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Popisuje se izolovana DNA sekvence a ji kédovany protein
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zptisob detekce rakoviny prsu, zaloZeny na zvySené expresi a
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ZPUSOB DETEKCE PRITOMNOSTI BUNEK RAKOVINY PRSU A RAKOVINY
DELOHY A DETEKCNI KIT

OBLAST TECHNIKY

Tato piihlaska je pokrac¢ovanim piihlasky US 08/933 149, podané 18. zati 1997, kterd je
pokratovanim PCT/US96/08235, podané 31 kvétna 1996 a pokracovanim piihlasky US 08/455
896 podané 31 kvétna 1995, nyni patentu US 5 668 267.

Tento vynalez byl vypracovan za podpory vlady ve formé& Public Health Service Grants
CA76227, CA76223-01 a CA68458. Vlada se podili na tomto vynalezu nékolika pravy.
Navrhovany vynélez popisuje oblast patogeneze rakoviny prsu a konkrétn€ pak sekvence cDNA

kodujici protein specificky pro nador prsu a jeho pouziti pro zjistovani a léCbu rakoviny prsu.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

W

diagndza a 1é¢ba miZe podstatné snizit umrtnost zplisobenou touto chorobou, pravdépodobnost
pozitivniho nalezu z mamografie je pouze asi 25 % (Hall et al., N Engl J Med 327:319-
328,1992). Je tedy Zadouci najit novy zpuisob detekce tohoto typu rakoviny, ktery bude schopen
chorobu odhalit dfive neZ mamografie a nalézt geneticky nebo biochemicky znak, ktery by timto
zptisobem zajistil kompletni testovani a ktery by piekrocil prediktivni schopnosti mamografie
(Hayes, Hematol Oncol Clin N Am 8:485, 1994).

Vznik rakoviny prsu je spojen s celou fadou genetickych zmén (viz pfehledny ¢lanek Porter-
Jordan, Hematol Oncol Clin N Am 8:73, 1994). Tyto zmény zahrnuji hrubé chromozomalni
alterace a ztratu genetickych znakid (Devilee et al., Biochim Biophys Acta, 1198:113, 1194,
Callahan et al., J Cell Biochem Suppl, 17:167, 1993). Progrese nadoru prsu je také spojena
s kvalitativnimi a kvantitavnimi zména v expresi dfive identifikovatelnych genti kddujicich
ristové faktory a jejich receptory (Zajchowski et al., Cancer Res 48:7041, 1988), strukturni
proteiny (Trask et al., Proc Natl Acad Sci 87:2319, 1990), proteint plnicich funkci sekundérnich
signalnich proteinti (Ohuchi et al., Cancer Res 26:2511, 1986), a transkrip¢nich faktord (Harris,
Adv Cancer Res 59:69, 1992). Tyto zmé&ny v expresi genli mohou byt potencialné zodpovédné za
vznik znakt odpovidajicich nddoru prsu, ackoliv pfesnd uloha téchto genetickych zmén
v patogenezi rakoviny prsu u vzorki ziskanych biopsiemi z pacientd neni dobfe znamy. Navic
pro zjiténi genetickych nebo biochemickych znakd rozliujicich rakovinu prsu pro detekei

v raném stadiu choroby je také Zadouci znat nadorové znaky, které by napovidaly prognozu
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vyvoje choroby z diivodd volby vhodné terapie, popf. VyuZiti smérovani 1éCiv. Ackoliv byla
identifikovéana celd fada znak®, Zadny z nich neni dostatecné citlivy nebo nadorové specificky,
aby byl pouzitelny pro diagnostiku nebo testovani celé populace. Z toho vyplyva, Ze potieba
identifikace nadorového znaku spojeného s rakovinou prsu, jakym mulze byt napfiklad gen a
s nim souvisejici exprimovany protein, ktery by mohl byt vyuZity jako specificky a selektivni
znak pro rozeznani vzniku patologického nadoru prsu u pacientd a ktery by mohl byt vyuZitelny
pro nadorové specifickou imunoterapii, stale trva.

Za vyuziti modifikace ,Differential display“ PCR (polymerdzova fetézcova reakce) byly
izolovany odli§né exprimované sekvenéni segmenty z nadorovych bun€k rakoviny prsu a z nich
bylo izolovano n&kolik sekven¢nich fragmentl, které byly jedinetné exprimovéany pouze
v neoplastickych nadorovych burikich a ne v normdlni tkani (Watson and Fleming, Cancer Res
54:5498-4602, 1994). Objev jednoho z téchto sekvenénich segmentl oznaceného jako DEST002
vedl k objevu a izolaci nové molekuly cDNA a ji kddovaného proteinu, ktery byl oznacen jako

mamaglobin. Jak molekula cDNA, tak protein jsou zcela nové.

PODSTATA VYNALEZU

Obecné navrhovany vynalez je zaméfen na identifikaci novych gend, které jsou exprimovany ve
zvySené mife v buiikach rakoviny prsu a na pfipravu molekul cDNA z mRNA koédujici tyto geny.
Z toho vyplyva, Ze aplikant uspé&l pii objevovani novych molekul cDNA kédujicich sekretovany
protein specificky pro rakovinu prsu, mamaglobin. Molekula cDNA je v pfeCisténé a izolované
formé a obsahuje nukleotidovou sekvenci ozna¢enou jako sekvence €. 15, kterd kéduje protein
mamaglobin, ktery v piecisténé a izolované formé obsahuje aminokyselinovou sekvenci
uvedenou jako sekvence €. 2.

Ve studii s malym poctem pacientll popisovanou v patentu US 5668267 byla mRNA ve zvySené
mife exprimovéana v 27 % nadorl prsu ve stadiu I. Navrhovany vynalez popisuje vétsi spektrum
primarnich nadortt prsu vriznych stadiich a histologickych typech, u kterych byla exprese
mamaglobinu zji§téna v 80 % testovanych nadort. Tato data naznacuji, Ze poruchy regulace genu
kodujictho mamaglobin jsou patrné a &asté jiz v Casnych stadiich vzniku rakoviny prsu. Objev
mamaglobinu a jeho cDNA tedy dava zaklad pro vyvoj nové techniky a prostfedki pro lécbu a
detekci vzniku rakoviny prsu u lidi a jinych savet.

Navrhovany vyndlez je tedy zaméfen na nové techniky detekce pfitomnosti neoplasticky
transformovanych nadorovych bunék ve vzorku. V jedné varianté navrhovaného vynalezu byla

pro detekci mRNA kédujici mamaglobin ve vzorku pouZita polynukleotidova sonda. Tento
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zplsob zahrnuje kroky: (a) smichdni mRNA izolované ze vzorku s polynukleotidovou sondou
specificky hybridizujici s mRNA koédujici mamaglobin, kterd obsahuje sekvenci ¢. 15, nebo jeji
alelickou variantu a (b) detekci hybridizovaného komplexu mRNA ze vzorku se sondou.

Dali variantou navrhovaného vynélezu je detekéni souprava pro detekci pFitomnosti
neoplastickych bunék rakoviny prsu ve vzorku pomoci hybridizace. Tato souprava obsahuje
polynukleotidovou sondu specificky hybridizujici s mRNA kédujici mamaglobin, kterd obsahuje
sekvenci ¢. 15, nebo jeji alelickou variantou, distribuovanou v jednotkovém baleni.

Dalsi variantou navrhovaného vynalezu je stanovovani exprese mamaglobinu ve vzorku pomoci
stanoveni pritomnosti v cDNA, kter4 je ziskana reverzni transkripci mRNA kédujici mamaglobin
ze vzorku. Tato technika zahrnuje kroky: (a) produkce cDNA kédujici mamaglobin z mRNA za
pouziti techniky reverzni transkripce ve vzorku ziskaném z pacienta, (b) piiprava dvou primerQ
pro polymerdazovou fetézcovou reakci, které odpovidaji oligomerim ptilehlym nebo leZicim
uvnitt ¢cDNA kodujici mamaglobin a (c¢) amplifikace cDNA kédujici mamaglobin za pouZiti
polymerazové fetézcové reakce. Nejvhodnéjsi primery by mély mit nukleotidovou sekvence
popsanou jako sekvence ¢. 4 a sekvence €. 16.

Dal3i variantou navrhovaného vynalezu je popsat detekéni sadu na pfitomnost nddorovych bunék
ve vzorku pomoci polymerazové fetézcové reakce. Tato sada obsahuje dva primery pro
polymerazovou fetézcovou reakei, které odpovidaji oligomertim pfilehlym nebo lezicim uvnitf
¢DNA kédujici mamaglobin, zabalené v jednotkovém baleni. Nejvhodnéjsi primery by m€ly mit
nukleotidovou sekvence popsanou jako sekvence €. 4 a sekvence €. 16.

Dal§i varianta navrhovaného vynalezu popisuje detekci pfitomnosti proteini mamaglobinu,
tvotenému nadorovymi butikami ve vzorku za pouZiti specifickych protilatek. Tyto specifické
protilatky mohou byt jak polyklonalni, tak monoklonalni.

Navrhovany vynélez také popisuje nové prostiedky a zplsoby 1é¢by rakoviny prsu za pouZiti
antigend mamaglobinu schopného indukovat protilatkami mediovanou a/nebo bunénou, tzn.
pomoci aktivovanych T bun&k, imunitni reakci proti mamaglobinu vytvafenému nadorovymi
burikami.

Dalg{ varianta navrhovaného vynalezu popisuje B bunéény antigen mamaglobin schopny
aktivace B bundk specifickych proti mamaglobinu. Tento B bunéfny antigen obsahuje
mamaglobin specificky B bunéény epitop a Ty epitop nebo determinantu rozeznavanou
pomocnymi T burikami.

V dal3i variant® navrhovaného vynilezu je antigen mamaglobinu antigenem T, lymfocytd, a

zahrnuje epitop rozezndvany T butikami a vazebnou pozici pro molekulu MHC tFidy I.
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V jiné variant¢ navrhovaného vynalezu, prostiedek obsahuje jak B bunéiné, tak T. bunééné
antigeny.

Zpusob 1écby pacientd trpicich nadorem exprimujicim mamaglobin, miZe zahrnovat adoptivni
imunoterapii, kterou pfedstavuje stimulace mamaglobin specifickych lymfocytd izolovanych
z pacienta, ex vivo antigenem mamaglobinu a nasledné navriceni aktivovanych lymfocytd
pacientovi a in vivo stimulace imunitni reakce proti mamaglobinu, coZ pfedstavuje podéani
vakciny obsahujici antigen mamaglobinu pacientovi.

nukleotidové a nasledné aminokyselinové sekvence, které mohou byt vyuZity jako znaky pro
rakovinu prsu, popis techniky v€asné detekce pfitomnosti neoplastickych bunék, popis techniky
doplitujici a svou citlivosti pfesahujici mamografii, popis techniky umoziujici pfedpovidat vyvoj
choroby, popis znakd pouZitelnych jako cilové struktury pfi smérované terapii a popis prostfedkd

stimulujicich jak bun&nou, tak protilatkovou imunitni reakci proti nadoru.

PREHLED OBRAZKU NA VYKRESECH

Obr. 1 popisuje strategii pouZitou pro izolaci cDNA koédujici mamaglobin v plné délce, ktera
zahrnuje jeji ,, Rapid Amplification ¢cDNA Ends“ (RACE) pomoci polymerazové fetézcove
reakce (PCR) a jeji nasledné vklonovani do vektorli pGEM7Z a pCEV27

Obr. 2 ukazuje sekvenci lidské ¢cDNA (sekvence ¢. 1) (nukleotidy jsou Cislovany shora) a
aminokyselinovou sekvenci kédovaného proteinu specifického pro nador prsu, mamaglobinu
(sekvence & 2) (aminokyseliny jsou &islovany zespoda), plnd ¢ara oznafuje 403 bp fragment
(sekvence & 5) izolovany pomoci RACE PCR techniky a prazdna ¢ara oznaCuje 206 bp
DESTO002 sekvenci (sekvence €. 6).

Obr. 3 ukazuje aminokyselinovou sekvenci proteinu specifického pro nador prsu, mamaglobinu
(h(MAM) (sekvence & 2) ve srovnani s krysim prostatickym steroidem véazajicim podjednotku
C3 (rPSC3) (sekvence ¢. 7) a lidskym 10 kD proteinem z klara bun€k (hCC10) (sekvence €. 8),
kde jsou identickd mista oznatena tuénym pismem a dvojitou arou a strukturné podobné

aminokyseliny jsou spojeny jednoduchou ¢arou.

Obr. 4 zobrazuje (obr. 4A) analyzu pomoci Northern blotu, hybridizaci lidské cDNA sekvence,
kodujici protein specificky pro nador prsu, mamaglobin (hMAM), s mRNA z tkané ziskané z
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nadoru prsu, z normalni zdravé tkan€ z prsu a z jiné tkané dospélého ¢lovéka (obr. 4B) pomoci
RT/PCR amplifikovanych vzorkil z nadoru prsu, z normalni zdravé tkané prsu a z jinych tkani

dospé&lého ¢loveka.

Obr. 5 ukazuje pieklad sekvence cDNA specifické pro rakovinu prsu pomoci techniky v in vitro

krali¢im retikulocytovém lyzatu.

Obr. 6. zobrazuje Northern blot, po hybridizaci cDNA kédujici protein specificky pro nddor prsu,
mamaglobin s mMRNA z nadoru 2410, nadord u tff z osmi pacientll (zvyraznéni) a v mensi mife
v normalni tkani prsu (kurzivou) a srovndni dvou piipadi (¢tyfi drahy na pravé strang) srovnani

exprese mRNA pro mamaglobin v nddorové tkéni a v normalni tkani stejného pacienta.

Obr. 7 ukazuje Western blot pomoci polyklondlni protilatky proti C-konci mamaglobinu
(sekvence €. 14) v médiu (S) a bunétném lyzatu (C) u linie MDA-MB-415 bunék nadoru prsu
v piitomnosti (+) nebo nepifitomnosti (-) imunizacniho peptidu, a vykazuje detekci prekurzoru a

sekretorické formy mamaglobinu jak v médiu tak v bunééném lyzatu.

Obr. 8 ukazuje Western blot pomoci polyklondlni protilatky proti C-konci mamaglobinu
(sekvence ¢. 14) v médiu (S) a bunééném lyzatu (C) u linie MDA-MB-415 bunék nadoru prsu
v pfitomnosti (+) nebo nepfitomnosti (-) tunicamycinu, ktery blokuje glykosilaci, a vykazuje
nedetekovatelnost proteinu mamaglobinu v lyzdtu nebo médiu v pfipadé, Ze je blokovand N

glykosilace.

Obr. 9 ukazuje detekci prekurzoru mamaglobinu pomoci Western blotu v médiu a bunééném
lyzatu u lidskych bun€k z nadoru prsu pomoci polyklonalni protilatky proti mamaglobinu a kozi

anti-krali¢i protilatky vizualizované pomoci enzymatické chemiluminiscence.

Obr. 10 ukazuje Western blot pomoci polyklonalni protilatky proti mamaglobinu v kapalnych
sekretech z lidského prsu, b&hem téhotenstvi a po porodu, ktery dokazuje sekretovany

mamaglobin v proliferujicich zlazach prsu.

Obr 11A ukazuje v barvé parafinem fixované fezy nadorem prsu z pacienta, imunohistochemicky

znafené pomoci anti-mamaglobin polyklondlni protilaitky a kozi anti-krali¢i protilatky
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konjugované s kienovou peroxiddzou a DAB jako substratem , coZ zplisobuje hnédé zabarveni

bunék exprimujicich mamaglobin.

Obr 11B wukazuje dernobile parafinem fixované fezy nadorem prsu z pacienta,
imunohistochemicky znacené pomoci anti-mamaglobin polyklonalni protilatky a kozi anti-krali¢i
protilatky konjugované s kienovou peroxiddzou a DAB jako substratem , coz zpisobuje hnédé

zabarveni bunék exprimujicich mamaglobin.

Obr 12 ukazuje imunoreaktivitu s mamaglobinem v tkaniovych fezech na stejnych vzorcich (obr.
12A a 12B) z duktéalniho karcinomu in situ (DCIS), (obr. 12C a 12D) z dobie diferenciovaného
duktalniho karcinomu, a (obr. 12E a 12F) z malo diferenciovaného duktalniho karcinomu, které
byly imunohistochemicky znacené antisérem proti mamaglobinu (obr. 12A, 12C a 12E), nebo

pfedem imunizovanym antisérem (obr. 12B, 12D a 12F).

Obr. 13 ukazuje fotografii Northern blotu RNA ze vzorkli odebranych z lymfatickych uzlin
obsahujicich histologicky potvrzené metastazy z primdrnich nadorii prsu (fadky 1 az 20, 27), z
plochych nadorovych bunék zendometridlnich nadort na hlavé a krku (fadek 22),
adenokarcinomu tlustého stieva (fadka 25), rakoviny Zlu¢niku (fadka 26) a adenokarcinomu plic
(fadka 28) a jako negativni kontrola biopsie z lymfatickych uzlin zdravych pacientil (fadky 29-
33) a jako pozitivni kontrola vzorek z normalni tkdné€ prsu (¥fddek 34), které byly hybridizovany

s cDNA mamaglobinu (vrchni panel) nebo cDNA kédujici keratin (spodni panel).

Obr. 14 ukazuje fotografii Southern blotu produkti RT-PCR z RNA pacientil s metastatickou
rakovinou prsu (CA) nebo normélnich darcti (NL) ziskana z perifernich kmenovych bun&k

zna&enim pomoci znacky pro mamaglobin cDNA.

Jeden aspekt navrhovaného vynélezu je zaloZen na identifikaci a sekvenovani cDNA oznacené
jako sekvence ¢&. 1, kterd koduje sekretovany protein specificky pro nador prsu, mamaglobin,
oznadeny jako sekvence &. 2 (obr. 2). Jak je popséano déle, celd délka cDNA pro mamaglobin byla
izolovana z mRNA z nadorovych bungk, ktera byla pomoci reversni transkripce a amplifikace za
pouziti PCR nasledné vklonovana do expresnich vektord. Ddle byl identifikovan a

charakterizovan protein, mamaglobin, kédovany touto cDNA.




Za pouziti anonymniho sekvenéniho tagu, dfive oznateného jako DEST002, bylo prokazano, Ze
odpovidajici genovy produkt, ktery byl do té doby neznamy, ale zde je oznalovan jako
mamaglobin, je ve zna¢né mife exprimovany nadorovou linii z rakoviny prsu MDA-MB-415.
Pro izolovani plné délky ¢cDNA kodujici mamaglobin, byla mRNA nejprve pomoci reversni
transkripce pfepsana na DNA a poté klonovana pomoci RACE PCR (Edwards et al. Nucleic
Acids Research 19:5227-32, 1991). Tato technika je =zaloZena na strategii ligace
jednotetézcového oligodeoxyribonukleotidu a 3’konce jednofetézcové DNA. Technika pomoci
niZ byla izolovana cDNA pro mamaglobin, je schématicky popsana na obr. 1.

Plna délka 503 bp dlouhé sekvence cDNA (sekvence ¢. 1) byla odvozena od sekvence ziskané
z 403 bp fragmentu (sekvence €. 5)(obr. 2) izolovaného pomoci této techniky, a zarovern od
sekvence dfive ziskané z odpovidajictho DEST fragmentu (DEST002, sekvence ¢. 6) (obr. 2)
v nasich dfivéjsich studiich (Watson a Fleming, viz vySe) Uvnitf 503 bp sekvence cDNA je 279
bp dlouhy otevieny &teci ramec (sekvence ¢. 15) kodujici polypeptid o 93 aminokyselinach
(sekvence &. 2) (obr. 2) o piedpokladané molekulové hmotnosti 10,5 kD. Pocate¢ni methionin
tohoto otevieného &teciho rdmce je uvniti téméf perfektni Kozakovy sekvence (Kozak, Cell 22:7-
8, 1980) 60 bp proti sméru od této sekvence neni Zadny dalsi methionin, v tomto &tecim rdmci,
nebo translaéni konec. Na 3'konci nepfekladand sekvence cDNA zabird 163 bp a obsahuje
polyadenylagni signal, AATAAA, 12 bp proti sméru od primovactho mista pro pdvodni
DESTO002 sekvenci. Tato data naznacuji, Ze byla izolovana cDNA kédujici mamaglobin o plné
délce. Prvnich 19 jednotek kodovaného polypeptidu, naznacuje hydrofébni peptidovou signalni
sekvenci a jednotky 53 aZ 55 a 68 az 70 jsou N-glykosylaéni mista, coZ dokazuje, Ze mamaglobin
je sekretovany glykoprotein.

Hledani sekvence DNA podobné sekvenci ziskané zcDNA pro mamaglobin, prob&hlo
v Genebank, pomoci BLAST algoritmu (Benson et al., Nucl Acid Res 21:2963-2965, 1993,
Altschul et al., J] Mol Biol 215:403-410, 1990) a nebyly identifikovany Zadné znamé sekvencni
homologie. Z toho vyplyva, Ze mamaglobin kédujici cDNA je zcela nova, nezndma sekvence.
Hledani jinych polypeptidd se sekvencemi podobnymi mamaglobinu, prozradilo sekvencni
homologii, mezi mamaglobinem a jinymi polypeptidy. Mamaglobin vykazuje 42 %
aminokyselinovou identitu (58 % véetné konzervativnich substituci) s podjednotkou C3 krysiho
prostatického proteinu vazajiciho steroidy (prostatein) (rPSC3) (obr 3) (sekvence ¢&. 7). Prostatein
je hlavni sekretovany protein zkrysi ventrélni prostatické Zlazy, tvofici tetramerni protein
slozeny z dvou riiznych dimernich podjednotek, C3/C1 a C3/C2 (Parker et al., Ann NY Acad Sci
438:115-124, Parker et al., J Steroid Biochem 20:67-71, 1984). Geny Cl, C2 a C3 koduji
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viechny priblizn€¢ 6 kD sekretoricky protein a je pravdépodobné, Ze vznikly duplikaci genu,
nebot’ C1 a C2 vykazuji zna¢nou vzajemnou homologii, zatimco gen pro C3 je podobny méng.
Stejné tak, mamaglobin nevykazuje Zadnou sekvenéni homologii s proteiny C1 a C2.

Jak je uvedeno vySe, prostatein je hlavni sekretovany protein z krysi ventralni prostatické Zlazy a
jeho exprese je regulovdna androgennimi steroidy C2 (Parker et al., Ann NY Acad Sci 438:115-
124, Parker et al., J Steroid Biochem 20:67-71, 1984). Dalsi protein je lidsky estramustin vazajici
protein (hEMBP) o kterém je zndmé, Ze je exprimovan v lidské prostatické zlaze, u pacientii
trpicich rakovinou prsu a pii malignich melanomech (Bjork et al., Cancer Res 42:1935-1942,
1982, Bjork et al., Anticancer Res 11:1173-82, 1991). Lidsky estramustin vézajici protein
(hEMBP) je imunohistochemicky podobny krysimu estramustin vazebnému proteinu, o kterém
se véfi, Ze je identicky skrysim proteinem vézajicim steroid. Jak je uvedeno vyse,
aminokyselinovd sekvence mamaglobinu vykazuje 42 % aminokyselinovou identitu a 58 %
homologii pokud se zapoétou konzervativni substituce s C3 podjednotkou prostateinu. Je tedy
mozné, Ze mamaglobin je néjakym zplsobem piibuzny s hEMBP. Ackoliv jak prostatein tak
hEMBP jsou detekovatelné v prostatickych zlazach, mRNA kodujici mamaglobin v nich neni
pfitomna. To znamend, Ze mamaglobin neni ani stejny protein, ani podjednotka hREMBP a navic
sekvence hEMBP nebyla dosud stanovena a tedy neni znamé, zda existuje n€jaka podobnost
mezi mamaglobinem a podjednotkou nebo fragmentem hEMBP.

Ackoliv nékteré nové publikace ukazuji Ze rPSC3 promotor flizovany s SV40 T antigenem
indukuje jak nadory prsu tak prostaty u transgennich mysi (Maroulakou et al., Proc Natl Acad Sci
USA 91:11236-11240, 1994, Sandmoller et al Oncogene 9:2805-2815, 1994) a skute¢na
biologicka funkce tohoto proteinu je nezndmé. Navzdory hypotéze o piibuznosti prostatického
proteinu vazajiciho steroidy s lidskym EMPB, nebyl identifikovan lidsky polypeptid nebo gen
odpovidajici rPSC3. Tim padem mamaglobin a ¢cDNA koédujici mamaglobin piedstavuji nové
sekvence, dfive neznamé.

P¥i manualni porovnani dalSich sekvenci smen$i podobnosti podle vypoftu BLAST pro
mamaglobin i rPSC3 protein, byly identifikovany dal$i homologie s lidskym 10 kD proteinem z
klara buriek (hCC10) (sekvence ¢. 8) (Peri et al., J Clin Invest 92:2099-2109, 1993) (obr.3) a
navis s krali¢im a my$im uteroglobinem (Miele et al., Endocrine Rev 8:474-90, 1987, Cato a
Beato, Anticancer Res 5:65-72, 1985, Miele et al., J Endocrinol Invest 17:679-692, 1994). Tyto
homologie, v zavislosti na druhu, mély asi 26 % identity, nebo respektive 40 %, pokud byly
zapo¢tenu konzervativni substituce. Konkrétné, po¢et aminokyselin byl zcela identicky u vSech

proteind, véetné Cys-3 a Cys-69, které hraji kliCovou roli pii tvorb& disulfidickych vazeb mezi
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podjednotkami uteroglobinu (viz dale). Tyto homologie naznaduji, Ze mamaglobin je novy &len
malé rodiny proteintl, sekretovanych epitelidlnimi buitkami (Miele et al., 1994, viz vy3e).

Gen hCC10 je lidskym homologem krali¢tho a mys$iho uteroglobinu (Peri et al., J Clin Invest
92:2099-2109, 1993). Uteroglobin byl piivodné charakterizovdn jako sekretovany protein
v déloze kralika, pozdéji byl vSak nalezen i v jinych epitelidlnich organech , jako jsou plice,
mlécné Zlazy a prostata. Narozdil od krysiho prostateinu, uteroglobin je homodimerni protein
spojeny dvéma disulfidickymi vazbami na konzervativnich pozicich Cys-2 a Cys 69 (Miele et al.,
1994, viz vySe). Ackoliv transkripce genu pro uteroglobin, je regulovéana steroidnimi hormony,
schopnost proteinu vazat progesteron nebo jiné steroidni hormony je kontroverzni skute&na
biologicka funkce tohoto proteinu je rovnéZ neznama (Miele et al., 1994, viz vyse).

Exprese mamaglobinu je omezena na mlé¢nou Zldzu. To je opakem pozorovani, Ze tPSC3 je
exprimovan u potkand ve ventrdlni prostaté (Parker et al., Ann NY Acad Sci 438:115-1124,
1984) a hCCl10/uteroglobin je exprimovan v fadé tkani, jako jsou plice, pochva, prostata a
mlécna zlaza (Miele et al., 1987, viz vyse, Cat and Beato, viz vySe, Miele et al., 1994, viz vyse).
Diky sekvencéni homologii mezi mamaglobinem a témito proteiny, bylo stanoveno rozmisténi
tkanové specifické exprese.

500bp dlouhé molekuly mRNA koédujici mamaglobin byly snadno detekovatelné v nddorovém
vzorku 2410 (tkan ze které byl izolovan pivodni sekvenéni fragment) a v daleko niZ$i mife
v normalni tkani z prsu (obr. 4A). Molekuly mRNA kédujici mamaglobin nebyly detekovany v
epitelidlni nadorové linii z nddoru prsu B5-589. Exprese mamaglobinu byla také nedetekovatelna
v lidské déloze a plicich, dvou mistech kde je uteroglobin exprimovan.

Amplifikace za pouZiti RT/PCR umoznila detekci mRNA koédujici mamaglobin jak v normalni,
tak v nadorové tkani 2410, ale ne v daldich 15 sledovanych tkanich, véetné tkani normalné
exprimujicich rPSC3 a uteroglobin (plice, dé&loha, prostata), na hormony reagujici a
steroidogenni tkané (vajeéniky, varlata, placenta) a dalsi sekretorni epitheliani organy (tlusté
stfevo) (obr 4B). Z toho vyplyva, Ze exprese mRNA kodujici mamaglobin je specifické pro tkéan
mlécné Zlazy.

Pro jednoznadny dikaz specifity exprese mamaglobinu v tkani prsu, byla jako sonda pouZita
c¢DNA kodujici mamaglobin v plné délce pro detekci mamaglobin kédujici mRNA v Sirokém
panelu molekul mRNA obsahujicich polyA z populaci dospélych a fetalnich tkani lidskych tkani
jak je popsano dale v piikladu 2A. Molekuly mRNA kédujici mamaglobin nebylo mozZné
detekovat i v jinych pfibuznych tkénich apokrinnich Zlaz, jako jsou slinné Zlazy a rovnéz byly

nedetekovatelné v perifernich leukocytech, lymfatickych uzlindch a kostni dfeni. Kromé
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mlé¢nych z1az, mRNA kédujici mamaglobin nebyla detekovana v Zadnych jinych tkanich z 43
tkani z dospélych jedincl nebo 7 fetalnich tkanich, které byly testovany. To dokazuje, Ze exprese
genu pro mamaglobin je velmi specifickym znakem pro rakovinu prsu.

Z poznatkli této studie vyplyva, Ze mamaglobin je v zasadg protein specificky pro mléénou Zlazu.
Dalsi dva geny, o kterych je zndmo Ze jsou ve zvySené mife exprimovany pii rakoving prsu, jsou
erb-B a cyklin D (Jardines et al., Pathobiology 61:268-282, 1994, Keyomars a Pardee, Proc Natl
Acad Sci US 90:1112-1116, 1993). Narozdil od zvy$ené exprese proteind erb-B a cyklinu D,
zvySend exprese mamaglobinu muzZe konkrétnéji odraZet zmény v epitelialnich buiikach mlééné
Zlazy , spiSe nez zvySeny riist a zrychlenou proliferativni aktivitu. Z toho je z¥ejmé, Ze poruchy
v regulaci exprese genu pro mamaglobin je daleko specifict€j$im faktorem pro terapeutickou
Vyuiitelnost a klinické potlaceni nadoru.

Jak je uvedeno v patentu US 5 668 267, zvySena exprese mRNA kodujici mamaglobin byla
detekovana hybridizaci pfi Northern blotu u nddorového vzorku 2410, stejné jako u 4 z 15 (27
%) nadord prsu vprvnim stddiu o riznych histologickych typech. Tato &etnost odpovidd
moZnosti piitomnosti jinych genetickych alteraci, jako je erb*-b amplifikace a mutace v p53
(Slamon et al., Sci 244:707-712, 1989, Thor et al, J Natl Cancer Inst 84:845-855, 1992). Navic,
jelikoZ jsme omezili svoje studie na nadory v prvnim stadiu, je mozné predpokladat, Ze zvySeni
exprese mamaglobinu by mohlo byt daleko c¢astéjsi genetickou poruchou pozorovanou u této
skupiny nadort (Alllerd et al., J Natl Cancer Inst 85:200-206, 1993). Tyto Gdaje naznaduji, Ze
zvySeni exprese mamaglobinu neni jedine¢né pro jeden nador, ale je ve skuteCnosti béZnou
poruchou u primarnich nadori prsu. Navic fakt, Ze vSechny testované nadory byly v prvnim
stadiu naznacuje Ze tato porucha je pomérn€ ¢asnou zménou u nddorovych bunék rakoviny prsu.
Exprese mamaglobinu neni detekovatelna za normalni situace v lymfatickych uzlinach na urovni
citlivosti jednokrokové RT/PCR techniky. Pfesto, jak je dokumentovano déle, mRNA pro
mamaglobin byla detekovana ve vice nez 40 % lymfatickych uzlin a 60 % vzorki sebranych
z periferni krve (PBSCs) od pacientli s metastazujici formou rakoviny prsu. Tyto vysledky
naznaduji, Ze analyza transkriptd mamaglobinu v perifernich lymfatickych uzlindch a krevnim
fe¢isti, mizZe byt pouZitelna pro detekci metastaz pfi rakoving prsu, jak bylo dokumentovéno pro
jiné epithelialng specifické geny (Schoenfeld et al., Cancer Res 54:2986-2990, 1994).

Pro dikaz, Ze ¢cDNA koédujici mamaglobin koduje prepisovatelny protein, byla tato cDNA
pouzita pro in vitro translaéni techniku. Obr. 5 ukazuje proteinovy produkt z kréali¢iho
retikulocytového lyzatu programovaného pomoci cDNA kédujici mamaglobin. Za pouZiti cDNA

pro mamaglobin byla ptipraven pfiblizn¢ 6 kD protein. Tato ziskana molekula, je mensi neZ byla
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molekula pfedpokladana z standartni translace otevieného &teciho ramce, ale tento vysledek také
je béZné pozorovany s lidskym a krali¢im uteroglobinem.

Pro stanoveni miry exprese mamaglobinu pfi rakoviné prsu, byly pfipraveny krali¢i polyklonalni
anti-mamaglobin protilatky proti peptidové sekvenci na C konci, a ty byly pouzity u 100
primarnich nadord prsu v riznych stadiich a s riznymi histologickymi typy pro stanoveni exprese
mamaglobinu pomoci imunohistochemické analyzy. Jak shrnuje tabulka 1. dale, vice neZ 80 %
téchto nadort bylo silné imunopozitivnich na mamaglobin a znadeni nezaviselo na stadiu nadoru.
Tento vysledek naznacuje, Ze detekce mamaglobinu v klinickych vzorcich miZe byt pouZita jako
citlivy a specificky znak pro rakovinu prsu.

Nebot’ aplikant véii, Ze mamaglobin je sekretovany protein, jeho piitomnost je moZno
piepokladat i v séru pacientl u nichz nador exprimuje tento protein. Pak by byl mamaglobin
natolik klinicky vyuzitelny jako antigen specificky pro prostatu (PSA) a jiné znaky pevnych
nadord, pro 1écbu pacientd s rakovinou prsu (Tumor markers in diagnostic pathology, Clin Lab
Med 10:1-250, 1990).

Identifikace mamaglobinu jako znaku pro rakovinu prsu, pfinasi zadklad pro dalsi aspekt
navrhovaného vynalezu, ktery umoziuje detekci pfitomnosti rakoviny prsu u pacientd. Termin
detekce, jak je zde pouZit v kontextu detekce rakoviny prsu je zamySleny aspekt stanoveni
pfitomnosti nadorovych bun€k u pacientti, rozliSeni rakoviny prsu od ostatnich chorob, stanoveni
progndzy a pravdépodobného vyvoje choroby a moznosti 1é€by, monitorovani priibéhu choroby,
stanoveni idealniho terapeutického reZimu pro pacienta a smérovanou protinadorovou terapii.
Jeden ze zpusobl detekce rakoviny prsu zahrnuje hybridizaci polynukleotidi s mRNA z bunék
rakoviny prsu. Tento polynukleotid obsahuje sekvenci komplementarni k sekvenci €. 15, nebo
derivaty komplementarni sekvence k sekvenci €. 15. Jak je pouZito zde, polynukleotidy jsou jak
DNA tak RNA a tedy sekvence uvedena ve vypisu sekvenci jako DNA sekvence, zahrnuje také
identickou RNA sekvenci, kde je thymin nahrazen uracilem. Derivaty nukleotidové sekvence
maji dostatecnou sekvencni identitu se sekvenci od které jsou upraveny tak aby specificky
hybridizovaly s mRNA pro mamaglobin izolovanou zbunék rakoviny prsu za stejnych
podminek, jako sekvence od kterych jsou odvozené , které specificky hybridizuji s mRNA pro
mamaglobin z bunék rakoviny prsu. Upravené sekvence nemusi byt nezbytné fyzicky
modifikované, ale mohou byt odvozeny tak, Ze zahrnuji naptiklad chemicky syntetizované
molekuly, replikovana DNA, reverzni transkripty nebo transkripty. Nejlépe upravené sekvence

jsou fragmenty komplementarni sekvence ksekvenci & 15 a sekvence identické
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s komplementérni alelickou variantou mamaglobin kodujici sekvence uvedené jako sekvence &.
15.

Pro detekei pritomnosti mRNA kodujici mamaglobin v detekénim systému pro rakovinu prsu je
vzorek ziskavan z pacienta. Vzorkem muze byt tkaflova biopsie, vzorek krve, plasmy, séra a
podobné. Vzorek je oSetfen tak aby byly ziskdny v ném obsazené nukleové kyseliny. Je vhodné,
aby vysledny vzorek byl délen na gelové elektroforéze, nebo jiné separaéni technice délici podle
velikosti.

Detekce zahrnuje spojeni nukleovych kyselin a konkrétné pak mRNA ze vzorki
s polynukleotidovou sondou do formy hybridiza¢niho duplexu. Termin ,sonda“ popisuje
strukturu obsahujici polynukleotid tvofici hybridni strukturu scilovou sekvenci, diky
komplementarité sekvence sondy se sekvenci cilové oblasti.

Detekce vzniklého duplexu miZe byt provadéna jakoukoli b&Zné pouZivanou technikou.
Nejobvyklej$im zpiisobem je pouziti znacené sondy. Jinou moZnosti, je pouZiti neznacené sondy,
ktera muze byt detekovana specifickou vazbou s ligandem ktery je znaeny, bud pfimo nebo
neptimo. Vhodné znacky a znadici sondy a ligandy jsou dobfe zndmé v souCasném stavu
techniky. Jedna se o napftiklad, radioaktivni znacky, které mohou byt pouZity pomoci zndmych
technik (napf. pfepis konct nebo kindzovani), biotin, fluorescen¢ni znacky, chemiluminiscencni
znacky (napt. dioxethany, konkrétné spoustici dioxethany), enzymy, protilatky a podobné.

Pii hybridizaci s cDNA pro mamaglobin je tfeba pouzit pfisné hybridiza¢ni podminky, aby bylo
zabranéno falenym pozitivitam. P¥i pouZiti proby obsahujici sekvenci odvozenou od sekvence
komplementarni k sekvenci kédujici mamaglobin, je moZno pouZit mén€ ptisnych podminek.
Piisnost hybridizace je hodnocena podle celé fady faktorii béhem hybridizace a b&hem
promyvani, véetn& teploty, iontové sily, doby a koncentrace formamidu. Tyto faktory jsou
popsany napt. v Sambrook et al., (molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., 1989)

Pro zvyseni citlivosti detekce mRNA pro mamaglobin ve vzorku, mohou byt pouzity techniky
reverzni PCR pro amplifikaci ¢cDNA piepsané z mRNA kodujici mamaglobin. Techniky
RT/PCR mohou byt pouZity pro amplifikaci cDNA transkripti z mRNA kédujici mamaglobin.
Techniky RT/PCR jsou velmi dobfe zndmé v souCasném stavu techniky (napf. viz Watso a
Fleming, viz vy3e). Oligonukleotidy pouZitelné jako amplifika¢ni primery obsahuji sekvenci &. 3
a sekvenci &. 4. Je vhodné, aby predni primer pro amplifikaci mamaglobinu obsahoval sekvenci
5. AGCACTGCTACGCAGGCTCT -3° (sekvence €. 16) a reverzni primer pro amplifikaci
mamaglobinu by obsahoval 5'- ATAAGAAAGAGAAGGTGTGG -3" (sekvence ¢. 4)
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Dalsi moZnosti je Ze cilova sekvence kédujici mamaglobin v reverzné prepsané cDNA miZe byt
detekovana za pouZiti jiné znamé techniky, jako je ligazova fetézova reakce, véetné gap LCR (G-
LCR) a jeji varianty, nebo samostatné podporované sekvenéni replikace (3SR) a jejich
modifikace. Navic mamaglobin mRNA muze byt detekovana pfimo asymetrickou gap-LCR
(AG-LCR). Viz napi. Leckie et al., ,Infectious disease Testing by Ligase Chain Reactio® in
Molecular Biology and Biotechnology, R.A. Myers, ed., pp. 463-466, VHC Publishers, 1995.

V jiné varianté navrhovaného vynalezu, mize byt cDNA sekvence pro mamaglobin nebo jeji
derivaty pouzita pro charakteristiku alteraci v mamaglobinovém genu (napf. prestaveni,
amplifikaci, deleci) ve vzorku nadorem prsu trpicich pacientd. To zajist'uje zpisob, kde vzorek
z pacienta, nebo vzorky, neobsahujici kompletni mRNA, umoZni testovani zmén genové
struktury.

V jedné aplikaci navrhované techniky je cDNA koédujici mamaglobin nebo jeji derivat
hybridizovdna s pacientovou genomovou DNA, ktera byla izolovana z pacientova nadoru,
normalni tkdné nebo lymfocytd a opracovéna jednou nebo nékolika restrikénimi
endonukledzami. Za pouziti techniky Southern blotu, ktery je dobfe zndmy v soucasném stavu
techniky, tato technika stanovi, zda pacient, nebo pacientiv nador prsu obsahuje gen pro
mamaglobin a zda je deletovan, pfestavén nebo amplifikovan. Detekce téchto zmén pfinasi
dilezitou informaci pouZitelnou pro prognézu choroby a zachdzeni s pacientem.

V jiné variant& této techniky , jeden nebo vice part oligonukleotidovych primeri zaloZenych na
sekvenci ¢cDNA kodujici mamaglobin a komplementdrni sekvenci, muZe byt pouZito
v polymerazové fetézové reakci pro amplifikaci segmentil genu pro mamaglobin ze vzorkd
ziskanych z pacienta. Analyzou vyslednych PCR produktl je moZno zjistit, zda je pifslusny
segment genu pro mamaglobin deletovan nebo pifestavén. Detekce téchto zmén piinasi dilezitou
informaci pouZitelnou pro prognézu choroby a zachdzeni s pacientem.

Dalsim zpUsobem detekce rakoviny prsu je detekce piitomnosti prekurzoru a/nebo sekretované
formy proteinu mamaglobinu ve vzorcich ziskanych z pacienta. MiZe byt pouzita jakéakoliv
technika detekce proteini, zndmd v sou¢asném stavu techniky. MiZe se jednat napi. o
imunodifiizi, imunoelektroforézu, imunochemické techniky, technika ligand-vazebna sloZka,
imunohistochemické techniky, aglutinace a technika vyuZiti komplementu (napf. Basic and
Clinical Immunology, Sites and Terr, eds. Appleton & Lange, Norwalk, Conn. Str. 217-262,
1991). Nejvhodnéj3i je technika ligand-vazebna slozka, zahrnujici reakce protilatek s epitopem

nebo epitopy mamaglobinu a kompetitivni ndhrada znaenym mamaglobinem, nebo jeho

derivatem.
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Jak je pouzivan zde termin ,;mamaglobin® popisuje jak pfirozen¢ se vyskytujici mamaglobin,
véetné neglykosylované prekurzorové formy a glykosylované sekretované formy, jeho derivaty a
fragmenty. Pfirozené se vyskytujici znamend polypeptid ktery je mozné izolovat z pfirozenych
zdroj, napf. z normalniho nebo nemocného organismu a ktery neni nijak promyslené pozménén
Clovékem. Pfirozené se vyskytujici mamaglobin, zde popisovany, zahrnuje prekurzory obsahujici
sekvence oznalené jako sekvence ¢. 2 a sekretovanou formu obsahujici sekvenci ¢. 17
(aminokyseliny 20-93 ze sekvence €. 2). Alelické varianty sekvence ¢. 2 jsou rovnéz zahrnuty ve
smyslu terminu popisujiciho pfirozené se vyskytujici mamaglobin.

Derivaty mamaglobinu jsou polypeptidy obsahujici segment alespoii 10 aminokyselin , které jsou
v podstaté identické s asti pfirozené se vyskytujiciho mamaglobinu. Je vhodnéjsi aby tato oblast
byla identické v alespofi 20 aminokyselinach , 1épe pak alespoil v 50 aminokyselinach a nejlépe
v alespoti 75 aminokyselinach. Dav polypeptidy jsou v podstaté identické, pokud pfi optiméalnim
nastaveni sekvenaéni programy jako je BLAST pfi pouZiti obvyklych nastaveni pro porovnavaci
parametry, naleznou sekvenéni shodu alespon v 80 %, lépe pak 90 %, jeSt€ Iépe 95 % a nejlépe
v99 %. Je vhodné, aby pozice, které nejsou identické, byly obsazeny aminokyselinami
splfiujicimi konzervativni substituci.

Konzervativni aminokyselinové substituce popisuje nahrazeni jedné aminokyseliny druhou, ale
s podobnym postrannim fetézcem. Napiiklad skupina aminokyselin s alifatickym postrannim
fetdzcem jako je glycin, alanin, valin, leucin a izoleucin, skupina aminokyselin s alifatickym
postrannim fetézcem obsahujicim hydroxyl , jako je threonin a serin, skupina aminokyselin s
postrannim fetézcem obsahujicim amid , jako je asparagin a glutamin a skupina aminokyselin
s aromatickym postrannim fetézcem, jako je fenylalanin, tyrozin a tryptofan, skupina
aminokyselin se zasaditym postrannim fetézcem, jako je lyzin, arginin a histidin, skupina
aminokyselin s postrannim fetézcem obsahujicim siru , jako je cystein a methionin.
Nejvhodngjsi konzervativni substituce jsou: valin-leucin-izoleucin, fenylalanin-tyrozin, lyzin-
arginin a asparagin-glutamin.

Derivaty mamaglobinu by mély kfiZové reagovat s protildtkami proti mamaglobinu,
monoklonalnimi nebo polyklonalnimi, které jsou specifické pro pfirozené se vyskytujici
mamaglobin nebo jeho fragmenty.

Jak je pouzit zde, termin fragment“ a ,peptid“ popisuji mamaglobin s identickou
aminokyselinovou sekvenci odvozenou od cDNA mamaglobinu s plnou délkou (napt. sekvence
&. 1), ale obsahujici delece na amino- nebo karboxy- konci. Typicky fragment mamaglobinu, nebo

*vr

jeho peptid, je alespoii 3 aminokyseliny dlouhy. Vhodnéjsi je aby byl dlouhy alesponn 6
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aminokyselin, 1épe pak alesponi 12 aminokyselin, jest€¢ lépe alespoii 25 aminokyselin a nejlépe
alespori 50 aminokyselin, nebo delsi.

Rada kompetitivnich nebo nekompetitivnich protein vazebnych technik je dobfe znama
v sou¢asném stavu techniky. Protilatky pouZitelné v této technice mohou byt nezna&ené, napi.
pro aglutina¢ni testy, nebo zna¢ené pro pouZiti v celé Skéle riznych technik. Protilatka mizZe byt
naznaéena napf. radionuklidem, enzymem, fluorescenéni zna¢kou, chemiluminiscenéni znackou,
substratem, kofaktorem, inhibitorem enzymu, ¢astici, barvivem a podobné pro pouZiti pfi znaceni
pro RIA (radioimmunoassay), enzymatické techniky, napf. ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay, fluorescenéni techniky a podobné.

Polyklonalni nebo monoklonalni protilatky proti mamaglobinu rozeznéavajici B bunécny epitop
pro imunotechniky mohou byt pfipraveny fadou rliznych postupli zndmych v soucasném stavu
techniky. Jak je pouzivan zde, termin ,,B bunény epitop* popisuje antigenni determinantu
mamaglobinu. B bunéény epitop mze obsahovat 3 aminokyseliny v prostorové konformaci,
ktera je pro tento epitop jedine¢nd. Obvykle se B bunélny epitop sklada alespoii z 5
aminokyselin. Techniky stanoveni prostorové konformace aminokyselin jsou dobfe znamé
v souc¢asném stavu techniky a mulze se jednat napiiklad o rentgenovou krystalografii a
dvojdimenzionalni nuklearni magnetickou rezonanci.

Jednim z faktori pti pfipravé protilatky, je vybér a piiprava aminokyselinové sekvence nebo
celého nebo &asti proteinu, chemicka syntéza sekvence a jeji injikace do vhodného zvifete,
obvykle kralika nebo mysi.

Zplsoby piipravy mamaglobinu mohou byt napf. chemickd syntéza, rekombinantni DNA
techniky nebo jejich izolace z biologickych vzorkdl. Chemicka syntéza peptidu obsahujicicho
epitop miiZe byt provedena napf. pomoci klasické Merrifeldovy techniky, nebo pomoci syntézy
v pevné fazi (Merrifeld, ] Am Chem Soc 85:2149, 1963) nebo FMOC strategie pomoci piistroje
Rapid Automated Multiple Peptide Sunthesis System (DuPont Company, Wilmington,
DE)(Caprino and Han, J Org Chem 37:3404, 1972).

Polyklonalni protilatky mohou byt pfipraveny imunizaci kraliki injekci antigenu do lymfatickych
uzlin, nasledovany druhou davkou po dvou tydnech, kterd byla podéna intraperitonealn€. Zvifata
byla vykrvena a séra byla extrahovana pomoci piecidténého mamaglobinu, obvykle pomoci
ELISA techniky. Monoklonalni protiladtky mohou byt pfipraveny pomoci techniky podle
Milsteina a Kohlera pomoci fiizovéani splenocytl z imunizovanych mysi s nepfetrZité se délicimi
nadorovymi butikami , jako jsou myelomové, nebo lymfomové buiiky (Milstain and Kohler

Nature 256:495-497, 1975, Gulfre and Milstein, Methods in Enzymology? Immunochemical
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techniques 73: 1-46, Langone and Banatis eds., Academic Press, 1981). Takto vytvoiené
hybridomové butiky, jsou poté klonovany limitnim fedénim a supernatanty jsou testovany na
ptitomnost protilatek pomoci RIA nebo ELISA techniky.

Takto p¥ipravené polyklonalni nebo monoklondlni protilatky proti mamaglobinu mohou byt
pouZity pro izolaci a ptedisténi prekurzoru a sekretované formy mamaglobinu zbunck
mamaglobin exprimujicich. Napf. Jak je ukazano dale, polyklondlni protilatky proti 16 C-
terminalnim aminokyselinam predikovanym z cDNA kodujici mamaglobin (Glu-Val-Phe-Met-
Glu-Leu-Ile-Tyr-Asp-Ser-Ser-Leu-Cys-Asp-Leu-Phe, sekvence ¢. 14) se vaZe na prekurzor a
sekretovanou formu mamaglobinu, stejné jako na mamaglobin, ktery byl syntetizovan v in vitro
translaénim systému. Izolace mamaglobinu za pouZiti protilitek proti mamaglobinu muZe
probéhnout podle libovolné techniky, dobfe zndmé v soucasném stavu techniky, jako je napf.
afinitni chromatografie.

Jedine&na schopnost protilatek rozeznéavat a specificky se vazat na cilovy exprimovany antigen
na nadorovych buiikach, naznatuje moznost 1é¢by rakoviny (viz napf. LoBuglio and Saleh, Am J
Med Sci 304:214-224, 1992, Bagshawe, Adv Pharmacol 24:99-121, 1993). Dal$im aspektem
navrhovaného vynélezu je popsat techniku prevence a lécby rakoviny prsu zvifat, zaloZenou na
pouziti protilatek proti mamaglobinu, ktery je, jak bylo zjisténo, exprimovan ve vySS$i miie
padorovymi buitkami rakoviny prsu.

Protilatky specifické proti mamaglobinu , jak monoklondlni tak polyklonalni jsou pfipraveny
pomoci technik dobfe znamych v soucasném stavu techniky. Napt. mysi, nebo lidské
monoklonalni protilstky mohou byt pfipraveny technikou hybridom®. Dalsi moZnosti je
mamaglobin, nebo imunologicky aktivni derivaty nebo jeho fragmenty, nebo anti-idiotypové
protilatky, mohou byt podény zvifatim tak aby vyvolaly produkei takovych protilatek B
buitkami, které budou schopné identifikovat buiiky exprimujici mamaglobin.

Pfipravené protilatky nebo jejich fragmenty mohou byt oznadeny jednou nebo vice
onkolytickymi substancemi, jako je radionuklid, toxin, cytostatikum a podany pacientim trpicim
rakovinou prsu. Vazba znafené protilatky na lidsky mamaglobin ktery je exprimovan na
nadorovych buiikach pak vede k jejich smrti.

Pro ptipravu takovych protilatek, je moZno pouZit celou fadu onkolytickych latek znamych
v soudasném stavu techniky. MiiZe se jednat napf. o imunotoxiny, coZ jsou rostlinné nebo
bakterialni toxiny navazané na protilatku. Mohou to byt napf. tyto toxiny: ricin, diptheria toxin,
exotoxin A z bakterii Pseudomonas. Tento konjugat léivo-protilatka také miZe obsahovat

chemoterapeutikum navézané na protilatku. Timto chemoterapeutikem miiZze byt napf.
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tomoxifen, doxorubicin, methotrexat, chlorambucil, Vinca alkaloidy a mitomycin.Déle je moZno
pouzit radioimunokonjugat stabilnim navazanim radionuklidu na protilatku. Vhodnymi
radionuklidy pro p¥ipravu radioimunokonjugatd jsou napiiklad B-zéfiCe jako je Bl 188Re, %Re,
7cu, Y a Y'Sc, o-zatie jako je 2 A ¢ 212Bi o 212Pb, emitory elektrond jako jsou T a ""Br a
rozpadajici se nuklidy jako je B,

Zjidténi, Ze podstatna &ast nadorl prsu exprimuje mamaglobin, je zékladem dalsiho aspektu
navrhovaného vynalezu, ktery zahrnuje aktivaci mamaglobin-specifickych B a T lymfocytii (T¢)
s mamaglobinem jako antigenem. Déle navrhovany vynélez popisuje B-buné¢né antigeny a Te
antigeny, vakciny obsahujici alesponi jeden B-bunétny antigen a/mebo alespori jeden T,
mamaglobin antigen pro indukci protilitek a/nebo butikami mediované imunitni reakce proti
mamaglobin exprimujicim nadordm a zpisob lécby pacientil s rakovinou prsu exprimujici
mamaglobin. Jednim zpisobem podle navrhovaného vyndlezu, je podani aktivovanych,
mamaglobin specifickych lymfocytd pacientovi. Dal$im zpiisobem je podani mamaglobin
specifické vakciny pacientovi.

Jak je pouzivan zde, termin ,antigen mamaglobin® popisuje pfirozené se vyskytujici
mamaglobin, jeho derivaty, a fragmenty, které obsahuji epitopy rozeznavané mamaglobin
specifickymi klony B nebo T¢ bunék.

B-bunény antigen mamaglobinu misi obsahovat mamaglobin specificky B-bunéény epitop a Ty
epitop. termin ,,B-bunéény epitop” popisuje jakykoliv antigen, hapten, epitop, nebo antigenni
determinantu, kterd je rozeznavana pomoci imunoglobulinti specifickych proti mamaglobinu na
B-buiikach a ktery je schopen indukovat produkei protildtek s piislusnou pomoci Ty bunék ,
pokud je podéan zvifatim. B-bunétny epitop by mél obsahovat aminokyselinovou sekvenci o
délce alespoti 4 aminokyselin. Je vhodné, aby B-bun&tny epitop byl dlouhy alesponi 6 aZ 25
aminokyselin, lépe pak 15 aZ 22 aminokyselin. Aminokyselinova sekvence B-bunééného epitopu
mtZe byt identickd, nebo v podstaté identickd s aminokyselinovou sekvenci pfirozené se v
mamaglobinu vyskytujici. Jinou moZnosti je, Ze aminokyselinova sekvence B-bunééného epitopu
je je identicka , nebo v zasadé identicka s nesouvislou aminokyselinovou sekvenci , pfedstavujici
topograficky sestavené determinanty mamaglobinu.

Termin ,Ty-bun&tny epitop® popisuje jakoukoliv antigenni determinantu rozeznavanou
pomocnymi T buiikami prostfednictvim asociace s MHC II molekulou. Aktivace pomocnych T
bunék vyvola diferenciaci klidovych mamaglobin specifickych B-bunék na plasmatické buiiky
sekretujici vysokoafinitni IgG, tzn. indukuje sekundarni imunitni reakci. Piprava a pouZiti

imunogennich peptidl obsahujicich B- a Ty- buné¢né determinanty tak aby bylo moZno piipravit
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vy$8i titry specifickych protildtky produkujicich B-bungk pomoci Ty —bunék, Je dobie znamo
v soucasném stavu techniky (viz napf. Cheronis et al., patent US 5 573 916, Denton et al., Cancer
Letters 70:143-150 (1993), Borras-Cuesta et al., Eur J Immunol 17:1213-1215 (1987) a Good et
al., Science 235:1059-1062 (1987)). Ty epitop miiZe obsahovat aminokyselinovou sekvenci
z mamaglobinu, nebo zcela heterologniho proteinu. Napf. Denton et al., popisuje indukci
protildtkové odpovédi proti muciniim, coZ jsou komplexni glykoproteiny exprimované na
sekrecnich epitelech a asociované s rakovinou prsu, nebo jinymi nadory, u mysi imunizovanych
syntetickym peptidem obsahujicim B-bunétnou determinantu zzjadra MUC-1 muciny,
napojenou na sekvenci 111-120 z chfipkového hemaglutininu A/X-31, zndmé determinanty
pomocnych T-bunék. Epitop pomocnych T-bunk by mé&l obsahovat aminokyselinovou sekvenci
o délce od 6 do 20 aminokyselin, lépe pak mezi 8 aZ 18 aminokyselinami a nejlépe 9 az 15
aminokyselin.

T¢ antigen z mamaglobinu obsahuje T, epitop a agretop pro MHC t#idy I. Termin » 1 c-bunéény
epitop* popisuje jakykoliv antigen, epitop nebo antigenni determinantu rozeznavanou
mamaglobin specifickymi Tc-butikami, pokud je prezentovan na povrchu antigen prezentujicich
bungk prostiednictvim spravné MHC I molekuly. Termin ,,MHC I agretop“ popisuje jakoukoliv
aminokyselinovou sekvenci rozezndvanou molekulou MHC I, kterd umozZtiuje mamaglobinu byt
prezentovan mamaglobin specifickym T-buiikdém pomoci molekuly MHC I na povrchu antigen
prezentujicich bun¢k (APC) . T-bunéény epitop a MHC I agretop jsou obsaZeny v jedné
aminokyselinové sekvenci o délce 6 az 11 aminokyselin, kterd je identicka, nebo velmi podobna
aminokyselinové sekvenci fragmentu pfirozené se vyskytujiciho v mamaglobinu. Je vhodné aby
tato sekvence byla 8 az 9 aminokyselin dlouha.

Zpisoby identifikace B- a T- bun&énych antigenil, jsou dobfe zndmé v soudasném stavu
techniky.Napfiklad, kapacita izolovanych mamaglobin specifickych B- nebo T- bungk
reagujicich na syntetické peptidy i sekretovany mamaglobin mohou byt stanoveny standartnimi
imunobiologickymi technikami. Peptidy, které byly identifikovany jako antigenni, mohou byt
modifikovany v jedné nebo vice aminokyselinach , tak aby byla optimalizovana jejich schopnost
stimulovat mamaglobin specifické T- nebo B- buriky.

B-bunény epitop mize byt také mapovan pomoci komeréné dostupnych kitd pro mapovani
epitopil , které umoZiuji testovani ndhodnych peptidii navazanych na C konec nosice, kterym
miiZe byt ,,polyethylen multipin support“, napf. Cambridge Research Biochemicals.

Dalsi moZnosti , je predikovanou sekvenci mamaglobinu prohledat , aby byly nalezeny znamé

vazebné motivy MHC I nebo MHC II molekul. Viz napt. Hill et al., Nature 360:434 (1992),
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Pamer et al., Nature 360:852 (1992), Hammer et al., J Exp Med 176:1007 (1992) a Falk et al.,
Nature 351:290-296 (1991). Napiiklad, antigenni peptidy rozeznavané CTL specifickymi pro
rakovinu prsu mohou byt identifikovany prohleddnim aminokyselinové sekvence mamaglobinu
na HLA-A \

vazebné peptidy, jak popisuje Peoples et al., Proc Natl Acad Sci 92:432-436 (1995). Vybér
HLA-A2 jako antigen prezentujici molekuly vyhovuje pokud pacient exprimuje HLA-A2
(pfiblizn€ 50 % Evropani exprimuje HLA-A2). Peptidy o kterych se predpoklada, Ze se budou
vazat na HLA-A2 mohou byt syntetizovany a testovany na antigenicitu, navazanim na T2
bunécnou linii, lidsky T/B buné¢ny fiizni produkt obsahujici defekt pii prezentaci antigenu ,
takze HLA-A2 molekuly na povrchu T2 bun&k mohou byt efektivné ,naplnény“ exogennim
peptidem (Henderson et al., Science 255:1264-1266 (1992)). Dédle je pouZita standartni
cytotoxicka technika, coZ pfedstavuje inkubaci T2 bunék s navazanym syntetickym peptidem se
specifickymi  CTL izolovanymi zlymfocyti infiltrujicich nador (TIL) zmamaglobin
exprimujiciho nadoru (Peoples et al., 432-433 a Toso et al., Cancer Res 56:16-20 (1996).
Antigenni peptidy mamaglobinu obsahujici T, epitopy mohou byt také identifikovany pomoci
kyselého vymyvani endogennich peptidl prezentovanych na HLA t¥idy I na povrchu nadorovych
bun€k (Peoples et al., viz vySe). Vymyté peptidy mohou byt rozdéleny fadou technik zndmou
v soucasném stavu techniky , véetné déleni pomoci HPLC. Rizné frakce peptidii jsou navazany
na T2 bunky a T2 buriky snavdzanym peptidem jsou inkubovany s specifickymi CTL
izolovanymi z lymfocytl infiltrujicich nador, za pouZiti standartnich postupi.
Dalsi pouZiti peptidu podle navrhovaného vynalezu, je pfi adoptivni imunoterapii. Tato terapie
zahrnuje in vitro, za pouZiti mamaglobinu, aktivaci a rozmnoZeni mamaglobin specifickych B-
bunék produkujicich protilatky a/nebo mamaglobin specifickych cytotoxickych lymfocytd
izolovanych z pacienta trpiciho nddorem prsu, ktery exprimuje mamaglobin.Tato technika miize
byt také provedena s prostfedkem obsahujicim jak B- tak T- bunétné antigeny. Aktivované
lymfocyty jsou pak navraceny pacientovi.
Mamaglobin jako antigen podle navrhovaného vyndlezu, je také pouzitelny pro ptipravu
mamaglobin specifické vakciny. Tato vakcina obsahuje takové mnozZstvi mamaglobinu, které
stimuluje imunitni reakci. Jak je pouzivan zde, termin ,,imunostimulaéni mnoZstvi“ popisuje
takové mnozstvi antigenu, které je schopné stimulovat pozadovanou imunitni reakci u pfijemce,
pro potlaceni, nebo 1é€bu rakoviny prsu. Toto mnoZstvi miZe byt stanoveno empiricky pomoci

standartnich postuptli , dobfe znamych v sou€asném stavu techniky.
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Antigen miZe byt podan v libovolném po&tu vakcin a forem, které jsou nezbytné pro vyvolani
pozadovaného typu imunitni odpovédi, tzn. buné&né nebo humoralni reakce. Tyto moznosti jsou
znamé v souCasném stavu techniky (viz Lanzavecchia, Science 260:937-944 (1993) a
Raychandhuri patent US 5 585 103). Ptikladem forem vakciny, které mohou byt pouZity pro
stimulaci imunitni reakce, jsou farmaceuticky pfijatelnd adjuvans, jako jsou soli hliniku, emulze
sqalenu nebo sqalen a muramyl dipeptid, lipozémy a mohou déle obsahovat stabilizétor, slozku
tvotici micely a biodegradovatelny a biokompatibilni olej (Raychaudhuri, viz vyse).

Mamaglobin specifickd vakcina mize také obsahovat buiiky slouZici jako nosi¢ mamaglobinu. Je
vhodng, aby tyto butiky byly pfipraveny z autolognich profesiondlnich antigen prezentujicich
bungk (APC), jako jsou makrofégy, dendritické buiiky, nebo aktivované B nebo T lymfocyty (viz
Lanzavecchia, viz vySe). Profesiondlni APC exprimuji ligand B7, ktery se vaze na CD28 nebo
CTLA4 na pomoenych T butikach a doru¢uje na antigenu nezavisly kostimulaéni signal, Znamy
jako signal 2, ktery blokuje anergii nebo inaktivaci T-bun&k. Vakcina miZe tedy také obsahovat
IL-2 nebo jiny kostimulaéni signal, blokujici navozeni anergie nebo inaktivace (Lanzavecchia,
viz vyse).

Dalsi forma mamaglobin specifické vakciny obsahuje rekombinantni vektor obsahujici
nukleotidovou sekvenci nezbytnou pro expresi mamaglobinu. PouZiti infekénich agens pro
stimulaci CTL je velmi dobfe zndmé v sou¢asném stavu techniky (Raychaudhiri, viz vyse). Byly
popsény chimérni vektory byly popsdny za pouZiti vakcinie, polio-, adeno- a retrovird, stejné
jako bakterie, jako jsou Listerie a BCG. Napf., pro virus ptadich nestovic, ALVAC, bylo
prokazano,Ze je schopen vyvolat silnou imunitni reakci proti vloZenému cizorodému proteinu
(Taylor et al., Virology 187:321-32(1991)). Navic, rekombinantni ALVAC exprimujici MZ2-E
lidsky melanomovy antigen koédovany MAGE-1 genem, je schopen stimulovat in vitro MAGE-1
CTL aktivitu v populaci TIL z nadoru exprimujiciho MAGE-1 mRNA (Toso et al., viz vyse).
V jiném piipadé popsaném v patentu US 5 593 972, od Weiner et al., rekombinantni expresni
vektor kodujici antigen imunogenniho proteinu, miZe byt pro nasmérovani pfimo podan
individualné jednomu typu bunék in vivo, napf. svalovym butikdm, nebo burikdm ex vivo
zarover s latkou ktera zajisti vstup DNA do buriky.

KaZzdy odbornik v oboru miZe snadno odhadnout, co by méla vakcina obsahovat tak aby bylo
dosaZeno pozadované imunitni reakce. Napf. pro indukei produkce protilatek proti mamaglobinu
in vivo, by vakcina méla obsahovat alespori jeden B-bun&ény antigen mamaglobinu obsahujici B
epitop a Ty epitop. Ty epitop by se mél shodovat s hlavnim MHC II haplotypem pfijemce

vakciny. Je také moZné pouZit univerzéalni Ty epitop, ktery je rozezndvan vSemi lidskymi
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molekulami MHC I bez ohledu na haplotyp, ktery pochdzi z tetanového toxoidu (Panina —
Bordignon et al., Eur J Immunol 19:2237 (1989)) Je vhodné, aby vakciny obsahovaly celou fadu
B-bun&nych antigenti z mamaglobinu s Ty epitopy rozeznavanymi MHC II molekulami réiznych
HLA typa.

Dalsi variantou navrhovaného vynalezu, je mamaglobin specifickd vakcina indukujici bun&&nou
imunitu a obsahujici alespofi jeden T. antigen mamaglobinu schopny aktivovat mamaglobin
specifické T butiky. Je vhodné, aby tato vakcina obsahovala ngkolik T, bunéénych antigent.
Mamaglobin specifickd vakcina miZe byt pfipravena tak, Ze indukuje jak protilatkovou, tak
bunéénou odpovéd'. V této varianté pak obsahuje jak B- tak T- bunééné antigeny.

Pacient trpici nadorem, ktery exprimuje mamaglobin muZe byt lé¢en podanim
imunostimulaéniho mnoZstvi mamaglobin specifické vakciny, podle navrhovaného vynalezu.
Vakcina miZe byt podana libovolnym znamym zpiisobem. MiiZe to byt tedy napf. intravenézné,
intraperitonealné, intramuskularné, podkoZné nebo intramamarné.

Nejvhodnéjsi varianty navrhovaného vynalezu jsou popsany dale v piikladech. Jiné konkrétni
varianty v ramci narokd, jsou ziejmé kazdému odbornikovi v oboru z popisu a specifikaci
vynalezu, jak jsou uvedeny. Je zamySleno, Ze specifikace, zaroven s piiklady , jsou uvedeny
pouze pro ilustraci , s ramcem a mySlenkou stanovenou naroky, které nasleduji ptiklady.

V niZe uvedenych pfikladech jsou bunétné linie ziskané z ATCC (American Type Culture
Colection), jsou ponechany rist v D-MEM mediu doplnéném 10 % fetalnim sérem. Tkanové
biopsie byly ziskany z Human Cooperative Tissue Network (LiVolsi et al., Cancer 71:1391-
1394, 1993).

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

PRIKLAD 1. P¥iklad izolace cDNA kédujici mamaglobin
Celkova bunétnd RNA zbuné&né linie MDA-MB415 byla izolovdna za pouZiti standartni
technikou pomoci guanidin izothiokyanétu (Belyavsky et al., viz vySe). Tato RNA byla pouzita
pro RACE PCR za vyuziti Amplifinder kitu (Clontech) a nasledujiciho protokolu.

Syntéza prvniho fetézce cDNA probéhla standartni reakci do které vstoupilo 1 ug RNA, 10 uM
specifickych primerG pro mamaglobin D2R (5'- ATA AGA AAG AGA AGG TGT GG -3)
(sekvence €. 4), 4 ng 5x RT pufru (250 mM TrisCl pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 2 pi
100 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP a 200 jednotek reverzni transkriptizy Superscript '
(Gibco/BRL) v reakénim objemu 20 pl. Reakce probihd 1 hodinu p#i 45 °C a je ukondena 5
minutovou inkubaci v 95 °C. RNA byla hydrolyzovana pomoci 400 uM NaOH pii 65 °C po

dobu 30 minut a neutralizace byla provedena 400 pl kyseliny octové.
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Reakéni smés byla poté pfidana do 3 objemti 6M Nal a 10 ul sklenénych zm. Tato zrna byla
promyta tiikrat 80 % ethanolem a nukleova kyselina byla vymyta ze zrn 45 pl vody. Nukleova
kyselina byla poté precipitovadna a resuspendovéna v 10 pl vody. P¥etistény prvni fetézec cDNA
byl ligovan s pfipravenym kotvicim oligonukleotidem (sekvence €. 9, 5'- CAC GAA TTC ACT
ATC GAT TCT GGA ACC TTC AGA GG -3"), za pouziti T4 RNA ligazy pfi 27 °C po dobu 20
hodin. Jedna desetina liga¢ni reakce byla pouzita pro PCR amplifikaci v 50 pl reakéni smési
obsahujici 1 pM kotviciho primeru (sekvence &. 10, 5°- CTG GTT CGG CCC ACC TCT GAA
GGT TCC AGA ATC GAT AG -37), 1 um primer specificky pro mamaglobin D2Rb (sekvence
& 11, 5-AAT CCG TAG TTG GTT TCT CAC C -3"), 200 uM dNTP, 5 jednotek Vent™ DNA
polymerazy a 1x polymerdzovy pufr (20 mM TrisCl, 10 mM KCl, 10 mM (NH),SO4, 2 mM
MgSOy4, 0,1 % Triton X-100). Reakéni smés byla inkubovana pfi 95 °C 2 minuty, poté pii 94 °C
45 sekund, 50 °C 1 minutu a 72 °C 90 sekund, celkem 30 krat.

Dva posmémé mamaglobin specifické oligonukleotidy byly D2R (sekvence &. 4) a D2Rb
(sekvence ¢. 11). Protismérné mamaglobin specifické oligonukleotidy byly pouzity podle
doporuceni vyrobce, D2F (5'- CTT TCT GCA AGA CCT TTG GC -3) (sekvence &. 12).
VSechny PCR amplifikace byly provadény pomoci Vent DNA polymerazy (New England
Biolabs). Amplifikované RACE produkty byly rozstiizeny EcoRI a ligovany do EcoRI a Smal
mist plazmidového vektoru pGEM7Z (Promega, Madison, WI).

VSechna sekvenovani probihala pomoci Taq DNA polymerazového teplotniho cyklu
sekvenéniho kitu, podle protokolu vyrobce (Promega). Zjednodusené, postup byl takovy.

10 pmol sekvence specifického oligonukleotidu bylo oznafeno 10 pmol 3 Py ATP (3000
Ci/mmol a 10 mCi/ml) za pouZiti T4 polynukleotid kindzy v 10 pl reakéni smési po dobu 30
minut v 37 °C. Polymeriza&ni reakce zahrnovala 100 ng templatu plazmidu, 1,5 pmol znateného
sekven¢niho primeru a 5 jednotek Taq polymerazy o sekvencni Cistoté v 17 pl sekvenéniho pufru
dodéavaného vyrobcem. Reakéni smés byla rozdélena do 4 reakénich nadob obsahujicich
vyrobcem dodavanou smés deoxynukleotidli a nebo dideoxy-A, C, G nebo T. Tyto zkumavky
byly poté inkubovéany pii 95 °C 2 minuty, poté pti 94 °C 45 sekund, 45 °C 30 sekund a 72 °C 1
minutu, celkem 30 krat. Po ukonleni reakce, byly pfidiny 3 pl barviva 80 %
formamid/bromfenolovd modf do kazdé zkumavky. Vzorky byly zahidty na 70 °C po dobu 2
minut a naneseny na 6 % akrylamidovy sekvenacni gel obsahujici 7,5 M mocovinou a déleny 2
aZ 4 hodiny pii vykonu 60 W. Gel byl vysuSen a exponovan na film Kodak XARS X-ray po dobu
2 aZ 24 hodin.
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Takto ziskané sekvence byly tedy 403 bp fragment (sekvence ¢. 5) jak ukazuje na obr. 2 plna
Cara. Dfive byla izolovdna DEST002 Tag sekvence (Watson a Fleming, viz vyse). Jednalo se o
206 bp dlouhy fragment (sekvence €. 6) jak ukazuje na obr. 2 prazdna &4ra. Kombinaci informaci
z téchto dvou sekvenci umoznilo odvodit plnou délku sekvence o 503 bp kédujici mamaglobin

(obr. 2).

PRIKLAD 2. Demonstrace restrikce exprese mamaglobinu na nadorové buiiky rakoviny prsu a
v men$i mife na normalni mlé¢nou Zlazu.

Byla izolovana celkovd bunéfnd RNA ze vzork za pouziti standartni technikou pomoci
guanidin izothiokyanatu a inkubovana s DNazou bez RN4z (Promega). Pro RT/PCR analyzu, byl
1 pg celkové RNA reverzn€ transkribovan s dTy; (sekvence €. 13) a Superscript II reverzni
transkriptazou (Gibco/BRL) podle protokolu vyrobce. 200 ng oligo dT,; (sekvence ¢. 13) a 1 pg
celkové RNA bylo inkubovano pfi 65 °C 5 minut v 10 pl objemu. Vzorky byly ochlazeny v ledu
a bylo k nim pfiddno 4 pl 5x RT pufru (250 mM TrisCl pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,), 2
pl 100 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP a 200 jednotek reverzni transkriptizy Superscript ™ II
(Gibco/BRL) v reakénim objemu 20 pl. Reakce probihd 1 hodinu pfi 45 °C a je ukonéena 5
minutovou inkubaci v 95 °C.

Desetina z kazdé RT/PCR reakce byla podrobena PCR analyze za pouZziti mamaglobin
specifickych primertt D2R (5'- ATA AGA AAG AGA AGG TGT GG -3°) (sekvence ¢. 4) a
d2102 (5'- CAG CGG CTT CCT TGA TCT TTG -3") (sekvence €. 3) pfi standartnich reakénich
podminkach, 40 cykli pii 94 °C x 30 sekund / 55 °C x 1 minuta/ 72 °C x 1 minuta.

Northern blotem bylo analyzovano 20 pg celkové RNA jak bylo popsédno difve (Watson a
Fleming, viz. vy$e) za pouziti sondy celé délky cDNA pro mamaglobin. Integrita a rovnomérné
naneseni vzorkii RNA bylo ovéfeno znaCenim ethidium bromidem.

Jak ukazuje obr. 4A, je 500 bp dlouha mRNA pro mamaglobin byla dobfe detekovatelna
v nadorovém vzorku 2410 ( tkan ze které byly izolovany pivodni DEST sekvence) a v daleko
mensi mife v normalni tkdni mlécné Zlazy, ale ne v nddorové transformovanych epithelidlnich
burikach z prsu B5-589, nebo v lidskych plicich, placenté, déloze a vajeCnicich (obr. 4A). Po
amplifikace RT/PCR, nebyla exprese mamaglobinu v 15 tkanich (obr. 4B). Detekce MRNA pro
glyceraldehyd-3- fosfat dehydrogendzu (GAPDH) (obr. 4B) a EGF receptor (neni uvedeno)
v téchto reakcich dokazuji Ze nepfitomnost MRNA pro mamaglobin nebyla déna degradaci RNA
nebo jinymi chybami. Z toho vyplyva, Ze exprese mamaglobinu je specifickd pro tkan mlécné

Zlazy.
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PRIKLAD 2A. Diikaz specifity exprese mamaglobinu pro mlé&nou zlazu, v normalni tkani
Sonda c¢cDNA pro mamaglobin pouZitd v ptikladu 2, byla hybridizovdna s komer&né
pfipravenymi dot-blot normalizovanymi polyA obsahujicimi molekulami RNA izolovanymi
z smichané populace normalnich lidskych tkéni (Maste Blot™, Clontech, Palo Alto, CA). Dot-
blot obsahoval RNA z nasledujicich tkéni: mozek, mandle, ocasaté jadro, mozedek, mozkova
kdra, Celni lalok, hippocampus, prodlouzend micha, tylni lalok, bazalni jadro, substantia nigra,
spankovy lalok, thalamus, micha, srdce, aorta, kosterni sval, tlusté stievo, krev, déloha, prostata,
zaludek, varlata, vajecnik, pankreas, hypofyza, nadledvinky, §titnd zlaza, slinnd Zlaza, mlécna
Zlaza, ledviny, jétra, tenké stievo, slezina, brzlik, periferni leukocyty, lymfaticka uzlina, kostni
dien, slepé strevo, plice, pridusnice, placenta, fetdlni mozek, fetalni srdce, fetalni ledviny, fetalni
jatra, fetalni slezina, fetalni brzlik a fetélni plice.

Molekyly ¢cDNA kédujici mamaglobin byly oznageny **P-o-dCTP (10 mCi/ml, > 3000 Ci/mmol)
a Redprime znadicim kitem (Amersham, Arlington Heights, IL) podle protokolu vyrobce. Dot-
blot byl hybridizovan s 1x10® CPM/ml ¢cDNA sondy pro mamaglobin pfi 60 °C po dobu 16
hodin za pouziti Rapid-Hyb hybridiza¢niho pufru (Amersham, Arlington Heights, IL). Filtry byly
poté dvakrat promyty pfi pokojové teploté po dobu 15 minut v 2x SSC /0,1 % SDS a dvakrat pii
60 °C po dobu 1 hodiny byly omyvany 0,2 x SSC / 0,1 % SDS. Promyté filtry byly exponovany
na XARS5 filmy (Eastman-Kodak, Rochester, NY) s deskou zvySujicic emisi fosforu po dobu 72
hodin.

Mamaglobin kédujici mRNA byla detekovéna pouze v RNA z mlééné 7lazy (neni zobrazeno).
Neptitomnost mRNA pro mamaglobin v normalni slinné Zlaze a prostaté naznaduje, Ze exprese
mamaglobinu neni spojena s apokrinnim fenotypem, jak tomu je u GCDP1S5, ktery je pouzivin
jako znak specificky pro mléénou zlazu (Wick et al., Hum Pathol 20:281-287, 1989, Raab et al.,
Am J Clin Pathol 100:27-35, 1993). Tyto vysledky ukazuji moZnost vyuZiti mamaglobinu jako

vysoce specifického znaku pro rakovinu prsu.

PRIKLAD 3. Dilkaz, Z¢ ¢cDNA pro mamaglobin kéduje translatovatelnou nukleotidovou
sekvenci, vedouci k proteinu o pfedvidatelné molekulové hmotnosti.
Byla provedena in vitro translace pomoci TNT™ krali¢iho retikulocytového translacniho kitu

s T7 RNA polymerazou (Promega) a 35 S-methioninem (>1000 Ci/mmol, 10 mCi/ml,

Amersham) podle protokolu vyrobce.
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K25 ul TNT™ kraligiho retikulocytového lyzatu bylo pfidéno 2 pl vyrobcem pfipraveného
reakéniho pufru, T7 RNA polymerazy, 20 uM aminokyselinové smési bez methioninu, 40 pCi
33S-methioninu (1000 Ci/mmol, 10 mCi/ml), 40 jednotek inhibitoru ribonukiedz, 1 pg
mamaglobin / pGEM7 plazmidu a dostatecné mnoZstvi vody opracované DEPC, tak aby
vysledny objem byl 50 pl. Reakce probihala 60 minut pii 30 °C. 5 ul reakéni smési bylo potom
pfeneseno do 20 pl SDS gelového pufru, 2 minuty vafeno a naneseno na 17,5 % SDS-
polyakrylamidovy gel.

Krali¢i retikulocytovy lyzat s cDNA kédujici mamaglobin dal vzniknout 6 kD proteinu, zatimco

lyzéat bez cDNA nevytvoiil Zadny protein.

PRIKLAD 4. Rozéifeni zvy$ené exprese mamaglobinu u primarnich nadort prsu

Pro stanoveni frekvence vyskytu zvySené exprese mamaglobinu u nadort prsu, byl vyhodnocen
panel patnacti riznych nadorG prsu v prvnim stadiu, o riiznych histologickych typech, pomoci
hybridizace na Northern blotu se sondou pro mamaglobin cDNA. Pro kontrolu byly pfidany dva
vzorky ze zdravych tkani prsu (obr. 6) 500 bp dlouhda mRNA pro mamaglobin byla detekovana
v normalni tkani a nddoru 2410 a v dalich tfech nadorech, z nichz dva vykazovali malou nebo
Zadnou expresi v normalni tkani pacienta (BO15 - BO16 a BO22 - BO23) (obr. 6). Ve vSech, 4
z 15 (27 %) byla zjisténa zvySena exprese mamaglobinu.

Tyto tidaje naznaduji, Ze zvyend exprese mamaglobinu neni vdzand na jeden vzorek nadoru a je
u nadordi prsu pomérné béZna. Fakt, Ze viechny testované nadory byly ve fazi 1, naznaluje, Ze

k tété poruse dochazi pomérné ¢asné pii progresi nadoru prsu.

PRIKLAD 5. Detekce mamaglobinu pomoci specifické protilatky

Specificka protilatka proti mamaglobinu byla pfipravena navézanim peptidu odpovidajictho 16
aminokyselindm na C-terminalnim konci odvozenych z cDNA sekvence pro mamaglobin (Glu-
Val-Phe-Met-Gln-Leu-lle-Tyr-Asp-Ser-Ser-Leu-Cys-Asp-Leu-Phe, sekvence ¢. 14) na
hemocyanin z piilipky pfilivové a injikovana kralikim spolu s Freundovym adjuvans.
Sekundarni ddvka byla podéna za tfi tydny a 12 tyden byli krélici vykrveni a séra byla testovana
na svoji schopnost detekovat mamaglobin za bezsérovych podminek, ze supernatantd z kultur
nadorovych linii rakoviny prsu MDA-MB-415 a MCF-7. Linie MDA-MB-415 byla

identifikovana diive jako bun&¢n4 linie exprimujici mamaglobin, zatimco u linie MCF-7 nebyla
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prokéazana Zadna tvorba mRNA. Kultivaéni média byla sebrdna po 24 hodinich z kultury a
d&lena na 12 % akrylamidovém gelu za redukujicich podminek (tzn. vzorky byly vateny v pufru
obsahujicicm DTT a 2-merkaptoethanol (BME) aby byly redukovéany disulfidické vazby),
blotovana na Nytran filtr a analyzovéna standartnim Western blotem pomoci vySe popsané
protilatky proti C-termindlnimu peptidu jako primarni protilatky v této technice. Po navéazani
primarni protilatky byl blot promyt a byla pfidana sekundarni protilatka (kozi proti kralici).
Komplexy  mamaglobinu s protilaitkami  byly  zviditelnény = pomoci  enzymaticki
chemiluminiscence (ECL Western Blotting Detecting Reagent, Amersham, Arlington Heights,
IL).

Polyklonalni protilatky proti mamaglobinu byly detekovéany v pruhu odpovidajicimu velikosti asi
21 kD v upraveném médiu MDA-MB-415 bunék (neni zobrazeno). Zé4dnou pfitomnost nebylo
mozno prokéazat v médiu MCF-7 bunék (neni zobrazeno). To potvrdilo data ziskana pfi testovéni
mRNA pro mamaglobin, Ze MDA-MB-415 bunky tvoff mamaglobin a MCF-7 nikoliv.
Molekulova vdha mamaglobinu sekretovaného MDA-MB-415 butikami do média je vy3Si nez
10,5 kDa, coZ je odvozeno od pfedpokladané aminokyselinové sekvence €. 2. Nebot’ v podstaté
vSechny sekretované proteiny jsou glykosylované, cytoplazma MDA-MB-415 bunék byla
testovana pomoci polyklonélnich protilatek proti mamaglobinu aby bylo moZno detekovat
prekursor sekretované formy.

MDA-MB-415 buiiky byly kultivovany 24 hodin v bezsérovém médiu, to bylo poté sebrano.
Navazané butiky byly promyty fosfatovym pufrem (PBS) a lyzovany 1x Laemmli pufrem (2 %
SDS, 10 % glycerol, 100 mM DTT, 60 mM Tris, pH 6,8, 0,001 % bromfenolova modi).
Lyzovana smés byla 5 minut vafena a poté centrifugovana 10 000 g 5 minut tak aby byla
odstrangna drt. Bun&&ny lyzat byl pfenesen do nové zkumavky a pouZit pro analyzu na Western
blotu, jak je popséna déle.

Supernatant i bun&ny lyzat byly déleny na 12 % SDS akrylamidovém gelu za redukujicich
podminek (vzorky byly povafeny v pufru obsahujicim DTT a BME) a pieblotovany na PVDF
membranu za pouZiti standartnich technik. Blot byl poté testovan pomoci polyklonalni protilatky
proti C-konci v pfitomnosti a v nepfitomnosti kompetitivniho peptidu, pouZitého pro piipravu
protilatky.

Vizualizace komplex protilitka — mamaglobin je popsina dédle. Jak ukazuje obr. 7,
v nepftitomnosti kompetitivniho peptidu (-) je v médiu (S) pfitomny 21 kD prouzek piedstavujici
21 kD sekretovany mamaglobin. Bunéény lyzéat (C) vykazuje hlavni band o velikosti pfiblizn€ 14
kD a nekolik prouzkii o vyssich molekulovych hmotnostech, véetné jednoho o piiblizn¢ 21 kD.
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Pokud je Western blot provadén v piitomnosti kompetitivniho peptidu (+), sekretovana forma ani
intracelularni forma mamaglobinu neni vizualizovana, coZ dokazuje, Ze protein obsahuje peptid
proti kterému byla zamé&fena protilatka.

14 kD prouzek detekovatelny pouze v bunééném lyzatu pravd€podobné piedstavuje prekurzor
nebo nezpracovanou formu mamaglobinu. Nebot' predikovand aminokyselinovd sekvence
mamaglobinu obsahuje konsenzus N-glykosilani mista, Asn-X-Thr umisténé v poloze 53 az 55
a 68 az 70 sekvence ¢. 2, 21 kD forma pravdépodobné piedstavuje glykosylovanou formu
proteinu.

Tato hypotéza byla testovana kultivaci MDA-MB-415 bunék v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
tunicamycinu, latky ktera blokuje N-glykosilaci u eukaryotickych proteind. Tunicamycin, lug/ml
je ptidan do jedné nebo dvou identickych kultur a ty byly inkubovany pfes noc. Kultiva¢ni média
a bun&lny lyzéat z opracovanych bunck byl pripraven a analyzovan Western blotem, jak je
popsano vyse.

Jak ukazuje obr. 8, média zkultury (S) inkubované s tunicamycinem (+) vykazuji absenci
sekretovaného mamaglobinu, coZz dokazuje, Ze sekretovany mamaglobin je glykosylovany.
Piekvapivé, cytoplazmatickd membrana mamaglobinu (14 kD) rovnéZ neni detekovatelna
v bun&énych lyzatech z MDA-MB-415 bunék inkubovanych ztunicamycinem (prava krajni
draha). Pfedpokladame, Ze zablokovani &asnych krokd glykosylace tunicamycinem, vede
k nestabilité¢ a degradaci prekurzorli mamaglobinu a tim ztrat€é moznosti detekovat 14 kD
proteinu v cytoplazmé buné&k inkubovanych s tunicamycinem.

Polyklonélni protilatka proti C-konci mamaglobinu také detekuje 14 kD prekurzor mamaglobinu
v buné&ném lyzatu u vzork® z priméarnich nadord prsu. Jak je vidét na obr. 9, prekurzorova forma
mamaglobinu je piitomna na naddorovém vzorku BO23, ale neni detekovatelnd v normalni tkani
ze stejného pacienta (BO22). Je zajimavé, Ze nékteré nadorové vzorky exprimujici
mamaglobinovy transkript (tj. 087R, 014, 75A a 2410) neobsahuji detekovatelné mnoZstvi
proteinu mamaglobinu, jak bylo zjiténo pomoci Western blotu. Jednou hypotézou vysvétlujici
tato data je, e exprese mamaglobinu je diferencialné regulovana na Urovni transkripce a
translace a Ze tato diferencidlni regulace uréuje stadium rozvoje nadoru.

Polyklonélni protilatky proti mamaglobinu jsou také pouZitelné pro stanoveni sekretovancho
mamaglobinu v sekretech mlé&né Zlazy z proliferujici mlééné Zlazy Kolostrum nebo zralé
matefské mléko (500 ul vzorku) bylo odebrano z tEhotnych Zen béhem prvniho a tietiho
trimestru, pii narozeni a vdny 1, 14 a 21 po porodu. Vzorky byly nafedény odpovidajicim

mnoZstvi 2 x Laemli pufru (4 % SDS, 20 % glycerol, 200 mM DTT, 120 mM Tris, pH 6,8, 0,002
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% bromfenolova modf). Nafedéné vzorky byly vafeny 5 minut a poté centrifugovany 5 minut pfi
10 000 g pii 4 °C, aby byla odstranéna drt. Denaturované vzorky byly pieneseny do nové
zkumavky a skladovany v —20 °C pred analyzou na Western blotu, jak je popséna vy3e.

Jak ukazuje obr. 10, protilatkami detekovany 21 kD sekretovany mamaglobin v sekretech mlééné
7lazy béhem tehotenstvi, obdobi silné proliferace epitelidlnich bunék. Pocatek laktace, stadium
diferenciace epitelidlnich bunék, hladina mamaglobinu podstatné klesne jiZ 3 dny po porodu a
neni detekovatelny jiz 14 dni po porodu. Tyto vysledky dokazuji, Ze sekretovany mamaglobin je
asociovany s proliferaci epitelialnich bunék v prsu, coZ souhlasi s pozorovanim sekretovaného
mamaglobinu pii rakoving prsu.

Reaktivita protilatky s peptidem mamaglobinu muze byt také prokazana na nadorovych buiikéch
rakoviny prsu pomoci imunohistochemického znaceni v parafinem fixovanych ¥ezech u vzorkl
z pacientl trpicich rakovinou prsu (obr. 11). Imunohistochemické znaleni bylo provedeno
pomoci protilatky proti mamaglobinu, jako primamni protilaitky a poté detekci komplexu
mamaglobin — protilatka za pouZziti sekundéarni protilatky kozi proti krali¢i, ktera je konjugovéna
s kfenovou peroxidazou a 3,3’-diaminobenzentetrahydrochloridu (DAB) jako substratu. Burky
exprimujici mamaglobin jsou pak oznaceny hnédg.

Z t&chto zavéra vyplyva, Ze mamaglobin je syntetizovan ve formé prekurzoru a post-translaéné
modifikovan, napf. N-glykosylaci, kterd zvySi jeho molekulovou hmotnost pted sekreci, Ze
stabilita prekurzoru pro mamaglobin je zavisla na N-glykosilact a Ze mamaglobin je sekretovan

proliferujicimi bunikami rakoviny prsu.

Ptiklad 6. Detekce mamaglobinu v nadoru prsu pomoci imunohistochemické analyzy za pouZiti
polyklonalnich protilatek proti mamaglobinu popsanych v ptikladu 5.

Sto nahodnych vzorkd z nadorG mlééné Zlazy bylo vybrano ndhodn€ z Vanderbilt University
Department of Pathology a z Washington University Cancer Centre Tumor Repository.
Formalinem fixované, parafinem zpevnéné tkanové vzorky byly nafezany na tloustku 5 pm,
preneseny na sklicko a vysuSeny.

Pro imunohistochemické znageni byly vzorky zbaveny parafinu a rehydratovany v roztocich se
stoupajicim pomérem vody k ethanolu. Tkan byla nejprve piedinkubovdna normalnim kozim
sérem (Vector Laboratories, Burlingame, CA) na fedéni 1:100 v 3 % hovézim sérovém albuminu
(BSA) ve fosfatovém pufru (PBS) a poté s krali¢i polyklonalni protilatkou proti mamaglobinu
v fedéni 1:1000 po dobu 1 hodiny pti pokojové teploté. Po n€kolika promytich v PBS byly fezy
inkubovany v normalnim kozim séru (1:1000), 3 % BSA a 6 pg/kg biotinylované kozi protilatky
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proti krdli¢imu IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA) v PBS po dobu 1 hodiny. Sekundarni
protilatka byla promyta ¢tyfikrat PBS a tkaniové fezy byly poté inkubovany s 1:1000 nafedénym
konjugatem streptavidinu s peroxiddzou (Boehringer Mannheim, Indianopolis, IN) také v roztoku
3 % BSA / PBS. Po 30 minutich inkubace byly fezy opét promyty &tyfikrat PBS a byl pfidan
barvici roztok obsahujici 1 mg/ml 3,3’-diaminbenzidintetrachlorid (Dako, Carpinteria, CA) a
0,02 % peroxid vodiku po dobu 3 minut. Sezy jsou poté oplachnuty lehce deionizovanou vodou,
oznaceny Harisovym hemototylinem a zality pod skli¢ka.

Pro negativni kontrolu probéhl stejny postup, pouzel:500 fedéné pre-imunniho krali¢i sérum
nahradilo sérum specifické proti mamaglobinu. Dal$i moZnosti je , pouZit peptidovou kompetici
a antisérum nejprve inkubovat s 16 objemy mamaglobinu v koncentraci 100 pg/ml v3 %
BSA/PBS po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté a poté ho piidat na tkatiové fezy.
Imunopozitivita byla oznac¢ena jako 0: bez znaleni, 1: slabé nebo sporadické znadeni u méné nez
50 % nadorovych bun€k, 3: silné rozptylené cytoplazmatické znadeni u mén& neZ 50 %
nadorovych bungk, 4: silné rozptylené cytoplazmatické znadeni u vice nez 50 % nadorovych
bun&k. Pouze oblasti které dosahly hodnoty 3 nebo 4 byly oznaceny jako pozitivni. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce I, dale pfedstavuji znaéici patern pro tfi typy nadort, které ukazuje obr.

12.
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Shrnuta, 80 % duktalnich karcinom® vykazuje silné globalni nebo fokalni znaleni proti
mamaglobinu. Co je zajimavé, Ze znaCeni bylo pfiblizné stejné silné u dobie diferenciovanych
nadori (78 %), sttedné diferenciovanych (67 %) a slabé diferenciovanych nadort (63 %) (tabulka
1, obr. 12). Silné znaceni bylo pozorovatelné také u 3/3 piipadd &isté duktalnich karcinomi in
situ (DCIS) (obr. 12A). Bunétny patern znaceni byl pfevazné difuzni a cytoplazmaticky, a¢koliv
nékteré buriky vykazovaly znaleni pfilehlé na membranu. V normalni nddorové tkani , bylo
znaeni mamaglobinu pozorovano pouze v ojedinélych butikdch uvnitf malého kanalku a
laltcku.

Presto, jak bylo pozorovano u jinych sekretovanych proteinti, zvysena exprese mamaglobinu
souvisi s projevem apokrinni metaplazie. U benignich tkani prsu s metaplastickym apokrinnim
epitelem, byla imunoreaktivita na mamaglobin prokazatelna jak uvniti epithelia, tak v tekuting
apokrinni cysty. Specifita tohoto paternu pozitivniho znafenf byla dokazana ztratou signilu
z identickych vzorkd inkubovanych bud’ se sérem z pfedem imunizovanych kralikd (obr. 12B,
12D, 12F) nebo se sérem proti mamaglobinu pfedem inkubovanym s kompetujicim peptidem
z C-konce mamaglobinu (neni zobrazeno).

Exprese mamaglobinu nebyla detekovana v jinych apokrinnich tkanich, jako je prostata nebo
slinna Zlaza. Nadory prsu sjak apokrinnimi tak 1 neapokrinnimi charakteristikami exprimuji
mamaglobin s pfiblizné stejnou intenzitou i frekvenci. Neni také patrnd Zadna korelace mezi
expresi mamglobinu a typem nadoru. Je tedy moZné, Ze exprese mamaglobinu je jedine¢ny znak
nadord prsu je jedineény fenotypovy znak nadort prsu a mize byt pouzitelny ve spojeni s jinymi
znaky pro lep$i definici nador( prsu na molekularni drovni.

Vysledky popsané v ptikladu 5 a 6 naznacuji, Ze detekce mamaglobinu, mize byt pouZita pro
diagnostiku nddorového onemocnéni jako typicky znak rakoviny prsu, pfi kontrole relapsu tohoto
nadoru, pti kontrole autolognich transplantaci kostni dfené¢ a kmenovych bunék na pfitomnost
nadorovych bunék a pfi smérované terapii pfi rakoviné prsu pomoci protilatkami smérovanych
komplexd. Predidtény a izolovany mamaglobin je pouzitelny pro pfipravu protilatek proti

rakoving prsu a pfi navrhovani imunotherapeutickych protokold pfi jinych druzich rakoviny.

PRIKLAD 7: Detekce mRNA pro mamaglobin v lymfatickych uzlinach
Exprese mamaglobinu ve velkém procentu primarnich nadord prsu a jeho absence v lymfoidni

tkani naznaduji, Ze by se mohlo jednat o citlivy a specificky znak pro detekci metastazujicich
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nadord prsu v lymfatickych uzlinach. Pro provéfeni této moZnosti, byla testovana ptitomnost
mRNA  kédujici mamaglobin v lymfatickych uzlindich obsahujicich bud’ histologicky
dokumentované metastazy nadoru prsu nebo metastizy jinych nadord. Exprese mamaglobinu
byla také porovndna s expresi keratinu 19, znaku, specifického pro epitelialni bunky , tak aby
bylo moZno porovnat intenzitu signdlu vzhledem k podtu nadorovych bungk pfitomnych
v kazdém vzorku lymfatické uzliny.

Anonymni vzorky z lymfatickych uzlin obsahujici metastatické 1éze byly ziskany z Cooperative
Human Tissue Network (LiVolsi et al., Cancer 71:1891-1894, 1993) a Washington University
Cancer Center Tumor Repository. Tkafiové vzorky byly Rozmélnény a homogenizovany
v Trizolu (Life Technologies, Rockville, MD) v koncentraci 100 mg tkané na ml reagens. Izoloce
RNA probéhla podle protokolu vyrobce a vyslednda RNA byla rozpusténa ve vodé bez RN4z na
koncentraci 2 pg/ul. 20 pg kazdé RNA bylo déleno elektroforeticky na formaldehydovém
agarozovém gelu a pfeneseno na membrany Nytran Plus (Schleicher & Schuell, Keene, NM) za
pouziti 10 x SSC pufru a standartni techniky.

Pro p¥ipravu hybridiza¢ni sondy, byla cDNA pro mamaglobin pouzita v ptikladu 2 oznadena *?P-
a-dCTP (10 mCi/ml, > 3000 Ci/mmol) a Redprime znaicim kitem (Amersham, Arlington
Heights, IL) podle protokolu vyrobce.

Hybridiza¢ni sonda pro keratin 19 byla pfipravena néasledovné. Piedni (5'-
CGCGGATCCAGGATTGTCCTGCAGAT -37) (sekvence ¢&. 18) a zadni (5'- CCGGAATTCC
'CATCCCTCTACCCAGA -3" ) (SEKVENCE C. 19) specificky primer pro keratin 19 byly
pouzity pro standartni PCR amplifikaci normalni lidské cDNA z prsu pro pfipravu k19 cDNA
fragmentu zahrnujiciho kédujici oblast od nukleotidu 477 az do nukleotidu 1298 (Stasiak, P.C.
and Lane, E.B., Nucleic Acid Res 15:10058, 1987). Tento fragment byl nastépen tak aby vznikly
EcoRI a BamHI konce a vklonovan na odpovidajici misto pGEM3Z vektoru (Promega, Madison)
a sekvenovan aby byla potvrzena jeho sekvence. Klonované 821 bp k19 ¢cDNA fragmenty byly
radioaktivné oznacené, jak bylo popsano vyse.

Filtry pro Northern blot byly nejprve hybridizovany s 1 x 105 CPM/ml mamaglobin hybridiza¢ni
sondy pfi 60 °C po dobu 16 hodin, za pouziti Rapid-Hyb hybridizaéniho pufru (Amersham,
Arlington Heights, IL). Filtry byly poté dvakrat promyty pti pokojové teploté 15 minut 2 x SSC /
0,1 % SDS a dvakrat promyty 1 hodinu pti 60 °C v 0,2 x SSC/ 0,1 % SDS. Promyté filtry byly
poté exponovéany na XARS film (Eastman Kodak, Rochester, NY) se zesilovaci membranou po
dobu 72 hodin. Filtry byly ponechany nékolik poloéast rozpadu, aby vymizel fosfor a opét
hybridizovany s 1 x 10° CPM / ml hybridizaéni sondy pro keratin 19, bez predchoziho oSetfeni
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filtrd. VZdy byla pouZita odpovidajici mnoZstvi a specifické aktivity sond pro keratin 19 a
mamaglobin a ob€ expozice na film probihaly za stejnych podminek.

Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na obr. 13. Z 21 piipadi histologicky dokumentovanych
piipadd pfitomnosti metastdzy v lymfatické uzling (fadky 1-20 a 27), bylo mozno mamaglobin
detekovat v 9 piipadech (43 %) fadky 1, 2,7, 9, 11, 12, 17, 18 a 27). Bohuzel v 6 piipadech z 21
nebylo moZno detekovat ani mamaglobin ani keratin 19 (3, 5, 6, 10, 13, 14, 16,19 a 20), coz
miiZe byt vysvétleno tim, Ze uzlina obsahuje pfili§ malo nadorovych bungk na to aby mohly byt
detekovany touto technikou. Pokud tedy téchto 6 pfipadi odecteme, 60 % (9/15) vzorkd obsahuje
mRNA pro mamaglobin. V alespoil jednom piipadé, byla exprese mamaglobinu detekovana
v nepiitomnosti exprese mRNA pro keratin 19 (fadka 27), coZ naznaduje, Ze mamaglobin méze
byt siln€j$im znakem na nékterém nadoru. Navic keratin 19 je &asto exprimovan na mnoha
metastazach jin¢ho typu, neZ rakovina prsu, napf. v lymfatickych uzlinach obsahujicich
metastazy pfi rakoviné hrtanu nebo Zlu¢niku (fadky 21 az 26), zatimco mamaglobin byl
detekovan pouze v jednom ptipadé€ metastizy nepochazejici z rakoviny mlééné zlazy (fadka 22).
Jedna se o ptipad, kdy inkvindlni lymfatickd uzlina obsahuje maélo diferenciovany
adenokarcinom nezndmého pivodu. Nebot' v tomto pfipadé byla dokumentovana ptedchozi
endometridlni rakovina, pfedpoklddd se, Ze tato metastiza piedstavovala navrat této choroby.
Podafilo se nam detekovat expresi mamaglobinu v nékolika primarnich endometridlnich
nadorech (neni uvedeno) a miiZeme se proto domnivat, Ze ackoliv mamaglobin neni normélngé
exprimovan v tkdni zdravého endometria, miZe byt exprimovan na né&kterych nadorech
vychazejicich z endometria a zmlééné zlazy. Ve vSech pfipadech lymfatickych uzlin bez
metastaz (fadky 29 az 33) byla exprese mamaglobinu keratinu 19 nedetekovatelna. Jak se dalo

predpokladat, exprese mamaglobinu byla detekovana v RNA izolované z normalni tkané& prsu

(tadka 34).

PRIKLAD 8. Detekce mRNA pro mamaglobin v kmenovych burikach z periferni krve, jako
zpusob detekce cirkulujicich bunék nddoru prsu

1x10° perifenich leukocytl bylo izolovdno pomoci leukoporézy z 15 pacientd, ktefi podstoupili
1é¢bu silnou ddvkou chemoterapie a autologni transplantaci kostni diené pfi metastatické formé
rakoviny prsu.Jako pozitivni kontrola, bylo smichano 10' MDA-MB175 lidskych bunék rakoviny
prsu exprimujicich mamaglobin (Watson et al., Cancer Res 56:860-865, 1996) bylo smichéano
s 108 lidskymi melanomy OM431 tak aby byly buriky rakoviny prsu nafedény 1:10°. Cista
populace bun€k OM431 byla pouZita jako negativni kontrola. Zmrzl¢ bunélné alikvoty byly
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lyzovény v 1 ml Trizolu (Life Technologies, Rockville, MD) a celkova RNA byla pfipravena
podle protokolu vyrobce. Integrita RNA a jeji koncentrace byla stanovena pomoci agardézové
elektroforézy.

Pfiblizn€ jeden pg celkové RNA byl pfepsan na prvni fetézec cDNA za pouziti Ty1-17 primeru a
Superscriptll amplifikatnfho systému (Life Technologies, Rockville, MD) podle protokolu
privodce. Po inkubaci a inaktivaci RNazy H, byly vzorky natedény dvojnasobkem vody bez
nukledz a skladovany pti —20 °C. Pro zajiiténi integrity syntetizované cDNA, bylo 10 % ¢cDNA
vystaveno 50 pl PCR reakéni smési obsahujici konenou koncentraci 1 x Taq DNA
polymerdzového pufru, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,6 uM  glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy (GAPDH) pfedni amplifika¢ni primer (5'- CCACCCATGGCAAATTCCATGG
CA-3") (SEKVENCE C. 20), 0,6 um GAPDH reverzniho amplifika¢niho primeru (5'- TCTA
GACGGCAGGTCAGGTCCACC -3°) (sekvence &. 21), a 2,5 jednotek Taq DNA polymerazy
(Life Technologies, Rockville, MD). Reakéni smés byla zahtéta na 94 °C po dobu 1 minuty a
poté 30 cykli 94 °C na 30 sekund a , 58 °C na 60 sekund a 72 °C na 45 sekund. PCR produkty
byly analyzovény na 2 % agar6zovém gelu a jediny intenzivni prouZek dokazuje Ze syntéza
cDNA byla uspé$na. DalSich 10 % cDNA bylo ptidano do druhé 50 uM PCR reakce obsahujici
1 x Taq DNA polymerdzového pufru, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0.6 puM mamaglobin
pfedniho amplifika¢niho primeru (5'- AGCACTGCTACGCAGGCTCT-3") (sekkvence C. 16),
0,6 um mamaglobin reverzniho amplifikaéniho primeru (5'- ATAAGAAAGAGAAGGTGTGG-
3") (sekvence ¢. 4), a 2,5 jednotek Taq DNA polymerazy (Life Technologies, Rockville, MD).
Reak¢ni smés byla zahtata na 94 °C po dobu 1 minuty a poté 45 cykla 94 °C na 30 sekund a 58
°C na 60 sekund a 72 °C na 45 sekund. Produkty amplifikace byly rozdéleny pomoci
elektroforézy na 2 % agar6zovém gelu a pomoci Southern blotu kontrolovény za pouZiti Nytran
Plus membran, podle protokolu vyrobce pro neutralni pfenos (Schleicher and Schuell, Keene,
NH). Vysledny filtr byl hybridizovan s 1 x 10° CPM / ml sondy cDNA pro mamaglobin a
promyt, jak bylo popséano vyse.

Vysledky této techniky jsou zobrazeny na obr. 14. Z 15 pacientl s rakovinou prsu (CA) bylo u 9
pacientii (60 %) detekovano vyznamné mnoZstvi mRNA pro mamaglobin z jejich PBSC, coZ
naznacuje, Ze izolované lymfocyty jsou kontaminované nadorovymi butikami. V ostatnich Sesti
ptipadech nebylo zndmo, zda primarni nador exprimuje mamaglobin, neni mozné ¥ici, zda
nepiitomnost pozitivniho signalu je dana tim Ze nador mamaglobin neexprimuje, nebo zda je
mozZné fici, Ze lymfocyty nebyly kontaminovéany nebo zda signal byl pfilis slaby pro tento zplisob

detekce. V Zaddném piipadé, kdy byly vzorky sebrany ze zdravych pacienti, nebylo moZno
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mamaglobin detekovat. Podle sily detekovan¢ho signalu pozitivni kontroly (+) obsahujici 1:10°
nadorovych bunek, lze usoudit, Ze spodni hranice citlivosti této techniky je asi niZ$i ne 1:10°
nadorovych bunék. Frekvence detekce a vysoka specifita této techniky naznacuji, Ze by mohla byt
pouZitelna pro stanovovani prognézy choroby, nebo pro stanovovéni cirkulyjicich nadorovych
bungk. Exprese mamaglobinu miiZe byt pouZitelnd pro stanoveni kontaminace nadoru
v kmenovych butikdch periferni krve po pfipraveni pacienta cytokiny (Passos-Coelho et al., J
Clin Oncol 14:2569-2575, 1996) nebo pii kontrole purgingu (Passos-Coelho et al., Cancer Res
54:2366-2371, 1994).

V souvislosti s uvedenym je tfeba fici, Ze navrhovany vynalez popisuje fadu vyhod.

U vyse uvedenych technik a postupli je mozné pouzit fadu variant a kombinaci , aniz by byl
pfekroCen ramec navrhovaného vynédlezu a je tfeba mit na paméti, 7e vySe uvedené postupy a
kresby jsou uvedeny pouze pro ilustraci a neni je moZno brat jako limit.

Vsechny uvedené citace jsou zde uvedeny jako reference. Diskutované reference jsou uvadény
pro shrnuti a zvyraznéni vyhod které piinadsi navrhovany vynélez proti soudasnému stavu

techniky. Aplikant si vyhrazuje pravo zpochybnit pfesnost a vécnost uvedenych referenci.
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. Zpisob detekce ptitomnosti bunék rakoviny prsu u pacientd, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje detekci pfitomnosti mRNA kodujici polypeptid mamaglobin ve vzorku z pacientq,
kde mRNA specificky hybridizuje se sekvenci ¢&.15 nebo sekvenci komplementarni
k sekvenci ¢. 15 a kde zvy$ena koncentrace této mRNA vzhledem ke koncentraci u zdravych

jedinct je zndmkou piftomnosti bunék rakoviny prsu.

. Zpuasob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze déle zahrnuje:

(a) ptipravu polynukleotidu, ktery specificky hybridizuje s sekvenci &. 185,

(b) inkubaci polynukleotidu se vzorkem za podminek kdy tento polynukleotid mize
specificky hybridizovat s mRNA z bunék rakoviny prsu,

(¢) detekci pfitomnosti hybridizovaného komplexu polynukleotid - mRNA.

. Zplsob podle naroku 2, vyznaCujici se tim, Ze polynukleotid obsahuje sekvenci

komplementarni k sekvenci ¢. 15 nebo jeji fragment.

. Zpusob podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze polynukleotid je cDNA kédujici

polypeptid mamaglobin obsahujici aminokyselinovou sekvenci ¢. 2.

. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze vzorky obsahuji tkan z lymfatickych

uzlin.

. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze detekéni postup déle zahrnuje:

(a) ptipravu ¢cDNA kodujici polypeptid mamaglobin z mRNA za pouZiti techniky
zpétného prepisu,

(b) piipravu dvou oligonukleotidli, které specificky hybridizuji s cDNA v definované
oblasti ¢cDNA, kterd ma byt amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci, pritemz
jeden oligonukleotid hybridizuje za pfisnych podminek se sekvenci ¢. 1 a druhy

oligonukleotid hybridizuje za pfisnych podminek se sekvenci komplementarni k sekvenci

v

¢. 1,
(c) amplifikaci ¢asti cDNA pomoci polymerazové fetézové reakce, za pouZiti téchto dvou
oligonukleotidl jako primerd,

(d) detekce pritomnosti amplifikované oblasti cDNA.

7. Zplsob podle ndroku 6, vyznacujici se tim, Ze jeden ztéchto dvou oligonukleotidt

obsahuje sekvenci ¢. 4 a druhy oligonukleotid obsahuje sekvenci &. 16.
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Zpusob podle naroku 6, vyznacdujici se tim, Ze vzorek obsahuje leukocyty z periferni

krve.

Zpuisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze detekéni postup dale zahrnuje:
(a) amplifikaci cilové oblasti mRNA kédujici mamaglobin pomoci ligazové fetézové reakce
s asymetrickymi pferuSenimi

(b) detekce pfitomnost amplifikované cilové oblasti.

Kit pro detekci buné€k rakoviny prsu ve vzorku, vyznadujici se tim, Ze obsahuje dva
nukleotidy jako primery pro polymerdzovou fetézovou reakci zabalené v nadobéach, kde tyto
oligonukleotidy specificky hybridizuji s cDNA kodujici sekvenci & 2, tak Ze vymezuji

region, ktery ma byt amplifikovan.

Kit podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze tyto oligonukleotidy obsahuji sekvenci ¢. 4

a druhy obsahuje sekvenci ¢. 16.

Zpusob detekce ptitomnosti rakoviny prsu u pacienta, vyznaujici se tim, e zahrnuje
detekci piitomnosti polypeptidu mamaglobinu ve vzorku zpacienta, kde zvySend
koncentrace peptidu mamaglobinu vzhledem ke koncentraci u zdravych jedinct je znadmkou

ptitomnosti rakoviny prsu.

Zpusob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze detekéni postup dale zahrnuje reakci
polypeptidu mamaglobinu s pfeciSténou protilitkou a detekci vazby polypeptidu
mamaglobinu s touto protildtkou, pfi¢emz tato protilitka je specifickd pro epitop

mamaglobinu obsahujici alespori 5 aminokyselin ze sekvence &. 17.

Zplsob podle naroku 13, vyznaclujici se tim, Ze polypeptid mamaglobin obsahuje

sekvenci ¢&. 17.

Zplsob podle naroku 14, vyznacujici se tim, Ze pfefi§téna protilatka je polyklonalni

protilatka a epitop mamaglobinu obsahuje sekvenci ¢. 14.

Zptsob podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze pfeli§ténd protilatka je monoklonalni

protilatka a epitop mamaglobinu obsahuje sekvenci ¢. 14.
Zpuisob podle naroku 13, vyznacdujici se tim, Ze vzorek obsahuje tkaf z nadoru prsu.

Kit pro detekci bunék rakoviny prsu ve vzorku, vyznadujici se tim, Ze obsahuje

pfecisténou protilatku zabalenou v nadobé, kdy tato protilatka je specifickd pro epitop
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mamaglobinu obsahujici alespofi 5 aminokyselin ze sekvence & 2 a kde tato protilatka
reaguje s polypeptidem mamaglobinem obsahujicicm sekvenci &. 17 nebo jeji alelickou

variantu.

Kit podle ndroku 18, vyznadujici se tim, Ze epitop mamaglobinu obsahuje sekvenci ¢&.

14.

Zpusob detekce piitomnosti rakoviny dé€lohy u pacientt, vyznadu jici se tim, Ze zahrnuje

detekei exprese mamaglobinu ve vzorku tkané délohy z pacienta.

Zpisob detekce bun€k rakoviny délohy u pacientil, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje
detekci piitomnosti mRNA kédujici polypeptid mamaglobin ve vzorku tkané z délohy nebo
asociované lymfoidni tkan€ z pacienta, kde zvySena koncentrace této mRNA vzhledem ke

koncentraci u zdravych jedincd je znAmkou p¥tomnosti bungk rakoviny délohy.

Zplsob detekce bunck rakoviny délohy u pacientl, ktefi maji nebo mé&li rakovinu délohy
vyznalujici se tim, Ze zahrnuje detekci piitomnosti mRNA kédujici polypeptid
mamaglobin ve vzorku tkan€ z pacienta, kde zvy$ena koncentrace této mRNA, vzhledem ke

koncentraci u zdravych jedinct, je znamkou pfitomnosti bungk rakoviny délohy.

Zpusob detekce bun€k rakoviny délohy u pacientil, vyznagujici se tim, Ze zahrnuje
detekci piitomnosti polypeptidu mamaglobinu ve vzorku tkéné z délohy nebo asociované
lymfoidni tkan¢ z pacienta, kde zvySena koncentrace polypeptidu mamaglobinu vzhledem ke

koncentraci u zdravych jedinct je zndmkou pfitomnosti rakoviny dé&lohy.

Zplsob detekce bunék rakoviny délohy u pacientd, ktef{ maji nebo méli rakovinu délohy
vyznalujici se tim, Ze zahrnuje detekci pfitomnosti polypeptidu mamaglobinu ve
vzorku tkdn€ z pacienta, kde zvy3ena koncentrace polypeptidu mamaglobinu, vzhledem ke

koncentraci u zdravych jedinci, je zndmkou pfitomnosti rakoviny délohy.

Zpusob detekce buné€k rakoviny prsu u pacientl, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje detekci
pritomnosti mRNA kédujici polypeptid mamaglobin ve vzorku tkané z pacienta, kde zvySena
koncentrace této mRNA vzhledem ke koncentraci u zdravych jedinci je znamkou
pritomnosti bun€k rakoviny délohy a kde tento zptisob umoiﬁuje‘ detekci pritomnosti zvySené

koncentrace této mRNA v alespoii 43 % vzorki z pacientd majicich rakovinu prsu.

Zpisob podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze umoZiuje detekci piitomnosti zvysené

koncentrace této mRNA v alespoit 60 % vzorkl z pacientd majicich rakovinu prsu.
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<140>
<141>

<150>
<151>
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<150>
<151>
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<150>
<151>

08/455,896
1995-05-31

<160> 21

<170> PatentIn Ver. 2.0
<210>
<211>
<212>

<213>

1

503
DNA
Homo sapiens

<400> 1

gacagcggct
atgaagttgc
ggcetgccect
gaatacaaag
gaattgaagg
atgcaattaa
gctcacagaa
ctctttctta
tttattttaa

<210>
<211>
<212>
<213>

2

93
PRT
Homo

<400> 2
Met Lys
1

Leu

Tyr Ala Gly

Ile Asn

35

Phe Ile

50

Cys Phe
65

Met Gln

Pro

Asp

Leu

Leu

tccttgatcce
tgatggtcct
tattggagaa
aacttcttca
aatgttttct
tatatgacag
ctgcagggta
tgtcttttta
taaattgatg

sapiens

Leu

Met

Ser
20

Gly
Gln Val
Asp Asn

Asn Gln

Ile Tyr
85

val

Cys

Serx

Ala

Thr

Asp

ttgccacccg
catgctggcg
tgtgatttcc
agagttcata
taaccaaacg
cagtctttgt
tggtgagaaa
ctacaaacta
gca

Leu Met

Pro

Leg

Thr
40

Lys

Thr
55

Thr

Asp Glu
70

Ser Sex

cgactgaaca
gccctctcecece
aagacaatca
gacgacaatg
gatgaaactc
gatttatttt
ccaactacgg
caagacaatt

Leu Ala
10

Ala

Leu Glu
25

Asn

Glu Tyr Lys

Asn Ala Ile

Thr Leu Ser

15

Leu Cys
90

Asp

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctgc
attgctgcaa
gttgaaacct

Leu Ser Gln

Val Ile Ser

30
Glu

Leu Leu

45
Asp Glu
60

Asn Val

Leu Phe

Leu

cagcctcacc
cgcaggctct
gtctaagact
tgccatagat
tgaggtgttt
aagacctttg
accacacctt
gctatacatg

60

120
180
240
300
360
420,
480
503

His Cys
15
Lys Thr

Gln Glu

Lys Glu

Glu Val phe

80

7025
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<210> 3
<211> 21
<212> DNA ,
<213 Umé&léa sekvence
<220>
<223> pppis umélé sekvence: synteticka
<400> 3
cagcggctte cttgatcctt g
<210> 4
<211> 20
<212> DNA
<213> ym&la sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: synteticka
<400> 4
ataagaaaga gaaggtgtgg
<210> 5
<211> 403
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 5
gacagcggct tccttgatcc ttgccacccg cgactgaaca
atgaagttgc tgatggtcct catgctggcg gccctcectcecece
ggctgecect tattggagaa tgtgatttcc aagacaatca
gaatacaaag aacttcttca agagttcata gacgacaatg
gaattgaagg aatgttttct taaccaaacg gatgaaactc
atgcaattaa tatatgacag cagtctttgt gatttatttt
gctcacagaa ctgcagggta tggtgagaaa ccaactacgg
<210> 6
<211> 206
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 6
tttatgcaat taatatatga cagcagtctt tgtgatttat
ttggctcaca gaactgcagyg gtatggtgag aaaccaacta
cttctetttc ttatgtcttt ttactacaaa ctacaagaca
atgtttattt taataaattg atggca
<210> 7
<211> 95
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 7
Met Lys Leu Val Phe Leu Phe Leu Leu Val Thr

1 5 10
Tyr Ala Ser Gly Ser Gly Cys Ser 1le Leu Asp

20 25
Thr Ile Asn Ser Thr Val Thr Leu His Asp Tyr
35 40

Pro Tyr Val Gln Asp His Phe Thr Glu Lys Ala

50

55

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctgc
att

e

soas

esee
o 0
.
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[
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cagcctcacc
cgcaggctct
gtctaagact
tgccatagat
tgaggtgttt
aagacctttg

tttaactttc tgcaagacct

cggattgctg

caaaccacac

attgttgaaa cctgctatac

Ile Pro

Glu Val

Met Lys
45

Val Lys
60

1le

1le

Leu

Gln

Cys Cys
15
Arg Gly

Val Lys

Phe Lys
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21

20

60

120
180
240
300
360
403

60
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Gln Cys Phe Leu Asp Gln Thr Asp Lys Thr

65

70

Met Met Glu Ala Ile Phe Asn Ser Glu Ser

<210> 8
<211> 91
<212> PRT

85

<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Lys Leu
1

Ser Ser Ala

Thr Leu Leu
35

Phe Ser Pro
50

Leu Val Asp
65

Met Glu Lys

<210> 9
<211> 35
<212> DNA
<213> ypela
<220>

<223> popis

<400> 9

Ala

Ser

20

Met

Asp

Thr

Ile

Val
5

Ala

Asp

Gln

Leu

Ala
85

Thr

Glu

Thr

Asp

Pro

70

Gln

sekvence

umélé sekvence:

Leu

Ile

Pro

Met

Gln

Ser

Thr

Cys

Ser

40

Arg

Lys

Ser

Leu

Pro

25

Ser

Glu

Pro

Leu

90

Val

10

Ser

Tyr

Ala

Arg

Cys
90

cacgaattca ctatcgattc tggaaccttc agagg

<210> 10
<211> 38
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 10

Umé&la sekvence

seee
scee

Leu Glu Asn Val Gly Val

75

Cys

Thr

Phe

Glu

Gly

Glu

75

Asn

synteticka

Popis umé&lé sekvence: synteticka

ctggttcgge ccacctctga aggttccaga atcgatag

<210> 11
<211> 22
<212> DNA
<213>

<220>

<223> popis umélé sekvence:

<400> 11

Uné&la sekvence

aatccgtagt tggtttctca cc

<210> 12

synteticka

Gln Gln

Leu Ala

Gln Arg

Ala Ala

45

Ala Gln
60

Ser Ile

Pro

Leu

Val
30

Met

Leu

Ile

Ser
95

Cys

15

Ile

Glu

Lys

Lys

80

Cys

Glu

Leu

Lys

Leu
80

35

38

22

[ XXX J




<211> 20
<212> DNA
<213>

<220>

Umé&la sekvence

’

<223> popis um&lé sekvence: synteticka

<400> 12
ctttctgcaa

<210> 13
<211> 21
<212> DNA
<213>

<220>

<223> popi

<400> 13

gacctttggc

Umé&la sekvence

s umé&lé sekvence: synteticka

tttttttttt ttttttttte t

<210> 14
<211> 16
<212> PRT
<213>

<220>

Unéla sekvence

<2233 popis umé&lé sekvence: synteticka

<400> 14

1

<210> 15
<211> 279
<212> DNA
<213> Homo

<400> 15

atgaagttgc
ggctgccect
gaatacaaag
gaattgaagg
atgcaattaa

<210> 16
<211> 20
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 16

agcactgcta cgcaggctct

<210> 17
<211> 74
<212> PRT

Glu Val Phe Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser S
10

5

sapiens

tgatggtcct
tattggagaa
aacttcttca
aatgttttct
tatatgacag

Umé&lA sekvence

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ser Gly Cys Pro Leu Leu Glu Asn Val Ile

1

5

catgctggeg gccctctece agcactgcta
tgtgatttcc aagacaatca atccacaagt
agagttcata gacgacaatg ccactacaaa
taaccaaacg gatgaaactc tgagcaatgt
cagtctttgt gatttattt

Popis umélé sekvence: synteticka

10

[ X XX )
(XXX ]
[ ]
(Y XX
L
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o0 e

er Leu Cys Asp Leu Phe

15

cgcaggctcet
gtctaagact
tgccatagat
tgaggtgttt

Ser Lys Thr Ile Asn Pro

15

20

21

60

120
180
240
279

20

00"




L) o0

[ X2 XK ]
seee
XXX
®
es 00
L
.
LR R J
o000
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[T X X

Gln val Ser Lys Thr Glu Tyr Lys Glu Leu Leu Gln Glu Phe Ile Asp

20

25 30

Asp Asn Ala Thr Thr Asn Ala Ile Asp Glu Leu Lys Glu Cys Phe Leu

40 45

Asn Gln Thr Asp Glu Thr Leu Ser Asn.Val Glu Val Phe Met Gln Leu

60

35
50 55
Ile Tyr Asp Ser Ser Leu Cys Asp Leu Phe
65 70
<210> 18
<211> 26
<212> DNA

<213> yUméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence:

<400> 18
cgcggatcca ggattgtcct gcagat

<210> 19

<211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence:

<400> 19
ccggaattcc catccctcta cccaga

<210> 20

<211> 24

<212> DNA

<213> Unéla sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence:

<400> 20
ccacccatgg caaattccat ggca

<210> 21 .
<211> 24
<212> DNA

<213> ypéla sekvence

<220>
<223> popis umélé sekvence

<400> 21
tctagacggc aggtcaggtc cacc

synteticka

26
synteticka

26
synteticka

24
synteticka

24
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9 18 27 36 45 S4
S* GAC AGC GGC TTC CTT GAT CCT TGC CAC CCG CGA CTG AAC ACC GAC AGC AGC AGC
63 72 81 90 99 108
CTC ACC ATG AAG TIG CTG ATG GTC CTC ATG CIG GCG GCC CTC TCC CAG CAC TGC
Met Lys Leu Leu Met Val Leu Met Leu Ala Ala Leu Ser Gln His Cys

1 10
117 126 135 144 153 162

TAC GCA GGC TCT GGC TGC CCC TTA TTG GAG AAT GTG ATT TCC AAG ACA ATC AAT
Tyr Ala Gly Ser Gly Cys Pro Leu Leu Glu Asn Val Ile Ser Lys Thr Ile Asn
20 30

171 180 189 198 207 216

CCA CAA GTG TCT AAG ACT GAA TAC ARA GAA CTT CTT CAA GAG TTC ATA GAC GAC
Pro Gln Val Ser Lys Thr Glu Tyr Lys Glu Leu Leu Gln Glu Phe Ile Asp Asp
40 S0

225 234 243 252 261 270

AAT GCC ACT ACA AAT GCC ATA GAT GAR TTG AAG'GAA TGT TTT CTT AAC CAA ACG
Asn Ala Thr Thr Asn Ala Ile Asp Glu Leu Lys Glu Cys Phe Leu Asn Gln Thr
60 70

279 288 297 306 318 324

GAT GAA ACT CTG AGC AAT GTT GAG GTG TTT ATG CAA TTA ATA TAT GAC AGC AGT
Asp Glu Thr Leu Ser Asn Val Glu Val Phe Met Gln Leu Ile Tyr Asp Ser Ser
80

333 342 351 360 369 378

CTT TGT GAT TTA TTT TAA CTT TCT GCA AGA CCT TIG GCT CAC AGA ACT GCA GGG
Leu Cys Asp Leu Phe ***
90

387 396 405 414 423 432

TAT GGT GAG AAA CCA ACT ACG GAT TGC TGC AAA CCA CAC CTT CTC TTT CTT ATG

441 450 459 - 468 477 486

TCT TTT TAC TAC AAA CTA CAA GAC AAT TGT TGA AAC CTG CTA TAC ATG TTT ATT

495

TTA ATA AAT TGA TGG CA 3'
Obr. 2
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