이는 새로운 방식으로 유방 종양을 체계화한다. 그 결

과, HR0-3 환자의 분포는 현재의 범주와는 유의적으로 상이하다. 삼중-음성 유방 암(n= 262) 중에서, 36.8%는

어떠한 호르몬 수용체(H0)도 발현하지 않았으며, 44.6%는 적어도 하나의 호르몬 수용체 AR 또는 VDR(HR1+)를 발
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현하였고, 18.6%는 AR 및 VDR(HR2+) 둘 다를 발현하였다(도 21, A, B).  

실시예 10: 정상의 세포 계통 표현형을 기반으로 한 유방 암 결과의 분석[0092]

HR0-3 범주에서 양성 수용체의 총 수와 유방암 생존 또는 결과 사이에는 강력한 상관관계가 존재한다. 구체적으[0093]

로, NHS 집단의 카플란-마이어 분석은, HR3+ 종양을 지닌 여성이 가장 잘 생존하며, HR1+ 종양은 가장 열악하게

생존하고, HR2+ 종양은 중간 생존을 가짐을 나타내었다(도 19, C)(p <0.0001).

다변량 분석에서 이들 차이는 유의적인 것으로 남았다. HR3 종양과 비교하는 경우, HR2 종양에 대한 상대적인[0094]

위험비(relative  hazard  ratio:  RHR)는 2.9(95%  신뢰 구간 [CI]  1.60-5.21)이었고,  HR1  종양의 경우 RHR은

5.3(95% CI 2.77-9.97)이었으며 HR0의 경우 RHR는 6.9(95% CI 3.37-14.39)이었다.

흥미롭게도, HR0 그룹은 처음 5년 동안 최악의 결과를 지닌 HR1 종양과 유사한 이원상 결과 곡선을 가졌으나, 5[0095]

년 후 당해 곡선은 탁월한 결과와 일치하게 평편하게 되었다(도 19, C). Cox 회귀 모델의 주요 추측은, 시간에

따른 고정 위험비이다. 따라서, 본 발명자들은 다변량 모델에서 시간-의존성 공-변량을 가하고 5년 컷 오프 전

및 후까지 계층화시킨 상관관계를 재-평가하였다. 처음 5년 동안 HR3(RHR=1.69, 95% CI=1.14-2.50)와 비교하여

HR3 종양은 가장 우수한 결과를 가졌고, HR2 종양은 더 나쁜 결과를 가졌으며 HR1 및 HR0 종양 둘다는 최악의

결과를 가졌다(HR1 RHR = 2.44, 95% CI = 1.55-3.84; HR0 RHR = 2.7, 95% CI = 1.56-4.70)(p <0.0001)(도 21,

C, 도 26). 5년 후, 가장 우수한 결과 위험비 0.34(p=0.02)를 가진 HR0 그룹을 제외하고는, HR3, 2 및 1 사이

에 유의적인 차이는 없었다(p >0.5)(도 21, D). HER2 그룹을 별도로 분석하는 것은 이들 결과를 변화시키지 않

았다(도 22, E). 다변량 분석에서, 이들 차이는 연령, 단계, 등급, HER2 상태, 치료 및 방사선과 같은 다변량

분석에서 다른 요인을 고려한 후 조차 유의적인 것으로 남았다(도 25-26). 

이들 생존 결과는, 855명의 사람 유방 종양의 데이타세트를 실험함으로써 mRNA 발현 수준에서 확인되었다(37).[0096]

재발이 없는 생존에 대한 카플란-마이어 분석은, HR3+ 종양을 지닌 여성이 가장 우수한 결과를 가졌으며, HR1+

및 HR0 종양을 가진 여성은 가장 공격성이었고, HR2+ 종양을 가진 여성은 이들 그룹 사이에서 중간이었음을 나

타내었다. 매우 유의적인 전체 생존 차이를 갖는 IHC 기반 HR 범주와는 달리(p < 0.0001, 도 19, C), mRNA계

HR 그룹 사이에서 보다 보통인 전체 재발이 없는 생존 차이가 존재하였다(p= 0.13, 도 19, D). 그러나, mRNA계

HR 그룹 사이의 폐 재발이 없는 생존 차이는 유의적으로 상이하였다(p= 0.0014, 도 20, F). 

이를 함께 취하면, 이들 데이타는, 호르몬 수용체의 수가 종양 세포의 분화 상태와 관련되어 있으며, 추가의 차[0097]

이가 공격성이지 않은 종양 행위과 관련되어 있음을 뒷받침한다. 중요하게도, 이들 결과는, ER, AR 및 VDR의 경

우에, 단백질 발현 수준의 측정이 종양 거동을 예측하기 위한 mRNA 수준보다 더 관련될 수 있음을 제안한다.

실시예 11: 유방 암 세포주에서 HR+ 및 HR- 세포형의 분석[0098]

유방 암 세포주에서 HR0-3 표현형의 보존을 또한 시험하였다. 60개 이상의 유방 암 세포주로부터의 공공 이용가[0099]

능한 mRNA 발현 데이타(38)를 분석하였으며, 이는, 대부분의 종양 세포주가 정상의 세포 기원 범주 중 하나에

속함을 나타내었다.

구체적으로, HR+ 순수한 관강 유방 암 세포주(ER/AR/VDR+, n=16)는 예측한 바와 같이 드물게 K5/14/CD10/SMA를[0100]

발현하였다(도 23G).  이는 또한 K5/14/CD10/SMA를 드물게 발현하였지만 예측한 바와 같이 때때로 AR/VDR+인,

HER2+  종양 세포주(n=13)의 경우 그러하였다. 대표적인 TNBC-LM1 표현형을 갖는 5개의 세포주(BT-20, HCC38,

HCC-1187, SUM149), TNBC-LM2 표현형을 갖는 3개의 세포주(BPLER, HCC-1143, HCC-1500), 및 혼합된 표현형을

갖는 5개의 세포주(HMLER, HCC-70, HCC1937, HCC-3153, MDA-MB-468)가 존재하였다(도 23, G). 이들 표현형은

또한, 유방암 세포주에서 단백질 수준으로 확인하여(도 23, H), 반응계내 HR 표현형과 밀접하게 일치하는 유방

암 세포주의 아세트를 선택하였다(도 23, I). 당해 세트의 유방 암 세포주는 하기 기술된 시험관내 약물 반응

연구를 위해 시험하였다.

흥미롭게도, 사람 유방암의 모델로서 매우 흔히 사용된 MDA-MB-231, SUM-159, MDA-MB-435(n=9)와 같은 다수의[0101]

세포주는 정상의 유방 세포 또는 사람 유방 암에서 존재하지 않는 발현 프로파일을 가졌다. 이들 특수한 세포주

는 본 연구에서 조사한 대부분의 상피 마커에 대해 음성이었다. 당해 프로파일은 생체내에서 거의 관찰되지 않

으므로, 이들 세포는 자체의 원래의 표현형을 상실하였거나 이들은 매우 드믄 종양형으로부터 기원한 것으로 여

겨진다. 따라서, 시험한 모든 세포주 중에서, 이들 특수한 세포주는 사람 유방 암의 가장 일반적인 형태와는 최

저로 유사한 것으로 여겨지므로, 사람 질병의 대표적인 모델로서 이들의 빈번한 사용에 대해 주의하여야 한다.

실시예 12: HR 억제에 대한 유방 암 세포주의 반응[0102]

공개특허 10-2016-0041901

- 31 -



유방 암의 HR0-3 분류는 임상적으로 유의적인 결과 그룹과 관련되지 않을 뿐 아니라, 또한 이들 환자의 치료가[0103]

개별화될 수 있는 방법에 대한 통찰력을 제공한다. 예를 들면, 본 발명은, HR3 종양이 ER 길항제와 AR 및 VDR

효능제를 결합시킨, 삼중-호르몬 치료요법으로 치료될 수 있음을 고려하고 있다. 따라서, 이들 개념 중 일부를

유방 암 세포주에서 시험하였다.

TNBC에 대한 효과적인 치료는 ER 및 HER2에 대해 음성이므로 이들은 현재 매우 적다. 그러나, TNBC 중 63%는 AR[0104]

또는 VDR, 또는 수용체 둘 다를 발현하므로, 호르몬 치료는 대부분의 TNBC에서, 화학치료요법과 함께 가능할 수

있다. BT20, HCC1187, MDA-MB-468 및 SUM159는 TNBC-HR1 표현형에 상응하는 VDR 수용체만을 발현한다. VDR 효

능제 칼시트롤과 탁솔을 합하는 것은 약물 단독보다 이들 HR1+ 유방 암 세포의 증식을 보다 효과적으로 부가적

으로 억제하였다(도 24, J). 

유사한 조합 치료 전략을 또한 ER+ 종양 세포에서 사용할 수 있다. 예를 들면, HR2+ ZR75B 세포는 ER 및 VDR 수[0105]

용체를 동시-발현하며, VDR 효능제 칼시트롤과 저 투여량의 ER-길항제 ICI 182,780(파슬로덱스, ICI 0.5nM)의

조합은 이들 유방 암 세포의 증식을 부가적으로 억제하였다(도 24, K). 다른 예에서, AR-효능제 R1881(메틸트리

에놀론, 50nM)과 VDR 효능제 칼시트롤(Cal, 50nM)의 조합은 HR3+ 유방 암 세포주 T47D의 증식을 부가적으로 억

제하였다(도 24, L).

HER2+ 유방 암 세포에서, AR-길항제 플루타미드(Flu 45μM) 및 HER2 억제제 라파트니브(Lap 0.5μM)의 조합은[0106]

HR2+/HER2+ 유방 암 세포주 MDA-MB-453의 증식을 부가적으로 억제하였다(도 24, M). 유사하게, ER-길항제 ICI

182,780(파슬로덱스, ICI 0.5nM)와 HER2 길항제 라파트니브(Lap, 10nM)의 조합은 HR3+/HER2+ 유방 암 세포주

BT474의 증식을 부가적으로 억제하였다(도 24, N). 대조군 실험에서, ER-음성 HR2 MDA-MB-453 세포에서 ER-길항

제 ICI  182,780의 사용(도 24,  O)  또는 VDR-음성(BT549)  대조군 세포주에서 VDR  효능제 칼시트롤의 사용(도

24, P)으로는 억제가 관찰되지 않았다.

거의 95%의 HER2 종양은 적어도 하나의 호르몬 수용체를 발현하고, 29%는 모든 3개의 호르몬 수용체를 발현하므[0107]

로, 이들 결과는, 호르몬 치료가 또한 항-HER2 치료요법과 함께 HER2 종양의 대부분에서 가능할 수 있음을 나타

낸다.

많은 변형, 변이 및 변화가 상세하게 본 발명의 기술된 바람직한 구현예에 대해 이루어질 수 있지만, 앞서의 설[0108]

명에서 및 첨부된 도면에 나타낸 모든 문제는 설명하는 것이며 제한하는 의미로 해석되어서는 안되는 것으로 해

석된다. 따라서, 본 발명의 영역은 첨부된 특허청구범위 및 이들의 법적 등가물에 의해 결정되어야 한다.
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