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Mammaglobin, egy szekretialt emlé—specifikus mell-

rak fehérje

KIVONAT

A talalmany targya emlé-specifikus fehérjét koédoléd
cDNS-szekvencia, valamint a szekvencia 4&ltal kédolt emld-
specifikus fehérje, amely alkalmas mellrak kimutatasara és
kezelésére. A talalmany targyat képezi a talalmany szerinti

fehérjét tartalmazé vakcina is.
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Mammaglobin, egy szekretilt emlé-specifikus mell-

rak fehérje

A talalmany targykdére altaldnossagban a mellradk patoge-
nezisének teriilete, a taldlmany targyat pedig kdzelebbrél
olyan cDNS-szekvencia, valamint a szekvencia &altal kdédolt
emlS-specifikus fehérje képezi, amely alkalmazhatdé mellrak
kimutatasara és kezelésére. A talalmény targyat képezi a
taladlmany szerinti fehérjét tartalmazd vakcina is.

A mellrak egyike a leggyakoribb és potencialisan hala-
los kimeneteld rakbetegségeknek.

Bar a korai diagnbézis és kezelés csdkkenteni képes a
megbetegedések szamat és a betegség okozta haladlozasok széa-
mat, a mammografia pozitiv eldrejelzé képességet csupan ko-
riilbeliil 25%-ra becsiilik [Hall és mtsai.: N. Eng. J. Med.
327 319 (1992), amely referencia teljes egészében a kitani-

tas részének tekintends]. Ezért tehat szikség van olyan
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médszerre, amellyel a rak korédbban kimutathatdé, mint ahogy
a rak mammografia segitségével felismerheté és egy geneti-
kai vagy biokémiai marker feltételezhetéen képes lenne
ilyen médszert biztositani, hogy kiegészitse és megnovelje
a mammografia elérejelzd képességét [Hayes: Hematol. Oncol.
Clin. N. Am. 8 485 (1994), amely referencia teljes egészé-
ben a kitanitas részének tekintendd].

A mellrak kifejlédését szamos genetikai valtozas kiséri
[ennek 6sszefoglalasat lasd: Porter-Jordan: Hematol. Oncol.
Clin. N. Am. 8 73 (1994), amely referencia teljes egészében
a kitanitds részének tekintendé]. Az ilyen valtozasok kozé
tartoznak makroszkopikus kromoszéma rendellenességek és ge-
netikai markerek elvesztése [Devilee és mtsai.: Biochim.
Biophys. Acta 1198 113 (1994); Callahan és mtsai.: J. Cell
Biochem. Suppl. 17 167 (1993)], amely referenciak teljes
egésziikben a kitanitas részének tekintenddk]. Az emls
neoplazia progresszidéjarél azt is kimutatték, hogy kvalita-
tiv és kvantitativ valtozasokat eredményez olyan korabban
azonositott gének expresszidjaban, amelyek novekedési fak-
torokat és azok receptorait kédoljak [Zajchowski és mtsai.:
Cancer Res. 48 7041 (1988), amely referencia teljes egészé-
ben a kitanitas részének tekintendd]; szerkezeti fehérjéket
kédolnak [Trask és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87
2319 (1990), amely referencia teljes egészében a kitanitéas
részének tekintendd]; masodlagos hirvivé fehérjéket kddol-
nak [Ohuchi és mtsai.: Cancer Res. 26 2511 (1986), amely

referencia teljes egészében a kitanitas részének tekinten-

d6] és transzkripciés faktorokat kédolnak ([Harris: Adv.
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Cancer Res. 59 69 (1992), amely referencia teljes egészében
a kitanitas részének tekintendd). Ezek a valtozasok a gén
expresszioban potencidlisan alapjat képezhetik mellrak mar-
ker kifejlesztésének, bar a paciens biopszia mintakban ezen
gén valtozasok pontos szerepe az emld karcindma patogenezi-
sében nem teljesen ismert.

Tovabba a betegség korai kimutatdsara szolgald geneti-
kai vagy biokémiai mellrdk marker biztositasa mellett az is
kivdnatos lenne, hogy olyan tumor markerrel rendelkezzink,
amely biztositja a prognbézis értékelését, a gydgykezelés
kivalasztasara és értékelésére szolgald moédszert biztosit,
és lehetSséget teremt a gyogykezelés iranyitasara. Bar sza-
mos szdveti markert azonositottak mar, egyik sem kelld&en
érzékeny vagy tumor specifikus, hogy idealisan alkalmas le-
gyen a diagndézishoz vagy a népesség 4&ltaldnos szlrésére
[lasd fentebb]. Igy tehat tovabbra is szikségink van mell-
rak markerre - mint példaul egy génre, az expresszalt fe-
hérjével egyilitt - amely alkalmazhaté mellrak megjelenésének
és patogenetikus fejldédésének specifikus és szelektiv azo-
nositasara egy paciensben és amely alkalmazhatdé tumor-
specifikus immunteréapiaban.

Egy mbédositott differencialis kimutatasi ("differential
display") polimeradz lancreakcidés eljarast alkalmazva elté-
réen expresszalt szekvencia Jjel6lék ("tags") izolalésara
emld karcinémdbdl szédmos olyan szekvencia fragmenst izolal-
tunk, amely egyediildllé médon kerilt expresszibdra neoplazi-
as emlé epitél szovetben, a normal szoveti kontrollokkal

osszevetve [Watson és Fleming: Cancer Res. 54 4598 (1994),



amely referencia teljes egészében a kitanitas részének te-
kintend8]. Az egyik ilyen szekvencia jelold felfedezése -
amelyre a késébbiekben mint DEST002 hivatkozunk - az 4j,
teljes hosszusagi cDNS és a kédolt fehérje - amelyre a ké-
sébbiekben mint mammaglobin hivatkozunk - felfedezéséhez és
izolalasahoz vezetett. Mind a cDNS és a fehérje uj.

Roviden 6sszefoglalva tehdt a taldlmany targyat uj gé-
nek azonositésa képezi, amelyek expresszidja mellrak esetén
megndvekszik és az ezen génekbdl szarmazd mRNS-b&l szarmaz-
tathaté cDNS-ek izoladlasa képezi. Ennek megfeleléen a fel-
taldldék sikeresen uj cDNS-t és az altala kédolt emlé-speci-
fikus kivalasztasra kerils fehérjét, a mammaglobint fedez-
ték fel. A cDNS tisztitott és izolalt formédban keriilt elds-
dilitasra és nukleotid szekvencidjat az 1. azonositéasi széam
szerinti szekvencia mutatja be; a kdédolt fehérje - mamma-
globin - tisztitott és izolalt formaban keriilt eldallitéasra
és aminosav szekvencidjat a 2. azonositasi szam szerinti
szekvencia mutatja be.

A mammaglobin tulexpresszidéra kertil az I. fazisu primer
mellriak tumorok 27%-ban. Ez arra utal, hogy a mammaglobin
gén szabalyozasanak szétesése korai szakaszban és gyakran
fordul eld mellrdk esetében. A mammaglobin és a hozza tar-
tozé cDNS felfedezése tehat alapul szolgalhat uUj eljarasok
és készitmények kifejlesztésére a mellrak kimutatasahoz és
kezeléséhez emberekben és mas emldsokben.

fgy a talalminy targyat képezik tovabba emlé neopléazia
sejtek Jjelenlétének mintdban torténd kimutatasara szolgald

Uj eljarasok. A taldlmadny egy megvaldsitasi médja szerint



mammaglobint kédolé cDNS-t vagy a cDNS szarmazékat alkal-
mazzuk mammaglobin jelenlétének kimutatdsdra a mintaban. Az
eljadras soran a kovetkezd lépéseket hajtjuk végre: (a) az
1. azonositdsi szadm szerinti nukleotid szekvenciat tartal-
mazdé polinukleotidot vagy annak szarmazékat biztositjuk;
(b) a nukleotid szekvenciadt a mintaval olyan koériilmények
kozdtt inkubalijuk, hogy a szekvencia hibridizdlni képes em-
18 neoplazia sejtekbdl szarmazé mRNS-sel; és (c) DNS-RNS
hibridizacidés komplex jelenlétét mutatjuk ki.

Egy masik aspektus szerint a taladlmadny téargyat képezi
tovabba emld neoplazia sejtek hibridizacié segitségével
mintadban torténd kimutatasara szolgdld reagenskészlet is. A
reagenskészlet tarolbéedénybe kiszerelve olyan polinukleoti-
dot tartalmaz, amely az 1. azonositédsi szadm szerinti nuk-
leotid szekvenciaval vagy annak szarmazékaval rendelkezik.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi mdédja szerint egy
mintaban a mammaglobin expresszidéjidt oly mdédon hatarozzuk
meg, hogy kimutatjuk a mintdban taldalhaté mammaglobin mRNS-
rél reverz transzkripciéval eldadllithatdé cDNS Jjelenlétét.
Az eljaras sordn a kovetkezd lépéseket hajtjuk végre: (a)
paciensbdl szarmazdé mintabdl a reverz transzkripcidés mdbd-
szer alkalmazasaval mRNS-bS1l mammaglobint kédold cDNS-t al-
litunk eld; (b) két olyan primert biztositunk a polimera:z
lancreakcids eljarashoz, amelyek a mammaglobint kédold cDNS
belsejében elhelyezkedd vagy azt hataroldé oligomereket tar-
talmaznak; és (c) a polimeraz lancreakciés mdédszer segitsé-
gével amplifikaljuk a cDNS-t kdédold mammaglobint. A két

primer a 3. azonositasi szam szerinti szekvenciat és a 4.



®e ease0 00
L . o e LA

- 6 - .' . (X X] ° . .

B O I

azonositasi szam szerinti szekvenciat tartalmazd nukleotid
szekvenciadkkal rendelkezik.

A talalmany egy masik megvaldsitasi mdédja szerint rea-
genskészletet hozunk létre emld neoplazia sejtek jelenlété-
nek a polimeraz lancreakcidé segitségével toérténd kimutata-
sdra mintadban. A reagenskészlet két primert tartalmaz a
polimerdz lancreakcidés eljarashoz, amelyek tartdéedényben
kiszerelve olyan oligomereket tartalmaznak, amely oligome-
rek a mammaglobint kédold cDNS belsejében vagy azt hatarol-
va helyezkednek el. A két primer a 3. azonositasi szam sze-
rinti szekvenciat és a 4. azonositasi szam szerinti szek-
vencidt tartalmazd nukleotid szekvenciakkal rendelkezik.

A taldlmdny egy masik megvaldsitasi médja szerint tumor
sejt &altal expresszalt mammaglobin fehérje jelenlétét mu-
tatjuk ki mintdban a mammaglobin fehérje elleni specifikus
antitesteket alkalmazva. A specifikus antitestek lehetnek
poliklonalis vagy monoklonalis eredetdi antitestek.

A talalmany targyat képezik tovabba Uj készitmények és
eljarasok emld neoplazias megbetegedésének kezelésére olyan
mammaglobin-antigének alkalmazasaval, amelyek képesek anti-
test kozvetitett és/vagy sejt kozvetitett - azaz aktivalt
T-sejtek segitségével 1létrejové - immunvalaszt indukalni
mammaglobint expresszald tumor ellen.

A talalmany egy megvaldsitdsi mébdja szerint a taldlmany
szerinti készitményben olyan mammaglobin B-sejt antigént
alkalmazunk, amely képes mammaglobin specifikus B-sejteket
aktivalni. A B-sejt antigén mammaglobin specifikus B-sejt

epitépot és Ty epitépot vagy determinanst tartalmaz, ame-
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lyet a T-helper sejtek felismernek.

A talalmany egy masik megvalédésitasi mdédja szerint
mammaglobin-antigénként mammaglobin specifikus citotoxikus
T-limfocitdk &ltal felismert mammaglobin Tc-sejt antigént
alkalmazunk, amely Tc-sejt epitépot és koté helyet vagy
agretépot tartalmaz MHC I. osztalyba tartozé molekulak sza-
mara.

A talalmany egy ismét masik megvaldsitasi mdédja szerint
eljarva a taladlmany szerinti készitményben B-sejt és Tc-
sejt antigéneket alkalmazunk.

Mammaglobint expresszaldé tumorral rendelkezd paciens
kezelésére szolgald eljarasok kozé tartozik az alkalmazkodd
immunterdpia, amelynek soradn a paciensbd&l izolalt mammaglo-
bin specifikus limfocité&kbdél szarmazdé mammaglobin-antigén-
nel ex vivo stimuldlunk és ezt kovetben az aktivalt limfo-
citdkat a betegnek beadjuk és in vivo anti-mammaglobin im-
munvalaszt stimuldlunk, amelynek sordn a péaciensnek mamma-
globin-antigént tartalmazé vakcinat adunk be.

A taldlmény szamos eldényds megvaldsitdsi mddja 4ltal
biztositott koézott kiemeljiik olyan nukleotid szekvencia és
az &ltala k6dolt aminosav szekvencia biztositasat, amelyek
markerként szolgdlhatnak mellrdk sejtek esetében; kiemeljik
eljarasok biztositadsadt emlé neoplazia sejtek Jjelenlétének
korai kimutatéasara; kiemeljiik a mellrak kimutatédsanak azon
modjait, amelyek kiegészithetik a mammografiat és megnove-
lik annak elérejelzd képességét; kiemeljik olyan eljarasok
biztositasat, amelyek segitséget nyujtanak a progndzis

becslésében; kiemeljik olyan markerek biztositasat, amelyek
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lehetévé teszik a terapia célirdnyos megvaldsitéasat; és ki-
emeljilk olyan készitmények biztositasat, amelyek képesek
sejtes és humordlis immunvalasz stimuldlasédra a tumorral
szemben.

Az 1. abra a teljes hosszisagui mammaglobin cDNS izola-
lasara alkalmazott stratégiat mutatja be, amely magaba fog-
lalja a cDNS végek gyors amplifikalasa (Rapid Amplification
of cDNA Ends, RACE) polimeraz lancreakcibé (PCR) technikat
és az ezt kovetd szubkldénozast a pGEM7Z és pCEV27 vektorok-
ba.

A 2. abra az 1. azonositasi szadm szerinti human cDNS
szekvenciat mutatja be (a nukleotidok szamozasa feliil) és a
k6édolt emlé-specifikus fehérje, mammaglobin aminosav szek-
vencidjat (2. azonositdsi szadm szerinti szekvencia, az ami-
nosavak szamozasa alul), a kitoltott sav a RACE PCR eljéaras
segitségével izolalt 403 bazispar hosszusagu fragmenst jel-
zi (5. azonositédsi szaAm szerinti szekvencia), mig az iires
sdv a 206 bazispAr hosszusagu DESTO002 szekvencidt (6. azo-
nositasi szam szerinti szekvencia) jelzi.

A 3. &abra az emlé-specifikus fehérje, mammaglobin ami-
nosav szekvenciajat mutatja be (hMAM, 2. azonositédsi széam
szerinti szekvencia) OGsszehasonlitva a patkénybdél szirmazéd
prosztata eredetli szteroidkétd fehérje C3-alegységgel
(rPSC3, 7. azonositasi szam szerinti szekvencia) valamint a
humadn klara (clara) sejtb6él szarmazd 10 kDa molekulatomegti
fehérjével (hCCl1l0, 8. azonositasi szam szerinti szekven-
cia), az azonossagokat félkovér betilvel és kettés vonalak-

kal jelolijuk, mig a szerkezetileg hasonlé aminosavakat egy-
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szeres vonalakkal jeldljiik.

A 4., &bra (A) panelja az emlé neoplazia, normal emld
szdvetek és mas felnétt szovetek &ltal expresszalt mRNS és
az emlé-specifikus fehérjét, mammaglobint (hMAM) kdbédold hu-
man cDNS szekvencia hibridizaciéjanak Northern-blott anali-
zisét mutatja be, és a (B) panel az eml$ neoplazia, normal
eml8 szovetek és mas felnétt szovetek RT/PCR amplifikéalt
mintdinak analizisét mutatja be.

Az 5. Abra az emld&-specifikus cDNS szekvencia transzla-
cidéjat mutatja be in vitro nyal retikulocita lizatum vizs-
gadlati rendszerben.

A 6. Abra a mammaglobint kdédolé cDNS Northern-blott
hibridizaciéjat mutatja be, mRNS kimutatadsat jelezve 2410-
tumorban, nyolc tovadbbi paciens k6ziil harombdél szarmazd tu-
morban (félkovéren szedve) és kisebb mértékben normdl emldé-
szovetben (d6lt betilikkel szedve); és két esetben Osszeha-
sonlitdst mutat be (a Jjobboldalon 1lathatdé négy sav) a
mammaglobin mRNS expresszid kozoétt tumor szovetben és a pa-
ciensnek megfeleltetett normal szovetben.

A 7. abra Western-blott analizist mutat be a mammaglo-
bin C-termindlis (14. azonositdsi szam szerinti szekvencia)
ellen kifejlesztett poliklonalis antitest alkalmazaséaval
MDA-MB-415 emlétumor sejtekbdl kondicionadlt taptalajon (S)
és sejt lizatumon (C), az immunizialdé peptid hidnydban (-)
és Jjelenlétében (+), amely sorrendben megfeleltetve a
mammaglobin fehérje prekurzort és szekretalt formdit mutat-

ja ki a sejt taptalajban és a sejt lizatumban.



~ 10 - eI

.
evtee v eve sedq o

A 8. abra Western-blott analizist mutat be MDA-MB-415
emlétumor sejtekb&l a kondicionalt téaptalajon (S) és a sejt
lizatumon (C) végezve anti-mammaglobin poliklondlis anti-
test segitségével, amely sejteket tunicamicin - az antibio-
tikum megakadalyozza a glikozilacidét - hidnydban (-) és je-
lenlétében (+) novesztettink, amelynek kovetkeztében hiany-
zik a kimutathatdé mammaglobin fehérje a sejtek liza&tuméban
vagy taptalajaban amelyekben az N-kapcsolt glikozilacid ga-
tolt.

A 9. adbra humén emlétumor sejtekbdl szarmazd sejt liza-
tumok Western-blott analizisét mutatja be, feltiintetve az
anti-mammaglobin poliklondlis antitest és a kecske eredeti,
nyil elleni antitest segitségével kimutatott prekurzor
mammaglobin fehérjét, ahol az immunreakcidét enzim-kapcsolt
kemilumineszcencia segitségével tettiik lathatoéva.

A 10. &bra Western-blott analizist mutat be az anti-
mammaglobin poliklonadlis antitest alkalmazdsaval humadn em-
16b61 szarmazd, terhesség sordn és sziilés utan nyert folya-
dék szekrécidkon, a szekretalt mammaglobin fehérjét kimu-
tatva proliferédldé emldémirigyben.

A 11A. &bra szines képen mutatja be paciensb&l szarmazéd
mintabél nyert mellrdk sejtek paraffin-fixalt metszetét,
amelyet immunhisztokémiai médszerekkel festettiink meg az
anti-mammaglobin poliklondlis antitestet és kecske eredeti
nylil elleni antitestet alkalmazva, amelyet torma-peroxidaz-
zal Jjeloltink és szubsztratként DAB-ot alkalmaztunk; a
mammaglobin fehérjét expresszald sejtek barna szini festd-

dést mutatnak.



- 11 - ST

A 11B. &bra fekete-fehérben mutatja be paciensbdl szar-
mazé mintdbél nyert mellradk sejtek paraffin-fixalt metsze-
tét, amelyet immunhisztokémiai médszerekkel festettlink meg
az anti-mammaglobin poliklonadlis antitestet és kecske ere-
deti nyul elleni antitestet alkalmazva, amelyet torma-
peroxidazzal jeldltink és szubsztratként DAB-ot alkalmaz-
tunk; a mammaglobin fehérjét expresszald sejtek barna szind
fest8dését kiilon megjeloltiik.

A talalmany egy aspektusa szerint a taldlmany targyat
képezi az 1. azonositdsi szam szerinti szekvenciaval jel-
lemzett cDNS azonositasa és szekvendlasa, amely a 2. azono-
sitdsi sza&m szerinti szekvenciival jellemzett emld specifi-
kus szekretaldédé fehérjét, a mammaglobint kdédolja (2. ab-
ra). Ahogyan ez az aldbbiakban leirédsra keril, a teljes
hosszlisdgli mammaglobin cDNS-t tumorsejt mRNS-b&l kiindulva
izoldltunk, amelynek soran a mRNS reverz transzkripcidra
kerilt, PCR technika alkalmazdsaval amplifikaltuk és ex-
presszidés vektorokba szubkldénoztuk. Tovabba a cDNS &altal
ké6dolt fehérjét, a mammaglobint azonositottuk és jellemez-
tik.

Az anonim szekvencia jeldlét alkalmazva - amelyet ko-
rabban a DEST002 elnevezéssel lattuk el - kimutattuk, hogy
a megfeleld géntermék - amely mindmostandig ismeretlen volt
de itt mammaglobinként azonositottuk - kiiléndsen nagy meny-
nyiségben fordul elé az MDA-MB-415 mellrak tumor sejtvonal-
ban. A teljes hosszusagl mammaglobin cDNS izolalasa érdeké-
ben az ezen sejtvonalbdél szarmazdé mRNS-t reverz transzkrip-

cidéba vittiik és a RACE PCR eljaras segitségével kldénoztuk
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[Edwards és mtsai.: Nucleic Acids Research 19 5227 (1991),
amely referencia teljes egészében a kitanités részének te-
kintend8]. Ezen eljaras alapvetd stratégidja szerint egy-
szalu oligo-deoxi-ribonukleotidot 1ligalunk egyszalu cDNS
3’ -végéhez. A mammaglobin cDNS izol&dlasara szolgdld elja-
rast vazlatosan az 1. abran mutatjuk be.

A teljes hosszusadgu 503 bp nagysagu cDNS szekvenciat
(1. azonositasi szam szerinti szekvencia) az ezen eljaréas
segitségével izolalt 403 bp nagysagu fragmensbdl (5. azono-
sitasi szam szerinti szekvencia, 2. abra) nyert szekvencia
informaciébdl és hasonldképpen a kordbbi vizsgalatunkban a
megfeleld DEST szekvencidbd6l (DEST002, 6. azonositasi szam
szerinti szekvencia, 2. abra) ezt megelézéen nyert szekven-
cia informaciébdl vezettilkk le [Watson és Fleming; lasd fen-
tebb]. Az 503 bp nagysadgu cDNS-en beliil egy 279 bp nagyséagu
nyilt leolvasési fazis taldlhatéd, amely 93 aminosavbdél &alld
polipeptidet kédol és elére jelezheté molekulatomege 10,5
kDa (2. azonositasi szé&m szerinti szekvencia, 2. &bra). En-
nek a nyilt leolvasasi fazisnak a kezd6 metioninja egy
csaknem tokéletes Kozak-féle konszenzus szekvencian beliil
helyezkedik el [Kozak: Cell 22 7 (1980); amely referencia
teljes egészében a kitanitas részének tekintendd]. Az ezen
szekvenciatdél 5’-iradnyban elhelyezked$ 60 bazispdr nem tar-
talmaz semmilyen mas, leolvasasi fazisban elhelyezked§
metionint vagy transzlacidés stop szekvencidt. A cDNS 3’-
irdnyban elhelyezkedd transzlacidéra nem kerild szekvenciaja
163 bazispart tartalmaz, és egy poliadenilaciés szignalt -

AATAAA - tartalmaz 12 bp tdvolsagra 5’-iradnyban az eredeti
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DEST002 szekvencia kezdé helyétdél. Ezek az adatok azt jel-
zik, hogy sikeriilt izoldlni a teljes hossziisdgl mammaglobin
cDNS-t. A kdédolt polipeptidben talédlhatdé elsd 19 aminosav
alapjan hidrofdéb peptid szignadl szekvenciara kovetkeztethe-
tink és az 53-55. aminosavak valamint a 68-70. aminosavak
konszenzus N-kapcsolt glikozilacidés helyek, ezzel jelezve,
hogy a mammaglobin egy szekretalt glikoprotein.

A mammaglobin cDNS szekvencidhoz hasonlé DNS szekvenci-
ak keresése a GenBank-ban, a BLAST algoritmus alkalmazasa-
val ([Benson és mtsai.: Nucl. Acid Res. 21 2963 (1993);
Altschul és mtsai.: J. Mol. Biol. 215 403 (1990), amely re-
ferencidk teljes egésziikben a kitanitds részének tekinten-
dék], nem azonositott nyilvanvalé DNS szekvencia homoldgia-
kat. Igy tehat a mammaglobin cDNS-rél feltételezhetjiik,
hogy Gj és ezért ismeretlen DNS szekvencia.

A mammaglobinnal rokon szekvencidkkal rendelkezd, to-
vabbi polipeptidekre iranyuld keresés aminosav szekvencia
homolégidt tart fel a mammaglobin és mads polipeptidek k&-
zott. A mammaglobin 42%-os aminosav azonossagot mutatott
(58%, ha belevessziik a konzervativ szubsztitucidkat 1is)
patkany prosztata eredetl szteroid koté fehérje (prosztate-
in) C3-alegységgel (rPSC3, 3. 4&bra, 7. azonoéitési szam
szerinti szekvencia). A patkany prosztata eredetili szteroid
koté fehérje egy £f6 szekretdlddé fehérje a patkany
ventrdlis prosztataban, amely két kiilénbdzdé dimer alegység-
b8l - C3/Cl és C3/C2 - 4ll6 tetramer fehérjét tartalmaz
(Parker és mtsai.: Ann. N. Y. Acad. Sci. 438 115 (1984);

Parker és mtsai.: J. Steroid Biochem. 20 67 (1984), amely
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referenciak teljes egésziikben a kitanitids részének tekin-
tenddk]. A Cl, C2 és C3 gének mind k&riilbeliil 6 kDa nagysa-
gl szekretalddd fehérjéket kodolnak és feltételezhetden gén
kett6z6désb6l erednek, de mig a Cl és C2 gének egymassal
er6s homoldégiadt mutatnak, sokkal kisebb mértékben hasonli-
tanak a C3 génre. Ennek megfelelden a mammaglobin nem mutat
szekvencia homolégiat a Cl vagy C2 fehérjékkel.

Ahogyan ezt fentebb megjegyeztiik, a prosztata eredetii
szteroid kot8 fehérje (prosztatein) a f& szekretaldéddd fe-
hérje a patkdny ventralis prosztataban és expresszidjat
androgén szteroidok szabalyozzak [Parker és mtsai.: Ann. N.
Y. Acad. Sci. 438 115 (1984); Parker és mtsai.: J. Steroid
Biochem. 20 67 (1984), amely referenciak teljes egésziikben
a kitanités részének tekintenddk]. Egy masik fehérjérdl, a
humén esztramusztin-k6t8 fehérjérdsl (hEMBP) 1lekdzolték,
hogy expresszaldédik a humadn prosztatdban, human mellrak
esetében és humdn malignus melanéméban [Bjork és mtsai.:
Cancer Res. 42 1935 (1982); Bjork és mtsai.: Anticancer
Res. 11 1173 (1991), amely referencidk teljes egésziikben a
kitanitas részének tekintendSk]. A human esztramusztin-k&td
fehérje immunkémiailag hasonlé a patkdny esztramusztin-k&té
fehérjéhez, amelyrd8l mar kijelentették, hogy azonos a pat-
kany szteroid-koété fehérjével, a prosztateinnel. Ahogyan
ezt fentebb megjegyeztiik, a mammaglobin aminosav szekvenci-
dja 42% aminosav azonossagot és 58% homoldégidt mutatott,
amennyiben beleértjilk a konzervativ szubsztitucidkat a
prosztatein C3 alegységével. Igy elképzelhetd, hogy a

mammaglobin valamely médon rokonsidgban van a hEMBP-vel.
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Azonban, mig mind a prosztatein és a hEMBP kimutathaté a
prosztata mirigyben, a mammaglobin mRNS teljes mértékben
hianyzik ebbdl a szoévetbsl. Ifgy tehat a mammaglobin nem
ugyanaz a fehérje és nem is alegysége a hEMBP-nek és tovab-
ba a hEMBP szekvencidja nem keriil meghatarozasra, igy tehat
nem ismert, hogy van-e valéjaban barmilyen hasonlésag a
mammaglobin és a hEMBP valamely fragmense vagy alegysége
kbzott.

Bar ujabban megjelent k&zleményekben leirtak, hogy az
SV40 T-antigénhez fuziondlt rPSC3-prométer mind prosztata
és emlS karcinémat létrehoz transzgénikus egerekben
[Maroulakou és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 11236
(1994); Sandmoller és mtsai.: Oncogene 9 2805 (1994), amely
referencidk teljes egésziikben a kitanitds részének tekin-
tenddk]; ennek a fehérjének a valéodi biolégia szerepe isme-
retlen. Tovabba a patkdny prosztata eredetd szteroid k&td
fehérje és a human EMBP hipotetikus rokonsaganak ellenére
nem izolaltak semmiféle olyan humén polipeptidet vagy humén
gént, amely megfelel az rPSC3-nak. Igy a mammaglobin és a
mammaglobint k&édoldé cDNS mindmostandig ismeretlen aj szek-
venciakat képvisel.

Kézi Osszehasonlitdsi eljarésok segitségével, olyan
szekvenciakat vizsgdlva, amelyek kevésbé szignifikans BLAST
értékeket mutattak mind a mammaglobin és az rPSC3 szekven-
cidkkal, tovabbi homolégidkat azonositottunk a human klara
sejt 10 kDa fehérjével (hCC10, 8. azonositasi szam szerinti
szekvencia, 3. &bra), [Peri és mtsai.: J. Clin. Invest. 92

2099 (1993), amely referencia teljes egészében a kitanitas
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részének tekintendd]; valamint tovabba nydl és egér utero-
globin fehérjékkel [Miele és mtsai.: Endocrine Rev. 8 474
(1987); Cato és Beato: Anticancer Res. 5 65 (1985); Miele
és mtsai.: J. Endocrinol. Invest. 17 679 (1994), amely re-
ferencidk teljes egésziikben a kitanitds részének tekinten-
d6ék]. Ezek a homolégidk - a fajtédl fiiggden - 26% vagy a
konzervativ szubsztiticidkat figyelembe véve 40% azonossa-
got mutattak. Kozelebbrdl, szédmos aminosav tdkéletesen kon-
zervalt volt az Osszes fehérje kozodtt, beleértve a Cys-3 és
Cys-69 aminosavakat, amelyekrd$l ismert, hogy szerepet jat-
szanak diszulfid hid kialakitasdban az uteroglobin alegysé-
gek kozott (lasd alabb). Ezek a homolégidk arra utalnak,
hogy a mammaglobin 4j tagja egy kis fehérje csaladnak, ame-
lyeket epitél sejtek szekretdlnak [Miele és mtsai.: (1994),
lédsd fentebb].

A hCC10 gén a humdn homoldégja a nyul és egér uteroglo-
bin géneknek [Peri és mtsai.: J. cClin. Invest. 92 2099
(1993), amely referencia teljes egészében a kitanitas ré-
szének tekintendd). Az uteroglobint eredetileg mint szekre-
taldédd fehérjét jellemezték nydl méhben, és azdéta mar meg-
talaltadk tovabbi epitél szervekben is, beleértve a tudst,
emlSt és prosztatat. Ellentétben a patkidny prosztateinnel
az uteroglobin egy homodimer fehérje, amelyet két diszulfid
kotés kapcsol 6ssze a Cys-2 és Cys-69 konzervalt aminosa-
vaknal [Miele és mtsai.: (1994), lasd fentebb].

A mammaglobin expresszidéja az emlémirigyre korlatozé-
dik. Ez ellentétben van azzal a megfigyeléssel, hogy az

rPSC3 expresszaldédik patkany ventralis prosztataban [Parker
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és mtsai.: Ann. N. Y. Acad. Sci. 438 115 (1984)], és ellen-
tétben van a hCCl0/uteroglobin exXpresszidéjaval szAamos szd-
vetben, beleértve a tidét, méhet, prosztatdt és emlét
[Miele és mtsai.: (1987), 1lasd fentebb; Cato és Beato:
(1985), lasd fentebb; Miele és mtsai.: (1994), 1l4sd fen-
tebb). A mammaglobin és az ezen fehérjék k&zott fennalld
szekvencia homolégia miatt meghatdroztuk a sz&vet specifi-
kus expresszié mintazatat.

Az 500 bp nagysagu mammaglobin mRNS kénnyen kimutathaté
volt 2410-tumor mintédban (ez az a szOvet, amelybdl az ere-
deti szekvencia jelsl8 izolalasra keriilt) és sokkal kisebb
mértékben normal humdn emlészdvetben (4A. dbra). Mammaglo-
bin mRNS nem volt kimutathaté a halhatatlanna tett B5-589
emld epitél sejtvonalban. Mammaglobin expressziéja hasonlé-
képpen nem volt kimutathaté emberi méhben és tidében, amely
az uteroglobin expresszid két ismert helye.

RT/PCR segitségével végzett amplifikdlds mammaglobin
MRNS-t mutatott ki mind a 2410-tumorban és normal emldészd-
vetben, de nem mutatta ki 15 tovabbi megvizsgalt szévetben,
beleértve olyan szdveteket, amelyek normal esetben expresz-
szdlnak rPSC3-t és uteroglobint (tidé, méh, prosztata),
hormonalisan reagdld és szteroid-termelds szdvetekben (pete-
fészek, here, méhlepény) és més szekretald epitél szervek-
ben (végbél) (4B. A&abra). Ezért tehat a mammaglobin mRNS
expresszidja viszonylag specifikus az emlészdvetre.

A leiréasra kerild vizsgalatok alapjan a mammaglobin vi-
szonylag emld specifikus fehérje. Két masik génrdl ismert,

hogy tulexpresszidéra keriill emlé karcinémaban, ez az erb-B



- 18 — JRXIRELT E::o ..:. --::

o .
esee o eee oeeee o

€s a ciklin-D ([Jardines és mtsai.: Pathobiology 61 268
(1994); Keyomars és Pardee: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90
1112 (1993), amely referencidk teljes egésziikben a kitani-
tds részének tekintend8k]. Ellentétben az erb-B vagy a cik-
lin-D tulexpresszidjaval, a mammaglobin tllexpresszidja az
emlé epitél sejt specifikusabb megvaltozasat jelezheti,
mint egy &ltaladnos, megnévekedett névekedési potencidlt
vagy mitotikus sebességet. Mint olyan, a mammaglobin gén
szabalyozasanak szétesése tobb specifikus betekintést tehet
lehetdvé egy tumor terdpids sebezhetdségébe vagy klinikai
viselkedésébe.

Mammaglobin expresszidé nem volt kimutathaté normal nyi-
rokcsomékban vagy periférias limfocitakban egyetlen lépéses
RT/PCR vizsgdlati eljdrds A&altal biztositott érzékenységi
szint mellett. Ez arra utal, hogy a mammaglobin transzkrip-
tumok analizise periférids nyirokcsomdkban alkalmas lehet
ismeretlen mellrdk metasztazisok kimutatasara, ahogyan ezt
mas epitél specifikus gének esetében korabban mar javasol-
tdk [Schoenfeld és mtsai.: Cancer Res. 54 2986, amely refe-
rencia teljes egészében a kitanitas részének tekintendd].

Annak bizonyitasara, hogy a mammaglobin cDNS transzla-
cidéba viheté fehérjét kédol, a cDNS klént in vitro transz-
laciés vizsgadlati eljarasban alkalmaztuk. Az 5. &bra mutat-
ja be a fehérje terméket, amit a mammaglobin cDNS-sel
"programozott" nyul retikulocita lizatumbdél nyertiink. Egy
korilbeliil 6 kDa nagysagu fehérje keletkezett a mammaglobin
cDNS alkalmazaséval. A kapott molekulatémeg kisebb, mint a

nyilt leolvasdsi fazis fogalmi alapon t&rténé leforditasa-—
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boél elére jelezhetd molekulatémeg, de ez altalaban megfi-
gyelheté nyul és humdn uteroglobin transzlacidés termékek
esetében.

Bar észleltiink mammaglobin RNS tulexpressziét egy tumor
minta esetében (azaz 2410-tumor), nem volt egyértelmd, hogy
milyen gyakorisdggal észlelhetd ez a tllexpresszid mas emld
karcinémaknal. Ezért tehat Northern-blott hibridizacié se-
gitségével megvizsgdltuk tizendt, kiilénbdzd hisztolégiai
tipusa I. fazisi emld karcinéma csoportjat a mammaglobin
cDNS-proba segitségével. Az expressziéban fennalld potenci-
dlis valtozékonysdg miatt - amely kdérnyezeti hatéasoknak
tudhaté be, mint példadul a pacies hormonéalis allapota -
igyekeztiink a tumor mintadkat koézvetleniil Osszehasonlitani,
a paciensnek megfeleld normal emld szovet mintakkal, bar ez
sok esetben nem volt lehetséges. Ahogyan ezt a 6. &bran be-
mutatjuk, az 500 bp nagysadgu mammaglobin mRNS-t ismét ki
tudtuk mutatni normdl emld szdvetben és 2410-tumorban.
Mammaglobint ugyszintén ki tudtunk mutatni harom tovabbi
tumorban, amelyek ko&ziil kettd kismérték(i expresszidt muta-
tott vagy egyéltaldn nem mutatott expressziét a paciensnek
negfeleld normal szodvetben (BOLS és B022). Osszességében a
15 megvizsgalt tumor k&zill 4 (27%) esetében talaltunk
mammaglobin mRNS tulexpressziét. Ezek az adatok arra utal-
nak, hogy a mammaglobin tulexpresszidja nem kizardlagos
egyetlen tumor mintara és valédjaban viszonylag gyakori a
primer emlStumorok kozott. Tovabba az a tény, hogy az 6sz-
szes vizsgalt tumor I. fazisu volt azt jelzi, hogy a szaba-

lyozasnak ez a szétesése viszonylag koran jelenik meg az
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emld neoplazia progressziéja soran.

Mivel a feltalaldék véleménye szerint a mammaglobin
szekretalt fehérje, jelenléte feltételezhetSen kimutathatéo
olyan paciensekbdl szarmazd szérumban, akiknek tumorja tul-
expresszalja ezt a génterméket. Igy tehat a mammaglobin a
mellrakos paciensek kezelésében klinikai szempontbdl felté-
telezhetden olyan mértékben hasznos, mint a prosztata spe-
cifikus antigén (PSA) és mas szilard tumor markerek ["Tumor
Markers in Diagnostic Pathology" Clin. Lab. Med. 10 1
(1990), amely referencia teljes egészében a kitanitas ré-
szének tekintendd].

Meghataroztuk a mammaglobin, mint tumor marker el&for-—
duldasat mellrdk tumorok &ltalanos populacidéjadban a mamma-
globin expresszidéjanak vizsgalataval szamos primer emld
karcinéma esetében. Bar a tanulmany soran megvizsgalt min-
tak szama kicsi volt, az értékelt tumorok 27%-a tilexpresz-
szadlta a mammaglobin mRNS-t. Ez a szazalékos arany Ossze-
vethetd mas genetikai elvaltozasok eléfordulasaval, mint
példaul erb-B amplifikalas és p53 mutacid [Slamon és
mtsai.: Science 244 707 (1989); Thor és mtsai.: J. Nat'l.
Cancer Inst. 84 845 (1992), amely referencidk teljes egé-
sziikben a kitanitds részének tekintendék]. Tovabba, mert
analizistinket I. f4zisu tumorokra korlatoztuk, a mammaglo-
bin tllexpressziéja ténylegesen gyakoribb eléforduldstd mint
barmely més genetikai elvaltozas, amelyr8l a tumorok ezen
alcsoportjaban beszémoltak [Allerd és mtsai.: J. Nat'l.
Cancer Inst. 85 200 (1993), amely referencia teljes egészé-

ben a kitanitas részének tekintendsd].
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A mammaglobin azonositadsa -~ mint mellradk marker - képe-
zi az alapjat a taldlmany egy masik aspektuséanak, amely el-
jarasokat biztosit mellrak jelenlétének kimutatasiara a pa-
Cciensben.

A "kimutatas" kifejezés alatt -~ a leirads soran az emld
neoplazias betegség kimutatasaval Osszefliggésben - &ssze-
foglaldé kifejezést értiink, amely magaba foglalja mellrak
jelenlétének kimutatdsat a paciensben, mellrak megkilonbsz-
tetését mas betegségektdl, a progndzis becslését a betegség
valészinlsithetd kimenetelét és a gyogyulas lehetd&ségét il-
letden, a betegallapot kovetését vagy a betegség kiujulasat
illet8leg, az eldnyds gydgykezelési eljaras meghatdrozasat
a paciens szamara és az antitumor gydgykezelés céliranyos
alkalmazasat.

A mellrdk kimutatasdnak eljardsa magaba foglalja poli-
nukleotid hibridizalasat az emlS neoplazia sejtekbdl szar—
mazé mRNS-sel. A polinukleotid az 1. azonositasi szam sze-
rinti szekvenciadt vagy az 1. azonositasi szam szerinti
szekvencia szarmazékat tartalmazza. Egy nukleotid szekven-
cia szarmazéka alatt azt értjik, hogy a szdrmazék nukleotid
szekvencia lényegében azonos azzal a szekvenciaval, ame-
lyikb&8l szarmazik, olyan értelemben, hogy a szarmazék nuk-
leotid szekvencia kelld mértékd szekvencia komplementari-
tast mutat azzal a szekvenciaval, amelyikb&6l szarmazik, és
igy képes emld neoplazia sejtekbdl szarmazd mRNS-sel hibri-
dizalni azonos sztringensségfi kdrilmények k&z6tt, mint
ahogy az eredeti szekvencia (amelyikbél szarmaztattuk) hib-

ridizal az emlS neoplazia sejtekbdl szarmazé mRNS-sel. A
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szarmaztatott nukleotid szekvencia nem sziikségszerten szar-
mazik fizikailag az eredeti nukleotid szekvenciabél, hanem
barmely médon létrehozhatd, magadba foglalva példaul kémiai
szintézist vagy DNS replikédcidét vagy reverz transzkripciét
vagy transzkripciét.

Annak érdekében, hogy mellrak kimutatdsara szolgaldé ki-
mutatasi rendszerben mammaglobint kédolé mRNS jelenlétét
mutassuk ki, a paciensbdl mintat nyeriink. A minta lehet
szbveti biopszia minta, vagy vér-, plazma-, szérum-, vagy
mas hasonlé minta. A mintat kezelhetjiikk a benniik talalhatd
nukleinsavak kinyerése érdekében. A mint&bdél eredményiil ka-
pott nukleinsavat gél elektroforézisnek vetjik aléa vagy
mas, méret alapjan torténé elvalasztasi moédszert alkalma-
zunk.

A kimutatas magdba foglalja a nukleinsavak - kdzelebb-
ré6l1 meghatdrozva a mintdbdél szarmazé mRNS és egy probakant
szolgald DNS szekvencia - érintkeztetését, hogy hibrid dup-
lexeket hozzunk 1létre. A "préba" kifejezés alatt olyan
strukturat értink, amely egy megcélzott szekvenciaval hib-
rid strukturat kialakitani képes polinukleotidot tartalmaz,
a prdba szekvenciaja és a megcélzott régié szekvenciajanak
komplementer jellege kovetkeztében.

A kapott duplex kimutatdsat rendszerint jeldlt proébak
segitségével végezzilk. Alternativ médon eljarva a proba le-
het jel&letlen is, de kimutathaté jelslt ligandhoz t&rténd
specifikus kot8dése révén, kozvetleniil vagy kdzvetetten.
Megfeleld jel6lék és a prdébak és ligandok jeldlésére szol-

gald eljarasok a technika allasa szerint ismertnek tételez-
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hetdék fel, és magukba foglalnak példaul radioaktiv jelslés-
ket, amelyek Onmagukban ismert médon bevihetd8k (mint példa-
ul nick transzlacié vagy kindz segitségével végzett bevi-
tel), magukba foglalnak biotint, fluoreszcens csoportokat,
kemilumineszcens csoportokat (mint példaul dioxetanok, ko-
zelebbrél triggeralt dioxetdnok), enzimeket, antitesteket
és mas hasonldkat.

Amikor a mammaglobint kédolé cDNS-t vagy annak egy
szarmazékat prébaként alkalmazzuk, magas sztringensséqgi ko-
rilméenyek alkalmazhaték annak érdekében, hogy megakadalyoz-
zuk a téves pozitiv kapcsolédasokat. Amikor mammaglobinbél
levezetett szekvencidkat alkalmazunk, kevésbé sztringens
ko6rilményeket haszndlhatunk. A hibridizacié sztringensségét
szamos tényezé hatdrozza meg a hibridizacid sorin és a mo-
sasi folyamat soran, beleértve a hémérsékletét, ioner8ssé-
get, a lépés idStartamadt és a formamid koncentracidjat.
Ezek a tényez8k leirasra keriiltek példaul a kdvetkezd pub-
likacidéban: Sambrook és mtsai.: Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2. kiadas, (1989).

Annak érdekében, hogy megnéveljiik a mammaglobin mRNS
kimutatasanak érzékenységét a mintédban, a reverz transz-
kripcié - polimeraz lancreakcidé (RT/PCR) eljaras alkalmaz-
haté a mammaglobint ké6dolé mRNS-b&l transzkripciéval nyert
cDNS amplifikdlésdra. Az RT/PCR eljards a technika alléasa
szerint ismertnek tételezhetd fel (példaul: Watson és Fle-
ming, lasd fentebb).

Az RT/PCR eljaras az aldbbiak szerint hajthaté végre.

Osszes sejt RNS-t izoladlunk példaul a standard guanidinium-
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izotiociandt eljaras segitségével és a teljes RNS-t reverz
transzkripcidéba vissziik. A reverz transzkripciés eljaras
magaba foglalja DNS szintézisét RNS templaton, reverz
transzkriptaz enzim és 3’-végi primer alkalmazasaval. Tipi-
kus esetben a primer oligo(dT) szekvenciat tartalmaz. Az
igy eldallitott cDNS-t ezutan a PCR eljaras és mammaglobin
séecifikus primerek alkalmazasaval amplifikaljuk [Belyavsky
és mtsai.: Nucl. Acid Res. 17 2919 (1989); Krug és Berger:
Methods in Enzymology, Academic Press, N.Y., 152 316
(1987), amely referencidk teljes egésziikben a kitanitas reé-
szének tekintenddk].

A polimeraz lancreakciés eljarast két olyan oligonuk-
leotid primer segitségével hajtjuk végre, amelyek komple-
menterek az amplifikalasra keriilé DNS szegmens két hatarold
régidjaval. Az 5'-iradnyban elhelyezkeds és a 3’ -iranyban
elhelyezkedS primerek tipikusan 20-30 bazispdr hosszusaguak
és a hatérolé régidékkal hibridizalnak a nukleotid szekven-
cia replikaciéjédhoz. A primereket ugy valasztjuk ki, hogy
lényegében komplementerek legyenek az amplifikdlasra keriild
CDNS szallal. Ezért tehat a primerek nem szlikségszeriien
tikrdzik a templat pontos szekvencidjat, de kelld mértékben
komplementerek, hogy szelektiv médon hibridizaljanak az
amplifikalasra keriilé szallal.

A primerekbél torténdé polimerizdcidt egy DNS-polimeraz
katalizalja deoxinukleotid-trifoszfatok vagy nukleotid ana-
16gok jelenlétében, hogy ezzel kettds-szalu DNS-molekuldkat
allitsunk eld. A kettSs-szdlakat ezt kdvetden szétvalaszt-

juk barmelyik denaturdlé moédszer alkalmazasaval, beleértve
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fizikai, kémiai vagy enzimes médszereket. Altalanos esetben
a fizikai denaturalds médszerét alkalmazzuk, amely magaba
foglalja a nukleinsav felmelegitését, tipikus esetben k&-
riilbelil 80 °C és 105 °C kozdtti hémérsékletre, korilbeliil
1 perctdl 10 percig tartdé idétartamokra. Az eljarast kivant
szami ciklusban megismételijiik.

Az amplifikalast kovetden a PCR-terméket ezutan etidi-
um-bromid festéssel kimutatjuk [Sambrook és mtsai.: (1989),
lasd fentebb].

A talalmany egy masik megvalésitasi médja szerint a
mammaglobin cDNS-szekvenciat vagy annak szarmazékat alkal-
mazzuk a mammaglobin gén barmely megvaltozasanak jellemzé-
sére (mint példaul gén atrendezddés, gén amplifikalas vagy
gén delécid) mellrdkban szenveds betegb8l szarmazd mintan.
Ez eljarast biztosit, ahol olyan piciensbdl szarmazdé mintak
vagy anyagok is vizsgdlhaték a gén strukturaban fellépéd
valtozasokra, amelyek nem tartalmaznak érintetlen mRNS-t.

Ennek az eljarédsnak egy alkalmazasa soran a mammaglobin
CDNS-szekvenciadt vagy annak szarmazékat hibridizaljuk olyan
paciensbdl szarmazé genomi DNS-hez, amelyet a pacies tumor-
jabél, normal szévetébdl vagy limfocitdkbodl izolaltunk és
egy vagy tobb restrikcidés endonukledzzal emésztettiink. A
Southern-blott protokol alkalmazéisaval - amely a technika
allasa szerint jol ismertnek tételezhetd fel - ezen a vizs-
galati eljaras segitségével meghatarozzuk hogy egy péaciens
vagy egy paciens eml&tumora rendelkezik-e olyan mammaglobin
génnel, amely delécidra keriilt, atrendezédott vagy amplifi-

kalédott. Ezeknek a valtozasoknak a kimutatasa ezutan fon-
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tos informécidét biztosithat, ami hasznos a prognézis eldre-
jelzése és a paciens kezelése szempontjabol.

Ezen eljaras egy masodik alkalmazisa soran a mammaglo-
bin cDNS-szekvencia vagy annak szarmazéka alapjan készilt
egy vagy tobb oligonukleotid primer pAr alkalmazhaté a
polimeraz lancreakcidéban, hogy egy paciensbél nyert minta-
b6l a mammaglobin gén szegmenseit amplifikaljuk. A kapott
PCR termékek analizise jelzi, hogy vajon a mammaglobin gén
egy adott szegmense deléciéra kerilt vagy atrendezddétt. Az
ilyen informacié joél alkalmazhatdé progndzisra és a paciens
kezelésében.

A mellrak kimutatdsdnak egy masik eljaridsa szerint a
mammaglobin polipeptid prekurzoranak és/vagy szekretalt
formainak a Jjelenlétét mutatjuk ki egy paciensbdl nyert
mintdban. A technika &llasa szerint ismert barmely, fehér-
jék kimutatadsara alkalmas eljaras alkalmazhaté. Nem korla-
tozé értelemben véve az ilyen médszerek k&zé tartoznak a
kovetkezb6k: immundiffuzié, immun-elektroforézis, immunkémi-
al médszerek, megkoté-ligand vizsgalati eljarasok, immun-
hisztokémiai eljarasok, agglutindcié és komplement vizsga-
lati eljadrasok. A fentiekre példaul 1lasd: Basic and
Clinical Immunology, szerk.: Sites and Terr, Appleton &
Lange, Norwalk, Conn. 217-262. old., (1991), amely referen-
cia teljes egészében a kitanitds részének tekintends. E1&-
nyésen alkalmazhatdék a megkdté-ligand immunolégiai vizsga-
lati eljaréasok, beleértve antitestek reagaltatasat
mammaglobin epitdppal vagy epitdpokkal és kompetitiv médon

leszoritva egy jeldlt mammaglobin polipeptidet vagy annak
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szarmazékat.

A leiras soradn a "mammaglobin polipeptid" kifejezés
egyarant magaba foglal természetes koriilmények kozott els-
fordul6é mammaglobint, beleértve nem-glikozildlt és glikozi-
lalt szekretdlt formdkat és a glikozilalt szekretalt for-
mat, ezeknek szarmazékait és fragmenseit. Természetes ko&-
rilmények kozott eléforduld alatt olyan polipeptidet ér-
tink, amely természetben megtaldlhaté forrasbél izolalhatd,
azaz normal és/vagy beteg szervezetb8l és amely nem lett
ember altal szandékosan mdbédositva.

Egy mammaglobin szarmazék alatt olyan polipeptidet ér-
tink, amely legaldbb 10 aminosavbél 4116 szegmenst tartal-
maz, amely szegmens jelentSs mértékl azonossagot mutat ter-
mészetes korlilmények kozott eldforduld mammaglobin egy ré-
szével. A jelentds mértékdi azonossagot mutatd szegmens eld-
nydsen legaldbb 20 aminosavat, elénydsebben legalédbb k&riil-
belil 50 aminosavat és legelénydsebben legaldbb k&riilbeliil
75 aminosavat tartalmaz. Két polipeptid esetében jelentds
mértékli azonossagrdl akkor beszéliink, amikor szekvencia il-
lesztd programok segitségével - mint példaul BLAST - létre-
hozott optimalis illeszkedés esetén legaldbb 80 szazalék
szekvencia azonossag taldlhatd, elénydsen legaldbb 95%
szekvencia azonossag talalhatd, eldénydsebben legalabb 95%
szekvencia azonossag taladlhatd és legeldnydsebben legalabb
99% szekvencia azonossag taldlhatd. Elénydsen azon aminosav
pozicidkban, amelyek nem azonos aminosavat tartalmaznak,

konzervativ aminosav szubsztitucidé okozza az eltérést.
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A konzervativ aminosav szubsztitucidk kifejezés a ha-
sonldé oldallanccal rendelkez6 aminosavak kolcsénds felcse-
rélhet8ségére vonatkozik. Igy példaul alifas oldallanccal
rendelkezd aminosavak cscoportjat alkotjadk a kovetkezsk:
glicin, alanin, valin, leucin és izoleucin; alif&s-hidroxil
oldallanccal rendelkezd aminosavak csoportjat alkotjak a
kévetkezd8k: szerin és treonin; amidot tartalmazdé oldallanc-
cal rendelkezd aminosavak csoportjat alkotjak a kovetkezdk:
aszparagin és glutamin; aromas oldallanccal rendelkezd8 ami-
nosavak csoportjat alkotjdk a koévetkezdk: fenilalanin,
tirozin és triptofan; bazikus oldalladnccal rendelkezd ami-
nosavak csoportjat alkotjadk a kovetkezék: lizin, arginin és
hisztidin; és ként tartalmazdé oldallanccal rendelkezd ami-
nosavak csoportjat alkotjak a kovetkezdk: cisztein és
metionin. Elényds konzervativ aminosav szubsztitucidés cso-
portok a kovetkezdék: valin-leucin-izoleucin, fenilalanin-
tirozin, 1lizin-arginin, alanin-valin és az aszparagin-
glutamin.

Egy mammaglobin szarmazék polipeptid eldnydsen kereszt-
reagdl egy mammaglobin elleni antitesttel - akar monoklo-
nalis vagy poliklondlis - amely specifikus természetes ko-
rilmények k&z6tt eldéforduldé mammaglobinra vagy annak frag-
menseire.

A leirads soran a "fragmens" és "peptid" kifejezééek
alatt olyan mammaglobin polipeptidet értiink, amelynek ami-
nosav szekvencidja azonos a teljes hosszisagi mammaglobin
cDNS-bd&1 (példiul 1. azonositasi szam szerinti szekvencia)

vagy annak szarmazékabdl levezethetd aminosav szekvencia-
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val, de amino-terminadlis és/vagy karboxi-terminalis delécié
tértént. Tipikus esetben a mammaglobin fragmensek vagy pep-
tidek legalabb 3 aminosav hossziak. Elénydsen edy mammaglo-
bin fragmens vagy peptid legaldbb 6 aminosav hosszi, eld-
nyosebben korilbeliil 12 aminosav hosszi, még eldnydsebben
kériilbeliil 25 aminosav hosszd, és legeldnydsebben 50 amino-
sav hosszu vagy annal nagyobb.

Szamos kompetitiv és nem-kompetitiv fehérje kotési im-
munoldgiai vizsgalati eljaréds j6l ismert a technika &llasa
szerint. Az ilyen vizsgdlati eljarasokban alkalmazott anti-
testek lehetnek jeldlés nélkiiliek - mint példaul az agglu-
tinadcids probakban alkalmazottak - vagy lehetnek jeldltek a
vizsgalati eljarasok széles valasztékdnak megfelelden. Az
alkalmazhaté jeldlések magukba foglalnak radionuklidokat,
enzimeket, fluoreszkaldé anyagokat, kemilumineszcenciat mu-
taté anyagokat, enzim szubsztratokat vagy ko-faktorokat,
enzim inhibitorokat, részecskéket, szinezékeket és mas ha-
sonlékat radioimmunoldgiai vizsgédlati eljaréasban (RIA), en-
zim immunolégiai vizsgalati eljarédsban (mint példaul enzim-
kapcsolt immunszorbens vizsgadlatban, ELISA), fluoreszcens
immunoldégiai vizsgalati eljarasban és mads hasonldkban al-
kalmazva.

B-sejt epitépot tartalmazé mammaglobin polipeptid elle-
ni poliklonidlis vagy monoklondlis antitest &llithaté eld
immunoldégiai vizsgdlati eljarasban torténd alkalmazasra a
technika é&llasa szerint ismert szamos eljaras barmelyiké-
vel. A leiras soran a "B-sejt epitép" kifejezés alatt

mammaglobin polipeptid antigén determinansat értjiik. Egy B-
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sejt epitdép tartalmazhat 3 aminosavat olyan térbeli elren-
dezésben, amely az epitépra egyedi. Altalanossagban egy B-
sejt epitdép legalabb 5 ilyen aminosavat tartalmaz. Az ami-
nosavak térbeli elrendezédésének meghatdrozasra alkalmas
eljarasok a technika 4ll&sa szerint ismertek és példaul ma-
gukba foglaljadk a kovetkezdket: rontgen krisztallografia és
kétdimenzi6s magmagneses rezonancia.

Egy fehérje elleni antitestek eldadllitasara szolgald
megktzelités soran a fehérje egészét vagy részét tartalmazéd
aminosav szekvenciat valasztunk ki és elkészitjik oly mbé-
don, hogy kémiai Uton a szekvenciidt megszintetizidljuk és a
szekvenciadt megfeleld allatba, &altaldban nyulba vagy egérbe
injektaljuk.

Egy mammaglobin polipeptid el6dllitdsédra szolgdld elja-
rdsok nem korlatozé értelemben magukba foglalnak kémiai
szintézist, rekombindns DNS technikakat vagy bioldégia min-
takbol torténd izolalast. Epitépot tartalmazédé peptid kémiai
szintézisét megvaldésithatjuk példédul a szildrd fazisd pep-
tidszintézis klasszikus Merrifield médszerével [Merrifield:
J. Am. Chem. Soc. 85 2149 (1963), amely referencia teljes
egészében a kitanitas részének tekintendd], wvagy az FMOC
stratégidaval egy Rapid Automated Multiple Peptide Synthesis
rendszer segitségével (DuPont Company, Wilmington, DE)
[Caprino és Han: J. Org. Chem. 37 3404 (1972), amely refe-
rencia teljes egészében a kitanités részének tekintendd].

Poliklonalis antitestek el&allithaték oly mdébdon, hogy
nyulakat immunizalunk antigén beinjektaldsaval a térdhajla-

ti nyirokcsomdkba, amelyet rakodvetkezd gyorsitd injekcidk-
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kal egészitink ki kéthetes idékozokben az antigén intra-
peritonedlis bejuttatasaval. Az &llatokbdél vért veszink és
a szérumot tisztitott mammaglobin fehérjével szemben vizs-
galjuk, altalaban ELISA segitségével.

Monoklonalis antitestek elSallithaték Milstein és
Kohler eljarésa szerint immunizalt egerekbdl szarmazd lép-
sejteket fuzioﬁélva folyamatosan replikalédd tumor sejtek-
kel, mint példdul mieldma vagy limféma sejtek [Milstein és
Kohler: Nature 256 495 (1975); Gulfre és Milstein: Methods
in Enzimology: Immunochemical Techniques, szerk.: Langone
és Banatis, Academic Press, 73 1-46. old., (1981), amely
referencidk teljes egésziikben a kitanitas részének tekin-
tendSk]. Az igy kialakitott hibridéma sejteket ezt kdvetden
a korlatozdé higitas moédszerével kldnozzuk és a feliiluszdkat
ELISA vagy RIA segitségével antitest termelésre vizsgaljuk.

Az igy eldallitott mammaglobin elleni poliklondlis vagy
monoklonalis antitestek alkalmazhatdék mammaglobin prekurzor
és szekretalt formédinak izolalésara és tisztitdsara mamma-
globint expresszaldé sejtekbsl. fgy példaul - ahogy ezt
aldbb bemutatjuk - a mammaglobin cDNS-b&l levezethetd 16 C-
terminalis aminosav (Glu-Val-Phe-Met-Gln-Leu-Ile-Tyr-Asp-
Ser-Ser-Leu-Cys-Asp-Leu-Phe; 14. azonositédsi szadm szerinti
szekvencia) ellen termeltetett poliklonalis antitest kotdé-
dik a mammaglobin prekurzor és szekretalt formadihoz éppugy,
mint eqgy 1In vitro transzldcidés rendszerben szintetizalt
mammaglobinhoz. Mammaglobin izol&ladsa egy mammaglobin elle-
ni antitest alkalmazasaval megvaldésithatd a technika &llésa

szerint jél ismert eljarésok segitségével, mint példaul af-
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Az antitesteknek az az egyediilalld képessége, hogy egy
tumor sejt &ltal expresszalt megcélzott antigént felismer-
jen és ahhoz specifikusan ko6té6djon, lehetéséget biztosit a
rak kezelésére [Osszefoglalasat lasd: LoBuglio és Saleh,
Am. J. Med. Sci. 304 214 (1992); Bagshawe: Adv. Pharmacol.
24 99 (1993), amely referenciak teljes egésziikben a kitani-
tas részének tekintenddék]. Igy egy masik aspektus szerint a
taldlmany tArgyat képezi egy eljaras mellrak kialakulaséanak
megelSzésére és mellrak kezelésére allatban, amelynek soran
mammaglobin - felfedezésiink szerint ez a fehérje
tulexpresszidéra keril mellrdk sejtekben - elleni antiteste-
ket alkalmazunk.

Mammaglobin elleni specifikus antitestek - akar poli-
klonalis vagy monoklondlis - a technika &llédsa szerint is-
mert barmely médszer szerint el8allithatdak. Igy példaul
egér vagy human eredetidi monoklonalis antitestek eldallitha-
tdk hibridéma eljards segitségével. Alternativ mddon
mammaglobin, vagy annak immunoldgiailag aktiv szarmazéka
vagy fragmense, vagy egy anti-idiotipusos antitest vagy an-
nak fragmense juttathaté be 4&llatba, hogy antitestek B-
sejtek segitségével torténd termelését hozza létre, amely
antitestek képesek felismerni a mammaglobint termeld sejte-
ket.

Az igy termelt antitesteket vagy azok fragmenseit egy
vagy toébb onkolitikus anyaggal Jjeloéljik, mint példaul
radionuklidok, toxinok vagy citotoxikus hatbdanyagok és a

feltételezhet8en mellrdkban szenvedd paciensnek beadjuk. A
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jeldlt antitest kotédése a mellradk sejt altal tulexpresz-
szalt mammaglobinhoz a rakos sejt pusztulasat okozza.

A technika &llésa szerint ismert szamos onkolitikus
anyag barmelyike alkalmazhaté ilyen jeldlt antitestek eld-
4llitasara. Igy példaul immunotoxinok &llithatdék els oly
médon, hogy névényi és bakteridlis eredetd toxinokat kap-
csolunk antitestekhez. Ilyen toxinok k&6zé tartoznak példaul
az aldbb kovetkezdk: ricin, diftéria toxin és Pseudomonas
exotoxin-A. Hasonldképpen hatdanyag-antitest konjugatumok
dllithaték eld, amelyek esetében kemoterdpias &genseket
kapcsolunk az antitestekhez. Az alkalmazhatd kemoterapias
adgensek kozé tartoznak példaul az alabbiak: tomoxifen,
doxorubicin, metotrexat, klérambucil, Vinca alkaloidok és
mitomicin. Tovdbba radio-immunkonjugatumok 4&llithatdék eld,
amelyekben egy radionuklidot stabil médon hozzakapcsolunk
az antitesthez. A radio-immunkonjugatumok elé&dllitésadhoz
alkalmazhat® radionuklidok kozé tartoznak példadul az alab-
biak: B-sugarzdék, mint példaul ', '*°re, '®°re, ®'Cu, °Y és
7sc; o-sugarzédk, mint példaul *"'At, *”Bi és ?'’Pb; auger
elektron kibocsatoék, mint példaul '?°I és "'Br, valamint ha-
sithaté nuklidok, mint példaul '°B.

Az a felfedezés, hogy az emlétumorok jelentdés szizaléka
expresszal mammaglobin fehérjét, képezi az alapjat a talal-
many egy masik aspektusanak, amely magaba foglalja
mammaglobin specifikus B-sejt és/vagy T-sejt limfocitak
(Tc) aktivalasat mammaglobin-antigénekkel. Ennek megfeleld-
en a taldlmany targyat képezik mammaglobin B-sejt antigének

és Tc—sejt antigének; olyan vakcindk, amelyek legalédbb egy
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B-sejt mammaglobin-antigént és/vagy legaldbb egy T mamma-
globin-antigént tartalmaznak antigén- és/vagy sejt-kézveti-
tett immunvdlaszok indukdldsdra mammaglobint expresszald
tumorok ellen és tovdbba a taldlmany targyat képezik elja-
rasok mammaglobint expresszalé tumor okozta mellrakban
szenvedd paciens kezelésére. Egy, a talalmany szerinti el-
jdrds soradn a paciensnek aktivalt mammaglobin specifikus
limfocitakat adunk be. Egy masik eljards szerint a paciens-
nek mammaglobin specifikus vakcinat adunk be.

A leirds sordn a "mammaglobin-antigén" kifejezés alatt
olyan természetes kdrilmények kozdtt eldforduld mammaglobin
polipeptideket, azok szarmazékait és fragmenseit értjiik,
amely a mammaglobin specifikus B-sejtek vagy T.-sejtek &l-
tal felismert B-sejt vagy Tc—-sejt epitdépot tartalmaznak.

Egy mammaglobin B-sejt antigén mammaglobin specifikus
B-sejt epitépot és Ty-sejt epitdpot tartalmaz. A leirds so-
rdn a "B-sejt epitép" kifejezés barmely olyan antigénre,
hapténre, epitdépra vagy antigén determinansra vonatkozik,
amelyet anti-mammaglobin immunglobulin receptorok a B-
sejtek feliiletén felismerni képesek és képes az antitestek
termelését kivaltani Ty-sejtektdl kapott megfeleld segit-
séggel, amikor egy A&allatnak beadjuk. A B-sejt epitdp leg-
aldbb 4 aminosavbél 4lldé aminosav szekvenciat tartalmaz.
Elényosen a B-sejt epitdp legaldbb 6 és 25 aminosav hosszu-
sidg kozé esik, és eldénydsebben korilbelil 15 és 22 aminosav
hosszusag kozé esik. A B-sejt epitdépon beliil taldlhatd ami-
nosav szekvencia azonos lehet wvagy lényegében azonos lehet

egy természetes korilmények kozott eldSforduld mammaglobin
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fragmensében taldlhatdé folyamatosan illeszkedd aminosav
szekvenciaval. Alternativ médon egy B-sejt epitdpon beliil
talalhaté aminosav szekvencia azonos vagy lényegében azonos
olyan nem folyamatosan illeszkedd aminosav szekvenciaval,
amely mammaglobin illeszkeddé topografiai determindnsat kép-
viseli.

A leiras soran a "Ty-sejt epitép" kifejezés alatt bar-
mely olyan antigén determinanst értink, amelyet MHC 1II.
osztalyba tartozé molekuldkkal torténd kapcsolddason ke-
resztil T-helper sejtek felismerni képesek. A T-helper sej-
tek aktivalasa nyugvdé mammaglobin specifikus B-sejtek dif-
ferencidldédasat indukalja magasabb affinitasu IgG-szekreta-
16 sejtekké, azaz szekunder antitest valaszt indukal. A
technika &llasa szerint a B- és Ty-sejt determinansokat
tartalmazé immunogén peptidek alkalmazasa magasabb titerd,
specifikus antitest termelé B-sejtek elddllitdsadra - T-
sejtek segitségén keresztiil -~ ismertnek tételezhetd fel
[1dsd példaul a kovetkezdket: Cheronis és mtsai.: 5,573,916
lajstromszédmu US szabadalom; Denton és mtsai.: Cancer
Letters 70 143 (1993); Borras-Cuesta és mtsai.: Eur. J.
Immunol. 17 1213 (1987) valamint Good és mtsai.: Science
235 1059 (1987), amely referencidk teljes egésziikben a ki-
tanitas részének tekintenddk]. A Ty-sejt epitdp tartalmaz-
hat mammaglobinbdél vagy heteroldég fehérjébdl szarmazd ami-
nosav szekvenciat. Igy példaul Denton és munkatarsai irtak
le antitest vdalaszok indukaldasat mucinok ellen - amelyek
szekretdld epitéliumban expresszalt komplex glikoproteinek,

és emls, valamint mas karcinémakhoz té&rsulnak - olyan ege-
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rekben, amelyeket az influenza hemagglutinin A/X-31 111-
120. szekvenciajahoz - egy ismert helper T-sejt determindns
- kapcsolt, a MUC-1 mucin belsejébdél szarmazdé B-sejt deter-
mindns régidét tartalmazé szintetikus peptiddel immunizal-
tunk. A Ty—sejt epitdp koriilbeliil 6 és korilbeliil 20 amino-
sav kozotti aminosav szekvenciat tartalmaz, eldnydsen ko-—
rilbelil 8 és 18 aminosav kozotti szekvenciat tartalmaz és
még eldnydsebben 9 és 15 aminosav k&zdtti szekvenciat tar-
talmaz.

Egy mammaglobin Tc-sejt antigén Tc.-sejt epitdépot és MHC
I. osztalyba tartozdé agretdpot tartalmaz. A leirds soran a
"Tc-sejt epitop" kifejezés alatt barmely olyan antigént,
epitoépot vagy antigén determinanst értink, amelyet mamma-
globin specifikus Tc-sejtek felismerni képesek, amikor MHC
I. osztalyba tartozd molekula felé prezentaljuk egy antigén
prezentaldé sejt feliiletén. A leirds sordn az "MHC I. osz-
talyba tartozdé agretédp" kifejezés alatt barmely olyan ami-
nosav szekvenciat értﬁnk,‘amelyet MHC I. osztalyba tartozé
molekula felismerni képes és amely lehetévé teszi a mamma-
globin-antigén prezentaldsat mammaglobin specifikus Tc-sejt
felé az MHC I. osztalyba tartozd molekula segitségével an-
tigén prezentald sejten (Antigen Presenting Cell, APC). A
Tc-sejt epitdép és az MHC I. osztalyba tartozd agretdp egy
kériilbeltil 6 és koriilbeliil 11 aminosav kdz6tti aminosav
szekvencian beliil talalhaté meg, amely szekvencia azonos
vagy lényegében azonos egy természetes korilmények kozdtt
eléforduldé mammaglobin fragmensének aminosav szekvenciaja-

val. Elénybsen a szekvencia hossza 8 vagy 9 aminosav.
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A technika &llasa szerint ismertek egy fehérje antigén
B- és Tc-sejt epitépjainak azonositdsara szolgald eljara-
sok. Igy példaul az izolalt mammaglobin specifikus B-sejtek
vagy a mammaglobin specifikus Tc¢-sejtek azon képessége,
hogy valaszt mutassanak szekretdlt mammaglobint atfogo,
egymast atfeds szintetikus peptidekkel szemben, meghataroz-
haté standard immunbiolégiai eljarasok segitségével. Az an-
tigénként azonositott peptidek ezt kbvetSen egyszerre egy
vagy néhany aminosavat megvaltoztatva médosithatok, hogy
optimizaljuk stimulald képességiiket mammaglobin specifikus
B- vagy T-sejtekkel szemben.

B-sejt epitépok feltérképezheték oly mdédon is, hogy ke-
reskedelmi forgalomban beszerezhetd epitdép térképezd vegy-
szerkészleteket alkalmazunk, ami magaba foglalja C-
termindlisukon polietilén "multipin" hordozékhoz kotott,
véletlenszerien kivalasztott peptidek szkrinelését (mint
példaul Cambridge Research Biochemicals).

Alternativ médon az eldre jelzett mammaglobin aminosav
szekvencia megvizsgdlhatdé olyan szekvenciakra, amelyek az
MHC I. osztalyba vagy az MHC II. osztdlyba tartozé moleku-
14k ismert kotd részegységeinek felelnek meg [lasd példaul:
Hill és mtsai.: Nature 360 434 (1992), Pamer és mtsai.:
Nature 360 852 (1992), Hammer és mtsai.: J. Exp. Med. 176
1007 (1992), valamint Falk és mtsai.: Nature 351 290
(1991), amely referenciak teljes egésziikben a kitanitas ré-
szének tekintenddk]. Igy példaul emlStumor specifikus CTL-

ek altal felismerhetd antigén sajatossagu peptidek azono-

sithaték oly médon, hogy végigvizsgadljuk a mammaglobin ami-
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nosav szekvenciat HLA-A2-ko6té peptidekre, ahogyan ez le-
irdsra keriilt: [Peoples és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92 432 (1995), amely referencia teljes egészében a ki-
tanitas részének tekintendd]. A HLA-A2 kivalasztdsa mint az
antigén prezentaldé molekula megfeleld, amikor a paciens
expresszal HLA-A2-t (a kaukdzusi embertipus korulbelidl 50
szhdzaléka expresszal HLA-A2-t). Az eldére jelezhetd HLA-A2-
k6t56 peptidek megszintetizdlhatdék és antigén sajatossagra
vizsgalhaték oly médon, hogy a szintetikus peptideket a T2
sejtvonalra ravissziik, ami olyan human T-sejt/B-sejt fuzids
termék, amely hibat hordoz az antigén prezentalasban, igy a
T2-sejtek felszinén a HLA-A2 molekuldk hatékonyan feltolt-
het8k exogén HLA-A2-k5td8 peptidekkel [Henderson és mtsai.:
Science 255 1264 (1992), amely referencia teljes egészében
a kitanitads részének tekintendd]. Ezt kbévetden standard
citotoxicitédsi vizsgdlati eljarast hajtunk végre, amelynek
sordn a peptiddel feltsltstt T2-sejteket mammaglobint
expresszaldé emlStumorbdl izolalt, tumorba beszilirédé limfo-
citakbdl szarmazd emld-specifikus CTL-ekkel inkubaljuk
[la4sd példaul: Peoples és mtsai.; 432-433. oldalak, vala-
mint Toso és mtsai.: Cancer Research 56 16 (1996), amely
referencidk teljes egésziikben a kitanitis részének tekin-
tendék] .

Tc-sejt epitbpokat tartalmazd antigén sajatsagu mamma-
globin peptideket azonosithatunk a HLA TI. osztalyba tartozd
molekuldk altal a tumorsejt fellletén prezentalt endogén
peptidek savra torténd elucidja segitségével ([példaul:

Peoples és mtsai.: 1lasd fentebb, 433. oldal]. Az elualt
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peptidek a technika &allasa szerint ismert béarmely eljaras
segitségével elvalaszthatdk, beleértve HPLC frakcionaléast.
A kiilénbdz6 peptid frakcidkat T2-sejtekre felvisszik és a
feltoltstt T2-sejteket emlS6tumor specifikus  CTL-ekkel
inkubaljuk annak meghatarozéasara, hogy standard immunbiolé-
giai eljarasokat alkalmazva a CTL-ek mely peptideket ismer-
nek fel.

A taldlmany szerinti mammaglobin-antigén egyik alkalma-
zasi teriilete az alkalmazkoddé immunteradpia. Ez a kezelés
magidba foglalja mammaglobin elleni antitestet termeld B-
sejtek és/vagy mammaglobint expresszald tumorral rendelkezd
paciensbdl izolalt mammaglobin specifikus citotoxikus T-
limfocitdk in vitro aktivélééét és expanzidéjidt mammaglobin-
antigénnel. Az eljaras végrehajthaté olyan készitménnyel
is, amely egyarant tartalmazza a mammaglobin B-sejt és Tc-
sejt antigéneket. Az aktivalt 1limfocitakat ezt kovetdSen
visszajuttatjuk a paciensbe az alkalmazkodé immunterapia-
hoz.

A taldlmany szerinti mammaglobin-antigén tovabba alkal-
mazhatdé, mint mammaglobin specifikus vakcina komponense. A
vakcina mammaglobin-antigén immunolégiailag serkentd hatéasu
mennyiségét tartalmazza. A leiras szerint immunolégiailag
serkentd hatdsi mennyiség alatt antigén azon mennyiségét
értjiuk, amely képes a kivant immunvalaszt kivaltani mellréak
tineteinek enyhitésére vagy kezelésére a befogadd szerve-
zetben. Ez a mennyiség kisérleti alapon megallapithat6é a
szakember szamdra jél ismertnek feltételezhetd standard el-

jarasok segitségével, felesleges kisérletezés nélkiul.
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Az antigén szamos vakcina formuldzas barmelyikében biz-
tosithaté, amely képes a kivant tipusli immunvalaszt - azaz
antitest és/vagy sejt kozvetitett immunvalasz - kivaltani.
Ilyen formuldzdsok a technika &allasa szerint ismertnek teé-
telezhet8k fel [lasd példaul: Lanzavecchia: Science 260 937
(1993) és Raychandhuri: 5,585,103 lajstromszami US szabada-
lom, amely referencidk teljes egésziikben a kitanitis részé-
nek tekintend8k]. Az immunvdlaszok serkentésére szolgald
vakcina formulazasokra példaul szolgdlhatnak az alabbi gyo-
gyaszatilag elfogadhatdé adjuvansok: aluminium sdk; szkvalén
vagy szkvalén és muramil dipeptid emulzidk; liposzémék; és
egy stabilizald detergenst, micellat létrehozdé agenst vala-
mint biolégiailag lebonthaté és biolégiailag Osszeférhetd
olajat tartalmazé készitmény [Raychandhuri: lasd fentebb].

Egy mammaglobin specifikus vakcina hasonldéképpen tar-
talmazhat mammaglobin-antigénnel feltdltoétt hordozd sejtet
is. Elénydsen a hordozé sejtet autolog, alapfunkcidjukat
tekintve antigén prezentdld sejtekbdl (APC) hozzuk létre,
mint példadul makrofagokbdl, dendrites sejtekbdl wvagy akti-
valt B- vaéy T-limfocitakbdél. Lasd példaul: Lanzavecchia,
937. oldal, fentebb idézve. Az alapfunkcidéjukat tekintve
APC-sejtek egy ligandot - B7 - expresszalnak, amely kotddik
a CD28 vagy CTLA4 molekuldkhoz T-sejteken, hogy ezzel anti-
gén szempontjéabdél kozémbds ko-stimuldldé szignalt hozzon
létre, amely mint szignal-2 ismert és amely megakadalyozza
a T-sejt allergias érzéketlenséget vagy inaktivalédast. Igy
tehdt a vakcina része 1lehet olyan interleukin-2 vagy mas

ko-stimulald szigndl is, amely ellene hat az allergias ér-
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zéketlenség indukaldédasdnak [Lanzavecchia, 938. oldal, lasd
fentebb].

Mammaglobin specifikus vakcina egy méasik formuldzasat
képezi olyan rekombinas vektor, amely mammaglobin-antigén
expresszidjara alkalmas nukleotid szekvenciat kédol. A
technika &4llésa szerint fert8z8d agensek alkalmazidsa cito-
toxikus T-limfocitadk serkentésére ismertnek tételezhetd fel
[Raychandhuri, lasd fentebb]. Leirasra keriiltek vaccinia-,
polio—-, adeno- és retrovirusokat, és hasonldképpen baktéri-
umokat - mint példaul Listeria és BCG - alkalmazdé kiméra
vektorok. Igy példaul kimutattak, hogy egy kandrimadar him-
15 (canarypox) virus vektor - ALVAC - erds sejtes immunva-
laszt wvalt ki a kédolt heterolég géntermékekkel szemben
[Taylor és mtsai.: Virology 187 321 (1991), amely referen-
cia teljes egészében a kitanitds részének tekintendd]. To-
vabba a MAGE-1 gén altal kdédolt MZ2-E human melandéma kilo-
kédési antigént expresszaldé rekombinadns ALVAC képes a MAGE-
1 CTL-aktivitdsok in vitro stimﬁléléséra egy MAGE-1 mRNS-t
expresszaldé emlétumorbdél szarmazd TIL populdcidban [Toso és
mtsai.: lasd fentebb]. Egy masik megkdzelités szerint - le-
iradsra kertlt a Weiner és mtsai.: 5,593,972 lajstromszamu
US szabadalomban, amely referencia teljes egészében a kita-
nitas részének tekintendd - a célba vett immunogén fehérje
antigénjét kdédold rekombinds expresszids vektort kdzvetle-
niil juttatjuk be az egyénbe akar in vivo - azaz izomsejtek-
be - vagy az egyén sejtjeibe ex vivo olyan &genssel egyiitt,

amely eldsegiti a DNS felvételét a sejtekbe.
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A szakember kénnyen meghatdrozhatja olyan vakcina for-
mulazasat, amely képes a kivant immunvalaszt 1létrehozni.
fgy példdul egy mammaglobin elleni antitestek in vivo ter-
melésének indukélédsira szolgald mammaglobin specifikus vak-
cina legaldbb egy olyan mammaglobin B-sejt antigént tartal-
maz, amelyben B-sejt epitdép és Ty—sejt epitédép taladlhatéd. A
Ty—sejt epitép eldnydsen illeszkedik a tervbe vett vakcina
befogadé szervezet megfeleldé MHC II. osztaly haplotipusa-
hoz. Alternativ médon olyan Ty-sejt epitdépot alkalmazha-
tunk, amelyrél ismert, hogy az emberi szervezet egyetemle-
gesen felismeri a HLA-tipustél figgetleniil, mint példaul a
tetanusz toxoidbdél szarmazdé "univerzalis" T-sejt epitdp
(Panina-Bordignon és mtsai.: Eur. J. Immunol. 19 2237
(1989), amely referencia teljes egészében a kitanitas ré-
szének tekintenddé]. Eldnydsen a vakcina mammaglobin B-sejt
antigének sokasagat tartalmazza, kiillonbozé HLA-tipusok MHC
ITI. osztaly molekulak altal felismert Ty-epitdpokkal.

A taldlmany egy masik megvalésitési mébdja szerint egy
mammaglobin specifikus vakcina sejt kodzvetitett valaszt in-
dukadlunk és a vakcina legaldbb egy olyan mammaglobin Tc-
antigént tartalmaz, amely képes mammaglobin specifikus Tc-—
sejteket aktivalni. Elénydsen a vakcina szamos Tc-sejt an-
tigént tartalmaz.

Mammaglobin specifikus vakcina ugy is formulazhato,
hogy mind antitest, mint sejt koézvetitett valaszokat indu-
kadljon. A taldlmlny ezen megvaldsitasi mdédja szerint mamma-

globin B-sejt és Tc-sejt antigéneket egyarant alkalmazunk.
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Mammaglobint expresszaldé tumorral rendelkezd paciens
kezelhetd oly médon, hogy a paciensnek a taldlmany szerinti
mammaglobin specifikus vakcina immun-stimuldciéra képes
mennyiségét adjuk be. A vakcina bejuttatédsa barmely ismert
vagy standard Oton megvalésithaté. Ezek nem korlatozd jel-
leggel magukba foglaljadk az aldbbiakat: intravénds, intra-
peritonealis, intramuszkularis, szubkutéan Vagy emlébe tor-
ténd injektalas.

A talalmany eldényds megvaldsitdsi mdédjaira példakat mu-
tatunk be az aldbbiakban. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy
az ismertetésre keriilé specifikdcidk, megvaldsitési médok
és példak csupan a talalmany Jjobb megérthetdségét szolgal-
jdk és nem korlatozé értelemben keriilltek bemutatasra. A
szakember szamdra nyilvanvald, hogy szamos mds, a fentiek-
kel egyenértékii mdédositads illetve valtoztatas hajthatd vég-
re, és az ilyen médositésok nem térnek el a talalmanyi gon-
dolattdl és a csatolt szabadalmi igénypontok &ltal meghatéa-
rozott igényelt oltalmi koron belilinek tekintendék.

Az alébbi példdkban emlitésre keriilé sejtvonalakat az
Amerikai Tipusgyljteménybdl (American Type Culture
Collection, ATCC) szereztiilk be és Dulbecco-féle minimélis
tadptalajon tenyésztettiik, amit 10% fotalis borjusavéoval
egészitettiink ki. A szoveti biopszia példanyokat a Hﬁmén
Egyittmiksédési Szoévet Haldzattdl (Human Cooperative Tissue
Network) szereztik be [LiVolsi és mtsai.: Cancer 71 1391
(1993); amely publikacidé teljes egészében a kitanitas ré-

szének tekintendd].
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1l. példa

Ez a példa a mammaglobin cDNS izolalasat mutatja be.

Az MDA-MB-415 sejtvonalbdl teljes sejt RNS-t izolaltunk
a standard guanidinium-izotiocianadt médszer segitségével
[Belyavsky és mtsai.: lésd fentebb]. Ezt az RNS-t hasznal-
tuk fel a RACE PCR eljaradsban az Amplifinder reagens kész-
letet alkalmazva (Clonetech) és a gyartd eldirdsait kovet-
ve.

Az elséd cDNS—szél szintézisét standard reakcid szerint
végeztiik, ahol a reakcibdelegy az aldbbiakat tartalmazta: 1
pg RNS, 10 pM D2R specifikus mammaglobin primer (5'-ATA AGA
AAG AGA AGG TGT GG-3’, 4. azonositdsi szam szerinti szek-
vencia), 4 ul 5x RT-puffer (250 mM Trisz-HC1l, pH 8,3; 375
mM KCl; 15 mM MgCl,), 2 ul 100 mM DTT, 1 ul 10 mM dNTP ke-
verék és 200 egység Superscript™ II reverz transzkriptaz
(Gibco/BRL) 20 upl reakcibelegyben. A reakcidét 1 oran ke-
resztiil végeztiik 45 °C-on és a ledllitashoz 5 percig 95 °C-
on inkubdltuk. Az RNS-t 400 uM NaOH segitségével 65 °C-on
30 percig hidrolizaltuk és 400 puM ecetsavval semlegesitet-
tik.

Ezt kovetden a reakcidbelegyet 3 térfogatnyi 6 M Nal-hoz
és 10 pl kezelt iiveggyéngyhdz adtuk. A gydngyoket haromszor
mostuk 80% etanollal és a nukleinsavat a gyongyokrédl 45 pl
vizben eludltuk. Ezt kovetSen a nukleinsavat precipitaltuk
és 10 pl vizben ujra felszuszpendaltuk. A tisztitott elsé
cDNS szalat a gyarté altal Dbiztositott lehorgonyzd
oligonukleotidhoz 1ligaltuk (9. azonositasi szam szerinti

szekvencia, 5’-CAC GAA TTC ACT ATC GAT TCT GGA ACC TTC AGA
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GG-3’), T4 RNS-ligaz alkalmazasaval 27 °C-on 20 O6ran ke-
resztil. A ligdlasos reakcid egytizedét vettitk a PCR ampli-
fikdlashoz 50 pl reakcidelegyben, amely a kdvetkezbket tar-
talmazta: 1 puM gyartd szerinti lehorgonyzdé primer (10. azo-
nositéasi szadm szerinti szekvencia, 5’-CTG GTT CGG CCC ACC
TCT GAA GGT TCC AGA ATC GAT AG-3"), 1 uM D2Rb mammaglobin
specifikus primer (11. azonositdsi szdm szerinti szekven-
cia, 5’-AAT CCG TAG TTG GTT TCT CAC C-3’), 200 puM dNTP ke-
verék, 5 egység Vent™ DNS-polimerdz és 1x polimeraz puffer
(10 mM KC1l, 20 mM Trisz-HCl1l, 10 mM (NH,),SO,, 2 mM MgSO,,
0,1% Triton X-100). A reakcidt eldszdér 94 °C-on 2 percig
inkub&ltuk majd 94 °C-on 45 masodpercig, 50 °C-on 1 percig
és 72 °C-on 90 maAsodpercig tartottuk, oOsszesen 40 cikluson
keresztil.

A két 3’-irdnyban elhelyezked6 mammaglobin specifikus
egymasba Aagyazott oligonukleotid a koévetkezd volt: D2R (4.
azonositasi szam szerinti szekvencia) és D2Rb (11. azonosi-
tasi szam szerinti szekvencia). Egy 5’-irdnyban elhelyezke-
dé mammaglobin specifikus kontroll oligonukleotidot - D2F,
(12. azonositasi szam szerinti szekvencia, 5’-CTT TCT GCA
AGA CCT TTG GC-3'") - is alkalmaztunk, a gyartd javaslatai
szerint. Az Osszes PCR amplifikaldst Vent DNS-polimerazzal
végeztiik (New England Biolabs). Az amplifikalt RACE termé-
ket EcoRI-vel emésztettik és a pGEM7Z plazmid vektor
(Promega, Madison, WI) EcoRI és Smal helyeibe ligaltuk.

Az Osszes szekvendlast a Taq DNS-polimeraz termdl cik-

lusos szekvenald reagenskészlet alkalmazasaval végeztiik, a
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gyart6é (Promega) el&iradsai szerint. RoOviden &sszefoglalva
az eljaras a kovetkezs:

Tiz pmol szekvencia specifikus oligonukleotidot végje-
161tink 10 pmol *?P-y-ATP-vel (3000 Ci/mmol és 10 mCi/ml) T4
polinukleotid kindzt alkalmazva 10 pl reakcidban 30 percig
37 °C-on. 100 ng plazmid templatot, 1,5 pmol Jjelolt
szekvendld primert és 5 eqgység szekvendald minéségld Taqg
polimerédzt tartalmazdé polimerizacidés reakcidbelegyet 4&alli-
tottunk &6ssze 17 pl, a gyartd altal biztositott szekvenald
pufferben. Ezt a reakciéelggyet négy reakcidcsd8be szétosz-
tottuk, ahol a cstvek a gyartd Aaltal biztositott deoxinuk-
leotid keveréket és a dideoxi-A, -C, -G vagy -T egyikét
tartalmaztadk. A négy csé csoportjat 95 °C-on inkubaltuk 2
percig, majd 30 cikluson &t 94 °C-on 45 masodpercig, 45 °C-
on 30 masodpercig és 72 °C-on 1 percig inkubdaltuk. Miutén a
reakcidk befejezbé6dtek, minden egyes cséhéz 3 pl 80%-os
formamid/brémfenolkék festék keveréket adtunk. A mintakat
70 °C-on 2 percig melegitettik, majd 6% akrilamid/7,5 M
karbamid szekvendldé gélre felvittiik és 2-4 6ran keresztil
futtattuk 60 W adllandé teljesitmény mellett. A gélt megsza-
ritottuk és Kodak XAR5 roéntgenfilmen exponaltuk 2-24 6ran
keresztiil.

Az igy kapott szekvencia egy 403 bazispar (bp) nagysagu
fragmens volt (5. azonositdsi szadm szerinti szekvencia)
ahogyan ez a 2. A&abran 1lathaté (teli sav). Koradbban a
DEST002 Tag szekvenciat mar izolaltak ([Watson és Fleming:
lasd fentebb]. Ez a szekvencia egy 206 bp nagysagu fragmens

volt (6. azonositdsi szam szerinti szekvencia), ahogyan ez
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a 2. &bran lathaté (ures sav). Az ezen két szekvenciibdl
szdrmazé informdcidé Osszevonasa lehetévé tette az 503 bp
nagysagu teljes hosszusagui mammaglobin cDNS szekvencia le-

vezetését (2. éabra).

2. példa

Ez a példa bizonyitja, hogy a mammaglobin expresszid az
emlémirigy tumorsejtekre korlatozdéddik és - kisebb mértékben
- normal emlémirigy sejtekben is létrejon.

Teljes sejt RNS mintdkat izoldltunk a standard guanidi-
nium-izotiocianat mddszer segitségével és RNaz mentes
DN4&zzal kezeltik (Promega). RT/PCR analizishez a fentebb
emlitett teljes RNS-b&l 1 upug-ot reverz transzkripcidéra vit-
tink oligo dT.; (13. azonositéasi szém szerinti szekvencia)
és Superscript II reverz transzkriptaz (Gibco/BRL) jelenlé-
tében, a gyartd elbirasait kodvetve.

Kétszdz ng oligo dT,; (13. azonositédsi szam szerinti
szekvencia) és 1 pg teljes RNS keverékét inkubaltuk 65 °C-
on 5 percig 10 ul térfogatban. A mintiat jégen lehlitottiik és
a kbvetkezéket adtuk hozza: 4 pl 5x RT puffer (250 mM
Trisz-HCl, pH 8,3; 375 mM KCl; 15 mM MgCl,), 2 ul 100 mM
DTT, 1 pl 10 mM ANTP keverék és 200 egység Superscript™ 11
reverz transzkriptdz (Gibco/BRL). A reakcidét 1 6ran keresz-
til végeztik és ledllitésdra a reakcidelegyet 95 °C-on 5
percig inkubaltuk.

Mindegyik RT reakcidé egytizedét PCR-analizisnek vetet-
tiik ald a kovetkez8 mammaglobin specifikus primereket al-

kalmazva: D2R (5’-ATA AGA ARG AGA AGG TGT GG-3', 4. azono-



®* ece0 0eve
s o
. . o L0, %0

- 48 - '.' AR .. o’

sitdsi szam szerinti szekvencia) és d2102 (5'-CAG CGG CTT
CCT TGA TCC TTG-3’, 3. azonositasi szam szerinti szekven-
cia); és 40 cikluson keresztill a standard reakcidkoriilmé-
nyek a kovetkez8k voltak: 94 °C, 30 masodperc / 55 °C, 1
perc / 72 °C, 1 perc.

Northern analizishez 20 upg teljes RNS-t analizaltunk
ahogyan ez korabban mar leirdsra kerilt [Watson és Fleming:
lasd fentebb], a teljes hosszisagu mammaglobin cDNS-prdbat
alkalmazva. Minden egyes RNS minta integritasat és egyenld
mennyiségli felvitelét etidium-bromid festéssel ellendriz-
tik.

Ahogyan ez a 4A. a&abran lathatdé, az 500 bp nagysagu
mammaglobin hirvivd konnyen kimutathaté a 2410-es tumor
mintdban (az a szdvet, amelybdl ezt az eredeti DEST-et izo-
141tak) és jé6val kisebb mértékben normal human emldészdvet-
ben, de nem mutathatdé ki a halhatatlanna tett B5-582 emld
epitélidlis sejtvonalban, vagy emberi tiidében, méhlepény-
ben, méhben és petefészekben (4A. &bra). Amplifikalast ko-
vet8en RT/PCR analizist alkalmazva mammaglobin expressziét
még mindig nem tudtunk kimutatni 15 megvizsgalt szovetben
(4B. é&bra). A gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
hirvivé (4B. &bra) és az EGF-receptor hirvivé (az adatok
nem keriiltek feltiintetésre) kimutatasa ezekben a reakcidk-
ban bizonyitotta, hogy az expresszidé hidnya nem magyarazha-
t6 degradalodott RNS jelenlétével vagy mas trivialis okkal.
fgy a mammaglobin mRNS expresszidéja viszonylag specifikus

az emlészovet esetében.
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3. példa

Ez a példa azt bizonyitja, hogy a mammaglobin cDNS le-
fordithatdé nukleotid szekvenciat kbédol, amely a megfeleld
eldére jelezhetd molekulatdmeggel rendelkezé-fehérje termék-
hez vezet. In vitro transzlicidkat végeztiink a TNT™ nyul
retikulocita transzlacids reagenskészlet alkalmazasaval T7

3®3-metionin (>1000 Ci/mmol; 10

RNS-polimeraz (Promega) és
mCi/ml, Amersham) jelenlétében, a gyartd eldSiradsai szerint.

25 pl TNT™ nyul retikulocita lizatumhoz 2 pl, a gyartd
altal elSallitott reakcidés puffert, T7 RNS-polimerazt, 20

*°S-metio-

UM metionin nélkili aminosav keveréket, 40 pCi
nint (1000 Ci/mmol és 10 mCi/ml), 40 egység ribonukleaz in-
hibitort, 1 upng mammaglobin/pGEM7 plazmidot és elegendd
mennyiségd DEPC-kezelt vizet adtunk, hogy a végsd reakcid-
térfogat 50 pl legyen. Ezt a reakcidelegyet 30 °C-on 60
percig inkub&ltuk. Ebbd&l a reakcibdelegyb&l 5 pl-t 20 pl SDS
gélpufferbe atvittink, 2 percig forraltuk és 17,5%-os SDS-
poliakrilamid gélre felvittiik.

A mammaglobin cDNS-sel "programozott" nyul retikulocita
lizatum egy 6 kDa molekulattmegli fehérjét termelt, mig az a

minta, amelyhez nem adtunk cDNS-t, semmiféle fehérje termé-

ket nem termelt.

4. példa

Ez a példa a mammaglobin tulexpresszidéjanak elé6fordulé-
sat mutatja be primer emld karcinéma esetében.

A mammaglobin tulexpresszid gyakorisaganak meghataroza-

sadra emld karcinémék esetében tizendt, kiulonbodz® hisztold-
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giai tipusu I. fazisu primer eml$ karcindéma csoportot vizs-
galtunk meg Northern-blott hibridizicié alkalmazasaval a
mammaglobin cDNS-prdoba segitségével. A pacienseknek megfe-
leld normal emldszovet mintdkat Osszehasonlitottuk két pa-
ciensb6l szarmazd szovettel is (6. dbra). Az 500 bp nagysa-
gl mammaglobin mRNS-t kimutattuk normadl emlészévetben és
2410-es tumorban és harom masik tumorban, amelyek k&zil
ketté6 a vizsgalat sorédn kismértékli expresszidét vagy az
expresszi6é hidnyadt mutatta a paciensnek megfeleld normal
szovetben (BOl15 oOsszevetve a BOl6-tal; B022 &sszevetve a
BO23-mal; 6. &bra). Osszességében a megvizsgalt 15 tumor
k6zul 4 (27%) tulexpresszalta a mammaglobin mRNS-t.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a mammaglobin tulex-
presszidéja nem egyedilalldé egyetlen tumor minta esetére és
valdéjaban viszonylag gyakori a primer eml8tumorok ko&zott.
Tovabb&d az a tény, hogy az Osszes megvizsgalt tumor I. fa-
zisu volt, arra utal, hogy a szabdlyozdsnak ez a szétesése

viszonylag koran eldfordul az emlé neopldzia progresszidja

soran.

5. példa

Az alabb koévetkezd példa a mammaglobin fehérje kimuta-
tdsat illusztralja mammaglobin elleni poliklondlis antites-
tet alkalmazva.

A mammaglobin elleni poliklondlis antitest el$allitasa-
hoz a mammaglobin cDNS-bd&1l levezethetd 16 C-termindlis ami-
nosavnak megfeleld peptidet (Glu-Val-Phe-Met-Gln-Leu-Ile-

Tyr-Asp-Ser-Ser-Leu-Cys—-Asp-Leu-Phe; 14. azonositasi szam
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szerinti szekvencia) kapcsoltuk Keyhole Limpet Hemocyanin-
hoz és Freund-féle adjuvanssal egyiitt nyulakba injektaltuk.
A beoltott nyulak hdromhetes id&kozokben gyorsitd injekcidt
kaptak, a 12. héten a nyulaktdl vért vettink és a szérumot
megvizsgaltuk mammaglobin kimutatdsi képességére az MDA-MB-
415 és MCF-7 emlétumor sejtvonalak tenyészetébdl szarmazd
szérum mentes kondicionalt taptalajban. Az MDA-MB-415 sejt-
vonalat korabban uUgy azonositottuk, mint egy mammaglobin
hirvivét tulexpresszald sejtvonal és az MCF-7 sejtvonalat
ugy azonositottuk, mint egy kimutathaté mennyiségli mamma-
globin mRNS-t termelni képtelen sejtvonalat.

A kondicionalt taptalajt 24 6ras tenyészetbdl gyudjtot-
tiik be és 12%-os SDS-akrilamid gélen valasztottuk szét re-
dukalé koriillmények kozott (azaz a mintdt ditiotreitolt
(DTT) és 2-merkaptoetanolt (BME) tartalmazé pufferben for-
raltuk, a diszulfid kotések redukcidéjdhoz), Nytran filterre
blottoltuk és standard Western-blott protokollok szerint
analizaltuk; a vizsgalat soran a fentebb leirt C-terminalis
peptid elleni antitestet alkalmazva, mint primer antitest.
A primer antitest koétédése utan a blottot mostuk és szekun-
der antitestet (kecskében termeltetett nyal elleni anti-
test) adtunk hozzad. A mammaglobin-antitest komplexeket en-
zim-kapcsolt kemilumineszcencia segitségével tettiik latha-
téva (ECL Western Blotting Detection Reagent, Amersham,
Arlington Heights, IL).

A mammaglobin elleni poliklonalis antitest egy koriilbe-
111 21 kDa latszbélagos molekulattmegd savot mutatott ki az

MDA-MBR-415 sejttenyészet kondicionalt taptalajaban (az ada-
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tok nem keriiltek bemutatdsra). Nem tudtunk savot kimutatni
az MCF-7 sejttenyészet kondicionalt téaptalajéban (az adatok
nem keriltek bemutatasra). Igy az mRNS adatokkal egybevago-
an az MDA-MB-415 sejtek szekretdlnak mammaglobin fehérjét,
mig az MCF-7 sejtek nem.

Az MDA-MB-415 sejttenyészet taptalajaba kivalasztott
mammaglobin latszdlagos molekulatdbmege nagyobb, mint a 2.
azonositasi szam szerinti szekvencia alapjan levezethetd
aminosav szekvencidbdél szamolt 10,5 kDa molekulattmeg. Miu-
tdn csaknem az Osszes kivalasztasra keriilé fehérje glikozi-
141t, az MDA-MB-415 sejtek citoszoljat analizaltuk a mamma-
globin elleni poliklondlis antitesttel annak elddntésére,
hogy a kivalasztott mammaglobin barmely prekurzor formaja
kimutathaté-e.

MDA-MB-415 sejteket tenyésztettiink 24 o6ran keresztiil
szérum mentes taptalajon, a tenyésztaptalajt begyldjtsottiik,
lecentrifugaltuk és a kapott feliiluszét Osszegyljtottik. A
letapadé sejteket foszfat pufferolt fizioldégias sodoldattal
(PBS) mostuk és 1x Laemmli-féle mintapufferrel 1izaltuk (2%
SDS; 10% glicerin; 100 mM DTT, 60 mM Trisz, pH 6,8; 0,001%
bromfenolkék). A 1izalt keveréket 5 percig forraltuk és le-
centrifugaltuk (10.000 g, 5 perc), a sejttormelék kiiilepi-
tésére. A sejt lizatumot egy 0j csébe atvittiik és az alabb
leirtak szerint Western-blott analizisnek vetettiik alj.

A tenyészet fellilusz6jat és a sejt lizatumot 12% SDS-
akrilamid gélen futtattuk redukald korilmények kozott (azaz
a mintadkat DTT-t és BME-t tartalmazé pufferben forraltuk)

és standard eljarasokat alkalmazva PVDF membranra blottol-
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tuk. A blottot a C-termindlis peptid elleni poliklonalis
antitesttel vizsgdltuk az antitest el&ddllitasandl alkalma-
zott leszoritd peptid jelenlétében és annak hianyaban.

A mammaglobin-antitest komplexek 1lathatéva tételét a
fentebb leirtak szerint végeztik. Ahogyan ez a 7. abran
lathaté, a leszoritd peptid hidnydban (-) a kondicionéalt
taptalaj (S) tartalmazza a 21 kDa savot, amely jellemzd a
szekretalt mammaglobin fehérjére. A sejt 1lizatum (C) egy
eré8teljes, korilbeliil 14 kDa molekulatémegli savot és szamos
magasabb molekulatomegl savot mutatott, beleértve egy, ko&-
rilbeliil 21 kDa molekulatomeget mutatd savot. Amikor a Wes-
tern-blottot a leszoritd peptid (+) Jjelenlétében végeztik,
a szekretalt forma és a mammaglobin intracellularis formai
nem lathatdak, ezzel jelezve, hogy ezek a fehérjék tartal-
mazzak azt a peptidet, amely ellen az antitestet megszinte-
tizaltuk.

A csak a sejt lizatumban kimutathatdé 14 kDa sav valo-
szinlileg egy prekurzor, vagy feldolgozas nélkiili mammaglo-
bin format jelez. Miutdn a mammaglobinra eldre jelezhetd
aminosav szekvencia tartalmazza az Asn-X-Thr konszenzus N-
glikozilacibds helyet - a 2. azonositasi szam szerinti szek-
venciaban az 53-55. és a 68-70. aminosavak ko6zdtt elhelyez-
kedve - a megfigyelt, kivalasztasra keruld 21 kDa forma va-
l6szinlleg a fehérjevvalamely glikozilalt formajanak felel
megq.

Ezt a hipotézist ugy vizsgaltuk meg, hogy MDA-MB-415
sejteket tenyésztettink tunicamicin jelenlétében és hianya-

ban, amely hatéanyag blokkolja az eukaridéta fehérjék N-
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kapcsolt glikozilacidéjat. Tunicamicint adtunk két azonos
tenyészet koziil az egyikhez 1 pg/ml koncentriaciéban és
mindkét tenyészetet éjszakan A&t tovabb inkubaltuk. A kezelt
és a kontroll tenyészetekbdl szarmazd sejt lizatumot eldké-
szitettik és a fentebb leirtak szerint Western-blott anali-
zis segitségével megvizsgaltuk.

Ahogyan ez a 8. abran lathatdé, a tunicamicinnel kezelt
(+) tenyészetekbdl (S) szarmazd taptalajban nem talalhatéd
kimutathaté szintli szekretdlt mammaglobin, ezzel arra utal-
va, hogy a szekretalt mammaglobin glikozilalt. Meglepd mo-
don, a mammaglobin sejt citoszolj&ban taldlhaté formaja (14
kDa) ugyszintén nem volt kimutathaté a tunicamicinnel ke-
zelt MDA-MB-415 sejtek 1lizatumaiban (jobb szélsé péalya).
Azt tételezziik fel, hogy a korai glikozilacidés események
tunicamicinnel végzett blokkoldsa a mammaglobin prekurzor
formainak instabilitasdhoz és lebomladsdhoz vezet, ezzel ma-
gyarazva a kimutathatdé mennyiségl 14 kDa fehérje hiadnyat a
tunicamicinnel kezelt sejtek citoszoljaban.

A mammaglobin C-termindlis peptid elleni poliklonalis
antitest hasonldéképpen kimutatta a mammaglobin 14 kDa
prekurzor formadjanak a Jjelenlétét primer human emlétumor
mintadkbdél szarmazd sejt lizadtumokban. Ahogyan ez a 9. abréan
lathatdé, a mammaglobin prekurzor formdja megtalalhaté a
BO23 tumor mintaban, de nem mutathaté ki az ugyanazon paci-
ensbdl szarmazé normal emldszévet mintdban (B0O22). Erdekes
médon néhdny tumor minta - amely expresszalja a mammaglobin
transzkriptumot (azaz 087R, 014, 75A és 2410) - nem tartal-

maz kimutathaté szintd mammaglobin fehérjét, ahogyan ez
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megvizsgalhat6é Western-blott analizis segitségével. Az ezen
adatokkal egybevagd egyik hipotézis szerint a mammaglobin
expresszidé eltérd mdédon szabdlyozddik a transzkripcid és a
transzlacibé szintjén és ezt az eltérd szabalyozast a tumor
fejlédési fazisa hatarozza meg.

A mammaglobin elleni poliklonalis antitestet alkalmaz-
tuk szekretadlt mammaglobin megkeresésére a proliferald em-
1émirigyb8l szarmazdé emlS szekrécidkban. Kolosztrumot vagy
érett tejfolyadékot (500 pl-es mintak) gyldjtottiink terhes
nékt81l kézi fejéssel az elsé és a harmadik trimeszter so-
rédn, sziléskor és a sziilés utédni 3., 14. és 21. napon. A
mintdkat egyenld térfogatu 2x Laemmli-féle mintapufferrel
higitottuk (4% SDS; 20% glicerin; 200 mM DTT; 120 mM Trisz,
pH 6,8; 0,002% brémfenolkék). A higitott mintdkat 5 percig
forraltuk, majd ezt kovetéen lecentrifugaltuk (10.000 g, 5
perc, 4 °C) a sejttormelék lelilepitésére. A denaturidlt min-
takat uj csébe vittilk at és -20 °C-on taroltuk a fentebb
leirtak szerint végzett Western-blott analizist megeldzden.

Ahogyan ez a 10. abran lathatd, az antitest kimutatta a
21 kDa nagysagu szekretalt mammaglobint a terhesség soran
begylijtott emld szekrécid mintakban, amikor az emld epitél
sejtek proliferacidéja magas. Azonban a szoptatds kezdetével
- ami az emld epitélium differencidlddasénak az allapota -
a mammaglobin szintek JjelentSs mértékben lecsdkkentek a
sziilés utdni 3. napra és nem volt tobbé kimutathaté a szi-
lés utédni 14. nappal. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a
szekretaléddé mammaglobin proliferald emlé epitélidlis sej-

tekkel 4ll kapcsolatban, amely megfigyelés Osszevag a



szekretdlt mammaglobin kimutatdsidval humadn mellrdk eseté-
ben.

A mammaglobin peptid elleni antitesttel mutatott reak-
tivitast kimutattuk emlétumor sejtek esetében is emlérikos
betegb8l szadrmazd minta paraffinban régzitett metszeteinek
immun-hisztokémiai festésével (1l1. &bra). Az immun-hiszto-
kémiai festést a mammaglobin peptid elleni antitestet, mint
primer antitestet alkalmazva végeztiik, és utidna a mammaglo-
bin-antitest komplexet torma peroxidazzal jeldlt, kecskében
termeltetett nydl elleni antitestet és szubsztratként 3,3’-
diamino-benzol tetrahidro-kloridot (DAB) alkalmazva mutat-
tuk ki. A mammaglobin fehérjét expresszald sejtek barna
fest6dést mutattak.

Ezen eredmények alapjan feltételezhet$, hogy a mamma-
globin fehérje, mint prekurzor fehérje szintetizdlédik és
poszt-transzlacidés mbédositasok, mint példaul N-kapcsolt
glikozilacid noveli latszdlagos molekulatomegét a szekréci-
6t megeldzden, tovdbba, hogy a mammaglobin prekurzor forma-
inak stabilitasa az N-kapcsolt glikozilécidétdél fugg, és
hogy a mammaglobin fehérjét proliferdald emlétumor sejtek
valasztjak ki. Mammaglobin fehérje kimutatasa alkalmazhatd
rak diagnosztikdjara, a mammaglobin fehérjét mint eml&Stumor
markert hasznalva, az emlétumor kiujulasanak vizsgalatara,
autolog csontveld/&ssejt transzplantdtumok vizsgadlatara a
szennyezd tumorsejtek felderitésére és emlStumor sejtek
megcélzasadra terdpids beavatkozds esetében antitest-kdzve-
titett komplexek segitségével. A tisztitott és izolalt

mammaglobin polipeptid jél alkalmazhatdé antitestek létreho-
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zasara eml&Stumorokkal szemben és tovabbi tumor specifikus
immunterapids kezelési rendszerek kifejlesztésére.
Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a megelSzdekben ismer-
tetett specifikacidk, megvaldésitédsi médok és példak, vala-
mint a csatolt rajzok csupan a taldlmany jobb megérthetdsé-
gét szolgaljak és nem korlatozé értelemben keriiltek bemuta-
tasra. Szamos mas, a fentiekkel egyenértékd mdédositas il-
letve valtoztatas hajthaté végre, és az ilyen médositasok
nem térnek el a talalmanyi gondolattdl és a csatolt szaba-
dalmi igénypontok altal meghatarozott igényelt oltalmi k&-

ron beliilinek tekintenddk.
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SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 503 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: cDNS-mRNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

AZ 1. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

' GACAGCGGCT TCCTTGATCC TTGCCACCCG CGACTGAACA CCGACAGCAG CAGCCTCACC
60

ATGAAGTTGC TGATGGTCCT CATGCTGGCG GCCCTCTCCC AGCACTGCTA CGCAGGCTCT
120

GGCTGCCCCT TATTGGAGAA TGTGATTTCC AAGACAATCA ATCCACAAGT GTCTAAGACT
180

GAATACAAAG AACTTCTTCA AGAGTTCATA GACGACAATG CCACTACAAA TGCCATAGAT
240

GAATTGAAGG AATGTTTTCT TAACCAAACG GATGAAACTC TGAGCAATGT TGAGGTGTTT
300

ATGCAATTAA TATATGACAG CAGTCTTTGT GATTTATTTT AACTTTCTGC AAGACCTTTG
360

GCTCACAGAA CTGCAGGGTA TGGTGAGAAA CCAACTACGG ATTGCTGCAA ACCACACCTT
420

CTCTTTCTTA TGTCTTTTTA CTACAAACTA CAAGACAATT GTTGAAACCT GCTATACATG
480

TTTATTTTAA TAAATTGATG GCA
503

A 2. AZONOSITO szAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
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HOSSZA: 93 aminosav
TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
MOLEKULATIPUS: protein
HIPOTETIKUS: nem

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Auet Lys Leu Leu Met Val Leu Met Leu Ala Ala Leu Ser Gln His Cys
1 5 10 15

Tyr Ala Gly Ser Gly Cys Pro Leu Leu Glu Asn Val Ile Ser Lys Thr
20 25 30

Ile Asn Pro Gln Val Ser Lys Thr Glu Tyr Lys Glu Leu Leu Gln Glu
35 40 45

Phe Ile Asp Asp Asn Ala Thr Thr Asn Ala Ile Asp-Glu Leu Lys Glu
S0 55 60

' Cys Phe Leu Asn Gln Thr Asp Glu Thr Leu Ser Asn Val Glu Val Phe
65 70 75 80

Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser Ser Leu Cys Asp Leu Phe
85 90

A 3. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 21 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

CAGCGGCTTC CTTGATCCTT G



A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20 bazispar

TI{PUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

ATAAGAAAGA GAAGGTGTGG

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 403 bazispar

TfPUSA: nukleinsav

HANY SZALGU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS-mRNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

20

GACAGCGGCT TCCTTGATCC TTGCCACCCG CGACTGAACA CCGACAGCAG CAGCCTCACC

60

ATGAAGTTGC TGATGGTCCT CATGCTGGCG GCCCTCTCCC AGCACTGCTA CGCAGGCTCT

120

GGCTGCCCCT TATTGGAGAA TGTGATTTCC AAGACAATCA ATCCACAAGT GTCTAAGACT

180
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GAATACAARAG AACTTCTTCA AGAGTTCATA GACGACAATG CCACTACAAA TGCCATAGAT
240

. GAATTGAAGG AATGTTTTCT TAACCARACG GATGARACTC TGAGCAATGT TGAGGTGTTT
300

ATGCAATTAA TATATGACAG CAGTCTTTGT GATTTATTTT AACTTTCTGC AAGACCTTTG
360

GCTCACAGAA CTGCAGGGTA TGGTGAGAAA CCAACTACGG ATT
403

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 206 bazispar

T{PUSA: nukleinsav

HANY SZALG: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS-mRNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTTATGCAAT TAATATATGA CAGCAGTCTT TGTGATTTAT TTTAACTTTC TGCAAGACCT
60

TTGGCTCACA GAACTGCAGG GTATGGTGAG AAACCAACTA CGGATTGCTG CAAACCACAC
120

CTTCTCTTTC TTATGTCTTT TTACTACAAA CTACAAGACA ATTGTTGAAA CCTGCTATAC
180

ATGTTTATTT TAATAAATTG ATGGCA
206

A 7. BZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 95 aminosav

TIPUSA: aminosav

TOPOLOGIAJA: lineéaris
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MOLEKULATIPUS: protein
HIPOTETIKUS: nem

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

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

Tyr Ala Ser Gly Ser Gly Cys Ser Ile Leu Asp Glu Val Ile 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 Gln Phe Lys
50 55 60

Gln Cys Phe Leu Asp Gln Thr Asp Lys Thr Leu Glu Asn Val Gly Val
65 70 15 80

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

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 91 aminosav

TIPUSA: aminosav

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: protein

HIPOTETIKUS: nem

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

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 Ala Gln Leu Lys Lys
50 55 60 i

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 Leu Cys Asn
85 %0



A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 35 bazispéar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 9. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

CACGAATTCA CTATCGAATC TGGAACCTTC AGAGG

A 10. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 38 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineAris

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 10. AZONOSITO szZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTGGTTCGGC CCACCTCTGA AGGTTCCAGA ATCGATAG

A 11. AZONOSITO szZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

o oo o°
o~. 0.4. . .

X XN
.

35

38
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HOSSZA: 22 bazispar
TiPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linedris
'MOLEKULATIPUS: cDNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 11. AZoNOosSfTO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATCCGTAGT TGGTTTCTCA CC 22

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTTTCTGCAA GACCTTTGGC 20

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 21 béazispéar

TIPUSA: nukleinsav
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HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: lineAris
MOLEKULATIPUS: cDNS-mRNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT T 21

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 16 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

HIPOTETIKUS: nem

A 14. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Glu Val Phe Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser Ser Leu Cys Asp Leu

1 5 10 15

Phe
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Mammaglobin specifikus vakcina, amely legalédbb egy
mammaglobin-antigén immunogénként hatasos mennyiségét tar-
talmazza és a mammaglobin-antigén a 2. azonositédsi szam
szerinti szekvenciabdél 1legaldbb hat, egymast kozvetleniil
kévetd aminosavat tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti vakcina, amelyben a mamma-
globin-antigén egy hordozdé sejt feliiletén talalhato.

3. Az 1. igénypont szerinti vakcina, amely gydgyaszati-
lag elfogadhaté adjuvéanst tartalmaz.

4, Az 1. igénypont szerinti vakcina, amely mammaglobin
B-sejt antigének és mammaglobin Tc-sejt antigének keverékét
tartalmazza.

5. Rekombindns vektort tartalmazé mammaglobin specifi-
kus vakcina, amely vektor mammaglobin B-sejt antigén és/-
vagy mammaglobin Tc-sejt antigén expresszidéjat kdédold nuk-
leotid szekvenciat tartalmaz.

6. Eljards mammaglobint expresszaldé tumort hordozdé pa-
ciens kezelésére, azzal jellemezve, hogy a paciensnek mamm-
aglobin-antigén immunogénként hatasos mennyiségét tartalma-
z6 mammaglobin specifikus vakcinat adunk be.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az antigént hordozé sejtre vissziik fel.

8. A 6. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a vakcinahoz gydégyaszatilag elfogadhaté adjuvénst a-

dunk.
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9. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a vakcindhoz rekombinas vektorban nukleotid szekvencia
dltal kédolt expresszadlhatd aminosav szekvenciat adunk.

10. Eljaras mammaglobint expresszalé emlétumort hordozd
paciens kezelésére, azzal jellemezve, hogy:

a tumorbdél mammaglobin specifikus limfocitakat izola-
lunk;

a limfocitakat legalabb egy mammaglobin-antigénnel ak-
tivaljuk; és

az aktivalt limfocitakat a paciensnek beadjuk.

11. A 2. azonositadsi szadm szerinti szekvencidbdl leg-
alabb hat egymast kdzvetlenil kovetd aminosavat magaba fog-
lalé legaldbb egy mammaglobin-antigént tartalmazd izolalt
és tisztitott polipeptid, amely mammaglobin-antigént a ter-
mészetes koriilmények kozott eldforduld, glikozildlt és a 2.
azonositdsi szam szerinti szekvencia 20-93. aminosavait
tartalmaz6, szekretdlt mammaglobin polipeptidre specifikus
B-sejtek és/vagy Tc-sejtek képesek felismerni.

12. A 11. igénypont szerinti izoldlt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén a 2. azonositasi
szam szerinti szekvencidbél legaldbb 12 egymast kodzvetlenil
ko6vetSé aminosavat tartalmaz.

13. A 12. igénypont szerinti 1izoldlt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén a 2. azonositéasi
szam szerinti szekvencidbdl legalédbb 25 egymast kodzvetleniil
k6vetd aminosavat tartalmaz.

14. A 13. igénypont szerinti izolalt és tisztitott

polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén glikozilalt, és



a 2. azonositasi szam szerinti szekvencidbdél a 20-93. ami-
nosavakat tartalmazza.

15. A 13. 1igénypont szerinti izoldalt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén glikozilalt és a
2. azonositasi szam szerinti szekvenciat tartalmazza.

16. A 11. igénypont szerinti izoldlt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén mammaglobin B-
sejt antigén, amely mellrdkban szenvedé betegbdl szarmazd
B-sejtek in vitro aktivalasat és expanziéjat indukalja.

17. A 16. igénypont szerinti izolalt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin B-sejt antigén heteroldég
fehérjébdl szdrmazd Ty-sejt epitdpot tartalmaz.

18. A 11. igénypont szerinti izolalt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin-antigén mammaglobin Tc-
sejt antigén, amely mellrdkban szenvedS betegbd8l szarmazbd
Tc-sejtek in vitro aktivalasat és expanzidéjat indukalja.

19. A 18. igénypont szerinti izoldlt és tisztitott
polipeptid, amelyben a mammaglobin Tc-sejt antigén a 2.
azonositédsi szdm szerinti szekvencidbél 8 vagy 9 egymést
kozvetleniil kovetd aminosavat tartalmaz.

20. A 11. igénypont szerinti izolalt és tisztitott
polipeptid, amely mammaglobin B-sejt antigént és mammaglo-

bin Tc—-sejt antigént tartalmaz.

A meghatalmazott:
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