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본   진단 또  후  트에 한 것 다.  본 에  MEST  에 한 마커  

  신뢰도가 게 개  마커 다.   특 , 본 마커  과 간 에 한 마커    신뢰도

가 우 하다.   본 에  MEST  에 한 마커에 어  매우 우 한 과 신뢰도  나타낸다.
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특허청  

청 항 1 

MEST(mesoderm specific transcript homolog) 단 질에 특  결합하  항체 또  타 , MEST 단 질

 하  타 드 열, 상  타 드 열에 상보  열 또  상  타 드

단편  포함하   진단 또  후  트.

청 항 2 

 1  항에 어 , 상   (breast  cancer),  간 (liver cancer), (bladder cancer), 뇌

(brain cancer), 경 (cervical cancer), (colorectal cancer), 식도 (esophageal cancer), 담

낭 (gallbladder  cancer),  경 (head  and  neck cancer), 신 (kidney cancer), 폐 ( 포 /또

비- 포)(lung cancer (small and/or non-small cell)), 색 (melanoma), (ovarian cancer), 생식 포

(ovary  (germ  cell)  cancer),  립 (prostate  cancer),  췌 (pancreatic  cancer),  경 (penile

cancer),  피 (skin  cancer),  연 직  (soft-tissue  sarcoma),  편평상피 포 (squamous  cell

carcinomas),  (stomach  cancer),  고 (testicular  cancer),  갑상 (thyroid  cancer)   

(uterine cancer)  루어진  택  하나 상   것  특징  하  트.

청 항 3 

 1 항에 어 , 상     것  특징  하  트.

청 항 4 

 1 항에 어 , 상  트  역 (immunoassay)  트  것  특징  하  트.

청 항 5 

 1 항에 어 , 상  트  마 어  것  특징  하  트.

청 항 6 

 진단 또  후 에 필 한 보  공하  하여 간  생 학  시료에  MEST 단 질 또

MEST 단 질  하  타 드 열   검 하   통해  진단 또  후  마커

검 하  .

청 항 7 

 6  항에 어 , 상   (breast  cancer),  간 (liver cancer), (bladder cancer), 뇌

(brain cancer), 경 (cervical cancer), (colorectal cancer), 식도 (esophageal cancer), 담

낭 (gallbladder  cancer),  경 (head  and  neck cancer), 신 (kidney cancer), 폐 ( 포 /또

비- 포)(lung cancer (small and/or non-small cell)), 색 (melanoma), (ovarian cancer), 생식 포

(ovary  (germ  cell)  cancer),  립 (prostate  cancer),  췌 (pancreatic  cancer),  경 (penile

cancer),  피 (skin  cancer),  연 직  (soft-tissue  sarcoma),  편평상피 포 (squamous  cell

carcinomas),  (stomach  cancer),  고 (testicular  cancer),  갑상 (thyroid  cancer)   

(uterine cancer)  루어진  택  하나 상   것  특징  하  .
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청 항 8 

 6 항에 어 , 상     것  특징  하  .

청 항 9 

 6 항에 어 , 상   항원-항체  식  실시  것  특징  하  . 

청 항 10 

 6 항에 어 , 상   마 어  식  실시  것  특징  하  .

청 항 11 

 6 항에 어 , 상    폭 식  실시  것  특징  하  .

  

   

본  에 한 마커   한  진단에 한 것 다.[0001]

 경  

 진단  연   료 연  함께 생 학  학계  미  심사 다.   그러나,  많  [0002]

진단에 한 연 가 었 에도 하고, 재 지 과   없  실  갖고  진단할   

 개 어 지  상태 다.    진단 연  생 학  에 해, 특   결함  

 마커에  맞 어  루어 다 (Dong et al., Science, 268:884(1995)).    들어, 라  (ras) 

  변  (transformation), HER-2/neu  폭, p53  결   변 , DCC  결   BRCA1  변  등

에 한  진단 연 가 어 다.

  ( )  미 에  심  질 에 어   째   사망  원 다 ( 헌  [Boring  et  al.,  CA[0003]

Cancer J. Clin. 43:7 (1993)]).    상 직  래  비 상  포 또  신생  포 ( 식

하여  어리  함)  가, 들 신생   포   직    라고 컬

어지  과 에 해  또  림프계  통해 결   림프   원  산   포  생  특

징  한다.    상태  포  상 포라  하지 못하  건에 도 한다.  체  상 한

도    공격  특징  하  매우 다 한 태  나타난다.

 진단  료에 과  포  견하  한 시도에 , 연 들  1  상  상  비-[0004]

 포(들)에 비해 1  상  특  (들)  포 에  특   막 단 폴리 티드,

또 다 게  막결합 폴리 티드  하고  하 다.  , 러한 막결합 폴리 티드  비-  포  

에 비해 포  에   하게 다.   러한 -  포  상  항원 폴리 티드

하여 항체- 재  통해 포  특  하여 할  었다.    하여, 항체-

재   특   료에  매우  과  것  었  한다.     들 ,  헤 틴

(HERCEPTIN; 등 상 )  리 산 (RITUXAN; 등 상 ) ( , . (Genentech, Inc.; 미  리포니

주 사우쓰 샌프란시 재) )  각각   비- 지  림프  료하  공  사 어

 항체 다.   보다 체 , 헤 틴 (등 상 )  간 상피   체 2 (HER2) 원

(proto-oncogene)  포  도 에  택  결합하 ,  재 합  DNA- 래  간  날

항체 다.   HER2 단 질  과다  원   25 내지 30％에  찰 다.   리 산 (등 상 )

상 B 림프    B 림프  에  견  CD20 항원에 해 시 ,   라 
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과동 / 간 날 항체 다.   들  항체   차 니  햄  난  (CHO) 포에  재 합 

에 해 다.

한편,  결함    하게 진단할  없었고, 상 에 도 포지티브한 결과  보  경우가[0005]

많 ,  심  직  직  샘플링  하   다.

 진단과  특허 , 미합  특허  5,942,385  VEGF (vascular endothelial growth factor)[0006]

 마커  하    진단  개시하고 다.   미합  특허  6,171,796  트랜 루타

미나  등  한  립   진단  개시하고 다. 미합  특허  6,190,857  

루  8 또  루  10  마커  하  립   진단  개시하고 다.

라 ,  신 하고 하게  진단할   신규한 마커  개  필  고 다.[0007]

본  체에 걸쳐 다    특허 헌  참 고 그  시 어 다.      특[0008]

허 헌  개시 내  그 체  본 에 참  삽 어 본  하      본

 내  보다 하게 다.

 내

해결하  과

본 들   신 하고 하게  진단할   신규한 마커  하고   연  [0009]

하 다.   그 결과,  마커가  진단할  고 후  할   마커  규 함

본  하게 었다.

라 , 본    진단 또  후  트  공하   다.[0010]

본  다    진단 또  후에 필 한 보  공하  하여  마커  검 하   [0011]

공하   다.

본  다     하   상 한 , 청   도 에 해 보다 하게 다.[0012]

과  해결 단

본   태에 , 본  MEST 단 질에 특  결합하  항체 또  타 , MEST 단 질[0013]

 하  타 드 열, 상  타 드 열에 상보  열 또  상  타 드

단편  포함하   진단 또  후  트  공한다.

본  다  태에 , 본   진단 또  후에 필 한 보  공하  하여 간  생[0014]

학  시료에  MEST  타 드 열   검 하   통해  검 하   공한

다.

본 들   신 하고 하게  진단할   신규한  마커  하고   연  [0015]

하 , 그 결과, 한  마커가   진단할  고, 후  할   마커  규 하

다.   특 , 본  마커  에 한 마커  과 신뢰도가 게 개  마커 다.

MEST  간 7  염색체상에 재하 , 폼 α  β에 한 mRNA 열  NM_002402.2, NM_177524.1[0016]

 3.NM_177525.1에 각각 공지 어 , 단 질 열  NP_002393.2, NP_803490.1  NP_803491.1에 각각

공지 어 다.

본 에  어“생 학  시료”  체 나 포 동  얻어지  든 시료, 컨 , 포, 직, [0017]

, 타 , ,  또  청 시료  미하 , 에 한 지 다.
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본  람직한 에 , 본  포 또  직  시료   진단할    마커[0018]

다.

본   마커   생  에 한 지 가   ,  생   진단에 [0019]

 다.

본  람직한  에 , 본  마커  (breast cancer), 간 (liver cancer),[0020]

(bladder cancer), 뇌 (brain cancer), 경 (cervical cancer), (colorectal cancer), 식

도 (esophageal  cancer),  담낭 (gallbladder  cancer),  경 (head  and  neck  cancer),  신 (kidney

cancer), 폐 ( 포 /또  비- 포)(lung cancer (small and/or non-small cell)), 색 (melanoma),

(ovarian cancer), 생식 포 (ovary (germ cell) cancer), 립 (prostate cancer), 췌 (pancreatic

cancer), 경 (penile cancer), 피 (skin cancer), 연 직 (soft-tissue sarcoma), 편평상피 포

(squamous cell carcinomas), (stomach cancer), 고 (testicular cancer), 갑상 (thyroid cancer)

 (uterine cancer)  루어진  택  하나 상    또  진단하  

, 보다 람직하게  , 간  또    매우 하게  또  진단하  다.

또한, 본    매우 하게 진단할   특징  가진다.[0021]

본  람직한 에 , 본  마커    진단하  마커 다.[0022]

본  에  어 “진단”  특  질병 또  질 에 한 한 객체  감 (susceptibility)  [0023]

하  것, 한 객체가 특  질병 또  질  재 가지고  지 여  하  것, 특  질병 또  질

에 걸린 한 객체  후(prognosis)( 컨 , -  또    상태  동 ,  단계 결  또  

료에 한   결 )  하  것, 또  라 트릭 (therametrics)( 컨 , 료 에 한 

보  공하  하여 객체  상태  니 링 하  것)  포함한다.

본  에  어 " 후"  질병  진행 가  과 , 특 , 질병  차도, 질병  재생,  재 ,[0024]

  죽  가  에   포함한다. 람직하게 , 본 에  후    질병  

 가  미한다.

본  람직한  에 , 본  역 (immunoassay) 식,  항원-항체  식[0025]

실시   다.  경우, 상 한 본   마커에 특  결합하  항체 또  타  하여 실

시 다.

본 에   항체  폴리 날 또  날 항체 , 람직하게  날 항체 다. 항[0026]

체  당업계에  통상  실시  들,  들어, 합 (Kohler and Milstein, European Journal

of Immunology, 6:511-519(1976)), 재 합 DNA (미  특허 4,816,56 ) 또  지 항체 라 브러리

(Clackson et al, Nature, 352:624-628(1991)  Marks et al, J. Mol. Biol., 222:58, 1-597(1991))에

해   다. 항체 에 한  과  Harlow, E. and Lane, D., Using Antibodies: A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York, 1999; Zola, H., Monoclonal Antibodies: A Manual

of  Techniques,  CRC  Press,  Inc.,  Boca  Raton,  Florida,  1984;   Coligan  ,  CURRENT  PROTOCOLS  IN

IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY, 1991에 상 하게 재 어 , 상  헌들  본 에 참  삽

다.  들어, 단  항체  생산하  하 브리도마 포   사  포주  항체-생산 림프

 합시  루어지 ,  과 에 필 한  당업 에게    하게 실시할  다.

폴리 날 항체  단 질 항원  합한 동 에게 주사하고,  동  항 청  집한 다 , 공지

(affinity)  하여 항 청  항체  리하여 얻   다.

본   항체 또  타  하여 실시하  경우, 본  통상  역  에 라 실[0027]

시하여  진단하     다.

러한 역  래에 개  다 한 량  또   역  프 에 라 실시   다. 상[0028]

 역  포맷  사 역 ,  사 역 ,  역 ,  역 직 학염색,  ELISA  (enzyme-linked

immunosorbant assay), 처-ELISA, 억  또  경재 , 샌드  , 포 (flow cytometry), 

역 염색  역   포함하지만, 에 한  것  니다.   상  역  또  역염색

 Enzyme  Immunoassay,  E.  T.  Maggio,  ed.,  CRC  Press,  Boca  Raton,  Florida,  1980;  Gaastra,  W.,

Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA), in Methods in Molecular Biology, Vol. 1, Walker, J.M. ed.,

Humana Press, NJ, 1984;  Ed Harlow and David Lane, Using Antibodies:A Laboratory Manual, Cold Spring
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Harbor Laboratory Press, 1999에 재 어 , 상  헌  본 에 참  삽 다.

 들어, 본   사 역  에 라 실시  경우, 사 동 원 ( 컨 , C14, I125,[0029]

P32  S35)  블링  항체가 본  마커  검 하     다.

본   ELISA 식  실시  경우, 본  특  실시  (i) 하고  하  미지  [0030]

포 시료 해  고체 질  에 하  단계; (ⅱ) 차항체  마커에 한 항체  상  포 

해  시  단계; (ⅲ) 상  단계 (ⅱ)  결과  가 결합  차항체  시  단계; 

(ⅳ) 상    하  단계  포함한다.

상  고체 질  합한 것  탄  폴리 ( 컨 , 폴리 틸   폴리프 필 ), 리,  또  [0031]

, 가  람직하게  마 타  플 트 다.

상  차항체에  결합   색 ,  ,   또    매하  [0032]

포함하나, 에 한 지 ,  들어, 린 포 타 , β-갈락 시다 ,  래  시

다 , 루시 라   사  P450  포함한다.   상  차항체에 결합하   린 포

타 가  경우에 ,  질  브 돌  포 트 (BCIP),  니트  블루 트라 리움

(NBT),  나프 -AS-B1-포 트 (naphthol-AS-B1-phosphate)   ECF  (enhanced  chemifluorescence)  같

색  질  고,  래  시다 가  경우에  나프 , 미 에틸 ,

미 지 , D-루시 린, 루시게닌 (비 -N- 틸 리  니트 트), 루핀 질 에 , 루미 ,

플  드 시 (10- 틸-3,7- 하 드 시 사진), HYR (p-phenylenediamine-HCl and pyrocatechol),

TMB  (tetramethylbenzidine),  ABTS  (2,2‘-Azine-di[3-ethylbenzthiazoline  sulfonate]),  o- 닐 민

(OPD)   나프 / 닌,  루  시다  t-NBT  (nitroblue  tetrazolium)   m-PMS  (phenzaine

methosulfate)과 같  질    다.

본   처-ELISA 식  실시  경우, 본  특  실시  (i) 포 항체(capturing[0033]

antibody)  본  마커에 한 항체  고체 질  에 하  단계; (ⅱ) 포 항체  시료  

시  단계; (ⅲ) 상  단계 (ⅱ)  결과  시그  생시  블  결합 어 고, MEST 단 질

에 특  하  검 항체(detecting antibody)  시  단계;  (ⅳ) 상  블  생

하  시그  하  단계  포함한다.

상  검  항체  검  가 한 시그  생시  블  가지고 다.   상  블  학 질 ( 컨[0034]

,  틴),   ( 린 포 타 ,  β-갈락 시다 ,  래  시다   사

P450), 사 질( 컨 , C14, I125, P32  S35), 질 ( 컨 , 플루 신), 질, 학

질 (chemiluminescent)  FRET (fluorescence resonance energy transfer)  포함하나, 에 한  것

니다.  다 한  블   블링   Ed.  Harlow  and  David  Lane,  Using  Antibodies:A  Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999에 재 어 다.

상  ELISA   처-ELISA 에      또  시그   당업계에 공지[0035]

다 한 에 라 실시   다. 러한 시그  검  본  마커   또  량  

가 하게 한다. 만 , 블  틴   경우에  트 타비 , 루시 라 가  경

우에  루시 린  시그  하게 검 할  다.

본  다  변  에 , 항체 신에 본  마커에 특  결합하  타  할 [0036]

다. 타  리고핵산 또  타 드 , 타   내  Bock LC et al., Nature 355

(6360):5646  (1992);  Hoppe-Seyler  F,  Butz  K  "Peptide  aptamers:  powerful  new  tools  for  molecular

medicine".  J  Mol  Med.  78(8):42630(2000);  Cohen  BA,  Colas  P,  Brent  R  .  "An  artificial  cell-cycle

inhibitor isolated from a combinatorial library". Proc Natl Acad Sci USA. 95(24):142727 (1998) 에 상

하게 개시 어 다.

상 한 역  과 에 한  시그   함 ,  진단할  다. , 생 학[0037]

시료에  본  마커  단 질  고  어 시그  상 생 학  시료( 컨 , 상 직, ,

 또  청) 보다 강하게 나  경우에   진단 다.

본  트  상 한  에도, 다  들  가  포함할  다.  들어, 본 [0038]

트가 PCR 폭 과 에  경우에 , 본  트  택 , PCR 폭에 필 한 시 , 컨 ,
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, DNA 합  ( 컨 , Thermus aquaticus (Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus filiformis,

Thermis flavus, Thermococcus literalis 또  Pyrococcus furiosus (Pfu)  득한 열  DNA 합

), DNA 합    dNTPs  포함할  다.  본  트  상 한 시   포함하

다  별도 징 또  컴 트 트    다.

본  람직한 에 , 본  트  마 어   다.[0039]

본  람직한 에 , 본  트   폭 트 다.[0040]

본   트가  마 어  경우에 ,  마 어  고상 에  프 브가 고  어  다.[0041]

본  트가  폭 트  경우에  프라  포함한다.

본  진단  트에   프 브 또  프라  MEST 티드 열에 하여 상보  [0042]

열  갖 다. 본 에  어“상보 (complementary)”  어  특 한 (hybridization) 또  어닐

링 건 하에  상 한 티드 열에 택  할   도  상보  갖  것  미한

다. 라  어 “상보 ”  어  상보  (perfectly complementary)과  다  미  가지 , 본 

 프라  또  프 브  상 한 티드 열에 택  할   도 , 하나 또

그 상  미 매 (mismatch) 염 열  가질  다.

본 에  사  어 “프라 ”  합한 도에  합한  내에  합한 건 ( , 4[0043]

다  사 드 트리포 트  합  ) 하에  주 -지시 DNA 합  개시  할 

 단 -가닥 리고 타 드  미한다. 프라  합한  다 한 , 컨 , 도

프라  도에 라 변 가 지만  15-30 타 드 다. 짧  프라   주 과

   복합체  하  하여  보다 낮  도  한다.

프라  열  주   열과 하게 상보  열  가질 필  없 , 주 과  어[0044]

프라  고   할    내에  한 상보  가지  하다. 라  본 에

프라  주  상 한 티드 열에 벽하게 상보  열  가질 필  없 ,   

열에 어 프라   할    내에  한 상보  가지  하다. 러한 프라

  상 한 티드 열  참 하여 당업 에 해 하게 실시할  , 컨 , 프

라   프 그램( : PRIMER 3 프 그램)  하여 할  다.

본 에  사  어 “프 브”  연  또  변   또  연쇄 (linkages)   리고[0045]

 미하 , 시리보 타 드  리보 타 드  포함하고 타  타 드 열에 특

  할  , 연  재하거나 또   합  것 다. 본  프 브  

람직하게  단 쇄 , 리고 시리보 타 드 다.

프라  또  프 브  시 참 하여  하  본  마커  타 드 열  상 한 MEST  근[0046]

 하여  GenBank에  할   ,   열  참 하여 프라  또  프 브  할  

다.

본  마 어 에 어 , 상 한 프 브   어  (hybridizable array element)[0047]

, 체 (substrate) 상에 고 다.   람직한 체  합한 견고  또  -견고  지지체 ,

컨 , 막, 필 , , 슬라 드, 웨 , ,  비드 또  비  비드, 겔, 빙, 플 트, 고

, 미    포함한다.   상 한  어   상  체 상에 열 고 고  

다.  같  고  학  결합  또  UV  같  공  결합  에 해 실시 다.  들어, 상

  어   에폭시 합  또  드  포함하도  변  래  에  결합  

고, 또한 폴리라 신  에  UV에 해 결합   다. 또한, 상   어   링커( :

에틸  리  리고   민)  통해 체에 결합   다.

한편, 본  마 어 에  시료 DNA  지(labeling)   고, 마 어 상  어[0048]

  다.  건  다 하게 할  다.  도  검    지 질에 라

다 하게 실시   다.

본   진단  트  에 하여 실시할  다.   경우, 상 한 본  마커  [0049]

티드 열에 하여 상보  열  가지  프 브가 다.

상 한 본  마커  티드 열에   프 브  하여 -   하여 [0050]
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여  단할  다.

프 브  지   여  검  하  시그  공할  ,  리고 타 드에 연결[0051]

  다.  합한 지  단 ( 컨 , 플루 리신 (fluorescein), 피 에리트린 (phycoerythrin), 

다민, 리사민 (lissamine), 그리고 Cy3  Cy5 (Pharmacia)), 색단, 학 단, , 사 동 원

(P32  S35), 매  지, 집 , ( 린 포 타  또  래  시다 ), ,

에 한 질, ( 컨 , ) 그리고 항체, 트 타비 , 틴, 곡시게닌과 킬  같

 특  결합 트  갖  햅  포함하나, 에 한  것  니다.  지  당업계에  통상

실시  다 한  ,  컨 ,  닉  트랜  (nick  translation)  ,   프라  

(Multiprime  DNA  labelling  systems  booklet,  "Amersham"(1989))     (Maxam  &  Gilbert,

Methods in Enzymology, 65:499(1986))  통해 실시   다.   지  , 사 , 색 , 량 

, X-   또  , ,  , 매  , 결합 도,  고주 , 나 리 탈에 하

여 검 할   시그  공한다.

 상   핵산 시료  다 한 생 학  시료(biosamples)에  얻  mRNA  하여 할  [0052]

, 람직하게  (stomach) 직 포에  얻  mRNA  하여 할  다. 프 브 신에  상

  cDNA  지하여  -   실시할 도 다.

프 브  하  경우, 프 브  cDNA  시 다. 본 에 , 합한  건   [0053]

차에 하여  과  결   다.   런 차  연 실에  사  한 프  립하

하여 당업 에 하여  과  실시 다.  들어, 도,  도,   척 시간, 

   들  pH   등  건  프 브    GC   타  타 드 열 등

다 한  에  한다.   한  상 한 건  Joseph  Sambrook,  et  al.,  Molecular  Cloning,  A

Laboratory  Manual,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  Cold  Spring  Harbor,  N.Y.(2001);   M.L.M.

Anderson, Nucleic Acid Hybridization, Springer-Verlag New York Inc. N.Y.(1999)에  할  다.  

 들어, 상  엄격 건 에  고 엄격 건  0.5 M NaHPO4, 7% SDS(sodium dodecyl sulfate), 1 mM EDTA에

 65℃ 건  하고, 0.1 x SSC(standard saline citrate)/0.1% SDS에  68℃ 건  척하  것

 미한다.   또 , 고 엄격 건  6 x SSC/0.05% 듐 포 트에  48℃ 건  척하  것

미한다.  엄격 건   들어, 0.2 x SSC/0.1% SDS에  42℃ 건  척하  것  미한다.

  후에,   통하여 나   시그  검 한다.  시그  컨 , 프[0054]

브에 결합  지  에 라 다 한  실시할  다.  들어, 프 브가 에 해 지

경우,   질    결과 과 시   여  할  다.    

/ 질  합 , 시다  ( 컨 , 래  시다 )  나프 , 미 에틸 , 

미 지 , D-루시 린, 루시게닌 (비 -N- 틸 리  니트 트), 루핀 질 에 , 루미 , 

플  드 시  (10- 틸-3,7- 하 드 시 사진), HYR (p-phenylenediamine-HCl and pyrocatechol),

TMB  (tetramethylbenzidine),  ABTS  (2,2‘-Azine-di[3-ethyl  benzthiazoline  sulfonate]),  o- 닐 민

(OPD)  나프 / 닌; 린 포 타  브 돌  포 트(BCIP), 니트  블루 트

라 리움(NBT),  나프 -AS-B1-포 트 (naphthol-AS-B1-phosphate)   ECF  질;  루  시다

t-NBT (nitroblue tetrazolium)  m-PMS (phenzaine methosulfate) 등 다. 프 브가   지  경우

에  실  나 트 트  하여 실  염색  검 할  다. 라  본   마커  검 하

  에 하여 실시하  경우에 , 체  (i) 본  마커  티드 열에 

하여 상보  열  가지  프 브  핵산 시료에 시  단계; (ii) 상    생 여

검 하  단계  포함한다.  과 에 한  시그   함 ,  여  단할 

다. , 시료에  본  마커  티드 열에 한  시그  상 시료( 컨 , 상 

직 포)보다 강하게 나  경우에   진단 다.

본  람직한 에 , 본  간   진단  트   폭 트   다.[0055]

본 에 재  어“ 폭”  핵산  폭하   미한다.   다 한 폭 들  당업계[0056]

에 보고 어 ,  합  연쇄 (PCR)(미  특허 4,683,195, 4,683,202,  4,800,159 ), 역

사- 합  연쇄 (RT-PCR)(Sambrook  등,  Molecular  Cloning.  A  Laboratory  Manual,  3rd  ed.  Cold

Spring Harbor Press(2001)), Miller, H. I.(WO 89/06700)  Davey, C. 등(EP 329,822)  , 리가  연

쇄  (ligase  chain  reaction;  LCR)(17,  18),  Gap-LCR(WO  90/01069),  복  연쇄  (repair  chain
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reaction; EP 439,182), 사-매개 폭(transcription-mediated amplification; TMA, WO 88/10315), 가 

지 염 열 복 (self sustained sequence replication, WO 90/06995), 타  폴리 티드 염 열

택  폭(selective amplification of target polynucleotide sequences, 미  특허 6,410,276 ), 컨

 열 프라  합  연쇄 (consensus sequence primed polymerase chain reaction(CP-PCR), 미

 특허  4,437,975 ),   프라  합  연쇄  (arbitrarily  primed  polymerase  chain

reaction(AP-PCR),  미  특허  5,413,909   5,861,245 ),  핵산  염 열   폭(nucleic  acid

sequence  based  amplification(NASBA),  미  특허  5,130,238 ,  5,409,818 ,  5,554,517 ,   

6,063,603 ), 가닥  폭(strand displacement amplification)(21, 22)  고리- 재 항  폭(loop-

mediated isothermal amplification; LAMP)(23)  포함하나, 에 한 지  다. 사  가 한 다  폭

들  미 특허 5,242,794, 5,494,810, 4,988,617   미  특허 09/854,317 에 어 다.

PCR  가   진 핵산 폭 , 그  많  변 과 들  개 어 다.  들어, PCR  특[0057]

 또  민감  진시  해 통  PCR 차  변 시  다운(touchdown) PCR, 핫 타트(hot

start) PCR, 티드(nested) PCR  (booster) PCR  개 었다.   또한, 실시간(real-time) PCR,

별 플  PCR(differential  display  PCR:  DD-PCR),  cDNA  말단  신  폭(rapid  amplification  of

cDNA ends: RACE), 티플  PCR,  합  연쇄 (inverse polymerase chain reaction: IPCR),

트(vectorette) PCR  TAIL-PCR(thermal asymmetric interlaced PCR)  특 한  해 개 었

다.    PCR에  한  한  내  McPherson,  M.J.,   Moller,  S.G.  PCR.  BIOS  Scientific  Publishers,

Springer-Verlag New York Berlin Heidelberg, N.Y. (2000)에 재 어 , 그  시사항  본 에

참  삽 다.

본  진단  트  프라  하여 실시하  경우에 ,  폭  실시하여 본 [0058]

마커  티드 열   도  사한다.   본  본  마커  티드 열  

도  하  것  에,  상  시료( 컨 ,  직, , , 청 또  변)에  본 

 마커  티드 열  mRNA  사하여 본  마커  티드 열   도  결

한다.

라  본  원  시료 내  mRNA  주  하고 mRNA 또  cDNA에 결합하  프라  하[0059]

여  폭  실시한다.

mRNA  얻  하여, 시료에   RNA  리한다.  RNA  리하  것  당업계에 공지  통상  에[0060]

라 실시   다(참 : Sambrook, J. et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold

Spring Harbor Press(2001); Tesniere, C. et al., Plant Mol. Biol. Rep., 9:242(1991); Ausubel, F.M. et

al.,  Current  Protocols  in  Molecular  Biology,  John  Willey  &  Sons(1987);   Chomczynski,  P.  et  al.,

Anal. Biochem. 162:156(1987)). 컨 , TRIzol  하여 하게 포내   RNA  리할  다. 

어, 리  mRNA  cDNA  합 하고,  cDNA  폭한다. 본   RNA  간  시료  리

 것  에, mRNA  말단에  폴리-A  갖고 , 러한 열 특  한 리고 dT 프라

  역 사  하여 cDNA  하게 합 할  다(참 : PNAS USA, 85:8998(1988); Libert F,

et al., Science, 244:569(1989);  Sambrook, J. et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd

ed. Cold Spring Harbor Press(2001)). 어,  폭  통하여 합  cDNA  폭한다.

본 에  프라  주  한 에  또  어닐링 어, 쇄  한다. 러한[0061]

쇄   하   합한  핵산   건  Joseph  Sambrook,  등,  Molecular  Cloning,  A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)  Haymes, B.

D., 등, Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1985)에 개시

어 다.

다 한 DNA 합 가 본  폭에   , E. coli DNA 합  I  “ 나우” 단편,[0062]

열  DNA 합   리 지 T7 DNA 합  포함한다.   람직하게 , 합  다 한

리   얻    열  DNA  합 고,   Thermus  aquaticus  (Taq),  Thermus

thermophilus (Tth), Thermus filiformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis,  Pyrococcus furiosus

(Pfu)  포함한다.

합  실시할 ,  에 에 필 한 들  과량  공하  것  람직하다. 폭 [0063]

에 필 한 들  과량 , 폭   도에 실질  한 지  도   미한다. Mg
2+
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 같  , dATP, dCTP, dGTP  dTTP  원하  폭 도가 달    도   합 에 공

하  것  다.   폭 에  든 들  동 한  건에   상태   다.

사실,  든 들    건에 근 하도  한다. 라  본  폭 과  

첨가  같  건  변  없  단  에  실시   다.

본 에 어  어닐링  타  타 드 열과 프라  사 에 특  결합  가 하게 하  엄격[0064]

건 하에  실시 다. 어닐링  한 엄격 건  열-  주  경  변 에 라 다 하다.

게 폭  본  마커  티드 열  cDNA  합한  하여 본  마커  [0065]

티드 열   도  사한다.  들어, 상 한 폭  결과   동  하고, 그 결

과  드  찰  함  본  마커  티드 열   도  사한다.

러한 폭  통하여, 생 학  시료에  본  마커  티드 열   상 시료( 컨

, 상 포, ,  또  청)보다 게 나  경우에   진단 다.

라  본   마커  검   cDNA  하  폭 에 하여 실시하  경우에 , 체[0066]

 (ⅰ) 본  마커  티드 열에 어닐링  프라  하여 폭  실시하  단계;

 (ⅱ) 상  폭  산  하여 본  마커  티드 열  도  결 하  단계

 포함한다.

본  마커  에  고   생체 다. 러한 마커  고  mRNA 또  단 질 에  [0067]

  다. 본 에  사  어 “고 ”  사 상  시료에  상   티드

열   도가 상 시료  비 하여  경우  미한다. 컨 , 당업계에  통상  

  ,  컨  RT-PCR   또  ELISA  (참 : Sambrook,  J.  et  al., Molecular Cloning. A

Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Press(2001))에 라   한 경우,  많  것

  경우  미한다.    들어, 상 한  에 라 한 결과, 본  마커가 상

포  비 하여 2-10  도 고   경우, 본 에  “고 ”  하고  한다.

 과

본  특징   하  다 과 같다:[0068]

(ⅰ) 본   진단 또  후  트  공한다.[0069]

(ⅱ) 본 에  MEST  에 한 마커    신뢰도가 게 개  마커 다.   특 , 본 마[0070]

커  과 간 에 한 마커    신뢰도가 우 하다.

(ⅲ) 본 에  MEST  에 한 마커에 어  매우 우 한 과 신뢰도  나타낸다.[0071]

(ⅳ) 또한, 본    포  직에 만 특   가  MEST  하여 생 학[0072]

시료( 컨 , 포나 직)  매우 특    진단  후  할  다.

도  간단한 

도 1  본 에  마우   간  포주  MEST   RT-PCR과 블  하여[0073]

한 결과 다.   HMLE  간 상  상피 포주(human normal mammary epithelial cell)  미하 ,

Hs578T (human breast adenocarcinoma cell), MDA-MB-231 (human breast adenocarcinoma cell), MDA-MB-468

(human breast adenocarcinoma cell), BT-474 (human breast ductal carcinoma cell), SKBR3 (human breast

adenocarcinoma cell), ZR75-1 (human breast ductal carcinoma cell)들  포주  미한다.

도 2  본 에  간  (carcinoma) 직  과  MEST  량  RT-PCR  하여 

한 결과 다.

도 3  본 에  상  포  IDC(infiltrating duct carcinoma)   MEST 단 질  역

직 학염색  한 결과 다.

도 4a-4d  본 에  MEST   해 EMT (Epithelial-Mesenchmal transition) 상  도하 지
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사하  해 HMLE 포  HMLE-MEST  포  하여 상피 포마커  엽(mesenchymal) 마커

RT-PCR과 략  RT-PCT  하여 한 결과 다.

도 5  본 에  MEST  포에  재  역 염색  한 결과 다.

도 6  본 에  HMLE 포  HMLE-MEST  포에  하  상피 포마커  엽(mesenchymal)

마커 단 질들에 하여 역 염색  한 결과 다.

도 7a-7b  본 에    에 어  MEST   역할  규 하  해 MEST 

  마우  포주  4T1 포주  하여 MEST 단 질  상  MEST  과 포주

 식과  한 결과 다.

도 8  본 에  간 상 간 포주  간  포주  MEST   RT-PCR  하여 한 결과

다. Chang  liver  cell  간 상 간 상피 포주 (human normal mammary epithelial cell)  미하 ,

SNU-354,  SNU-182,  SNU-387,  SNU-368,  SNU-449,  SNU-761  cell  간   래  포주  (human

hepatocellular carcinoma cell)  미한다.

도  9  본  에  간  상  간 포주    간  포주들  MEST   량  RT(real

time)-PCR  하여 한 결과  그래프  나타낸 것 다.

 실시하  한 체  내

하, 실시  통하여 본  욱 상  하고  한다.   들 실시  지 본  보다 [0074]

체  하  한 것 , 본  지에 라 본  가 들 실시 에 해 한 지 

다  것  당업계에  통상  지식  가진 에 어  할 것 다.

실시[0075]

본  체에 걸쳐, 특  질  도  나타내  하여 사  “%“  별도  언  없  경우, 고[0076]

체/고체  ( 량/ 량) %, 고체/ 체  ( 량/ 피) %, 그리고 체/ 체  ( 피/ 피) % 다.

실험 재료  [0077]

포 , 항체  시[0078]

마우  4T1 포주  고 도 당  포함하  DMEM(Gibco, Grand Island, NY)에 10% 열- 시  우태 청[0079]

첨가  지  하 , HMLE (immortalized human mammary epithelial cells)  경우 DMEM/F12, 린

(10 ㎍/㎖), 간 EGF(epidermal growth factor, 10 ng/㎖), 하 드 티 (hydrocortisone, 0.5 ㎍/㎖)

포함  DMEM/F12에 10% 열- 시  우태 청  첨가  지  하여 37℃  5% CO2 건에  하

다.   항체  시  경우, 티-래빗 HRP-링  IgG (7074)  티-래빗 HRP-링  IgG (7076), 티-마우

IgG  Cell Signaling Techonology사에  하 고, 티-E-cadherin(61181), 티-N-cadherin(610920), 

티-CD24(555428), 티-Cd44(555478), 티-피브 틴(fibronectin, 610077)  BD sciences사에  하

고,  티-β-catenin(13-9700),  티-α-catenin(13-8400)  Zymed사에  하 ,  티-Twist1  (sc-

6269)  santa  cruz  technology사에  하 고,  티-V5(R96125),  Mito  Tracker(M7512),  염  청

(50062Z), ProLong Gold antifade reagent with DAPI (P36935)  ViraPower Lentiviral packing mix (K4975-

00)  Invitrogen사에  하 다. 또한, 티-β-actin(A1978), 티-MEST (HPA005623)  Sigma-Aldrich사

에  하 다. pFG12 티 러   ADDGEGE사에  하 다.

Chang 상 간 포주  간 간  포주  SNU182, SNU354, SNU368, SNU387, SNU449  SNU761 포주  고[0080]

도 포도당  포함하  DMEM(Gibco, Grand Island, NY)에 10% 열-  시  우태 청  첨가  지

하여 37℃  5% CO2 건에  하 다.   293T 포, 마우   포주(NMuMG, 67NR  4T1 포

주), 간  포주(Hs578T, MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT-474, SKBR3  ZR75-1), 간 간 상 포주

(Chang liver cell), SNU-182, SNU-387  SNU-449 포주  ATCC (American Type Culture Collection)에

하 , SNU-354, SNU-368  SNU-761 포주  한 포주 행에  하 다.
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Human Tumor Samples.[0081]

 래 상    직에  리한 RNA  강남 브란  병원  공 , 직[0082]

Imgenex 사  하 다.

MEST siRNA 플라 미드[0083]

마우  MEST에 한 각각 개  siRNA-  리고  마우  지  한 블라 트  하여 5’[0084]

-GCCCTTGATTTCTTAGGCTTT-3’  5’-CCACATCAGTACTCCATATTT-3’  타겟  하  MEST siRNA 리고  

하고 하 다.   헤어핀-타  단  RNAi  만들  해 5 ㎕(100 mM)  합    티  

리고 타 드(5’-CTAGACCCCACATCAGTACTCCATATTTCTCGAG    AAATATGGAGTACTGATGTGGTTTTTGGAAAC-3’)  

(5’-CTAGACCGCCCTTGATTTCTTAGGCTTT  TTCAAGAGAAAAGCCTAAGAAATCAAGGGCTTTTTGGAAAC-3’)  1  ㎕  1  M  NaCl

 합한 후, 95°C, 2  동  어닐링(annealing)  시  후 72°C에  쿨링(cooling) 시 고, 그 다  다시

상 에 하여 천천  식 다.   마우  MEST-siRNA 트  pFG12 티- 러  (Inhibiting HIV-1

infection in human T cells by lentiviral-mediated delivery of small interfering RNA against CCR5. Qin

XF et al. (Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Jan 7. 100(1):183-8. Pubmed)).  XbaI/XhoI 역에 브 닝

시 다.   siRNA  마우  cDNA  하지  것  진 시  하여 하 다.

역 사-PCR [0085]

든 RNA  Quizol 시 (Qiagen, Inc., Valencia, CA)  하여 하 다.   역 사  원 탑 RT-PCR [0086]

트(Qiagen, Inc., Valencia, CA)  하여 실험하 다.   각각  PCR 프 트  1% 가   

하여 하 다.   MEST RT-PCR  해 forward primer (5’-TCAGTGACAAACCGAGACCA-3’)  reverse primer

5’-CATCAGTCGTGTGAGGATGG-3’)  프라  하 다.

블 (Immunoblotting)[0087]

(25 mM Hepes (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% 트리  X-100, 10% 리 , 5 mM EDTA, 프  비[0088]

믹 쳐(Complete, Roche, Gipf-Oberfrick, Switzerland))  하여 마우   포주(NMuMG, 67NR, 4T1

cell),  MEST  과  포주  (HMLE,  HMLE-MEST),  MEST  다운(4T1-siMEST),  간  상  포주(Chang  liver

cell),  SNU-182,  SNU-387,  SNU-449,  SNU-354,  SNU-368   SNU-761  포주에  체  단 질  하 다.

 각각  단 질  SDS/PAGE  하여 리하 고, 폴리(vinylidene difluoride) 브  

하여  동시  후  폴리 날  또  날  티 라  하여  1차  항체  다  ( 티-MEST

(HPA005623): Sigma-Aldrich).   그 다 , HRP(horseradish peroxidase)- 게 티드 티-래빗  티-마

우  IgG  하여 2차 항체  다.  지 에 라(Pierce) (chemiluminescence)  하

다.

러  생산   타겟 포  감염[0089]

293T  포에  트   플라 미드  pFG12-siLuc(empty)  또
 

pFG12-마우  siMEST  플라 미드[0090]

ViraPower  Lentiviral  packing  mix  같  합하여  포 트  하여 트랜  시 다.

상  트랜  시  후 72시간 후에 0.45-㎛ 필  하여 하 다. 그 다 , SW28  

하여 100,000 x g에  원심 리 한 후 100 ㎕ 0.1% BSA(PBS) 에 탁시 다.   티 러   사

지 -80°C 고에 보 하 다.   포 감염  해 마우  포주  4T1 포주  6-웰 플 트

(1 ⅹ 10
5

 포/웰)에 한 후 12시간 하 고 티 러  폴리브 (polybrene, 8 ㎍/㎖)  포함

2 ㎖ DMEM(Dulbecco's modified Eagle's madium)에 첨가한 후 30  동  1,500 rpm  원심 리 하 다. 감

염시  후 24시간 후에, 폴리브 -DMEM  새 운 DMEM 지  한 후, 다  어  하여 하 다.
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량  RT-PCR[0091]

E-cadherin  경우 향 프라 : TGCCCAGAAAATGAAAAAGG, 역 향 프라 : GTGTATGTGGCAATGCGTTC  [0092]

하 고, N-cadherin  경우 향 프라 : ACAGTGGCCACCTACAAAGG, 역 향 프라 : CCGAGATGGGGTTGATAATG

 하 ,  피브 틴  경우  향  프라 :  CAGTGGGAGACCTCGAGAAG,  역 향  프라 :

TCCCTCGGAACATCAGAAAC  하 고, 비 틴  경우 향 프라 : GAGAACTTTGCCGTTGAAGC, 역 향 프라

: GCTTCCTGTAGGTGGCAATC  하 다.   또한, EMT  사   보  해 Snail  경우 

향 프라 : CCTCCCTGTCAGATGAGGAC, 역 향 프라 : CCAGGCTGAGGTATTCCTTG  하 고 Slug  경우 

향 프라 : GGGGAGAAGCCTTTTTCTTG, 역 향 프라 : TCCTCATGTTTGTGCAGGAG  하 고, Twist-1  경우

향 프라 :  CGACGAGCTGGACTCCAAG,  역 향 프라 :  CCTCCATCCTCCAGACCGA  하 ,  Twist-2

경우 향 프라 : CAGAGCGACGAGATGGACAA, 역 향 프라 : CACACGGAGAAGGCGTAGC  하 다.

 RNA   RNeasy 미니 트(Qiagen)  하여 리하 고, cDNA  만들  해 헥사- 타 드 믹[0093]

(hexa-nucleotide  Mix,  Roche)  하여 만들었다.   결과  cDNA  SYBR-그린 마  PCR  믹  

Taqman 마  PCR 믹 (Applied Biosystems)  하여 PCR에 하 다.   PCR   집  7900HT

트 리얼-타  PCR 시 (Applied Biosystems)  하 다.   든 량  내재 (endogenous) 

18S  평  시 다.   각 타겟  상   2
(Ct-Cc)  

(Ct  Cc  18S  평 시  후 평균 역가

사  차  나타냄)  시하 ,  량  Taqman  RT-PCR  한  MEST(Hs00853380_g1)  18S

(Hs03003631_g1) 프 브  Applied Biosystems 사에  하 다.

역 (Immunofluorescence)[0094]

2.5 x 10
4

개  HMLE  HMLE-MEST 포  4-웰 Lab-TekII 챔  슬라 드에 (seeding) 한 후, 24시간 후에[0095]

포  PBS(phosphate-buffered saline)  2  척하 다. 그 다 , PBS에 2% 라포 드  0.1% 트

리  X 100  첨가하여 30  동  고  시  후, 다시 PBS  3  척 과  거쳐 블 킹 (10% goat

serum in PBS)  첨가한 후 하 다.   블 킹 후 2시간 동  1차 항체  함께 시  후

0.1% Tween-20  첨가  PBS  3  척하 , 2차 항체  DAPI  2시간 동  시  후 슬 드 라

트 티 드 트(Slowfade Light Antifade Kit, Invitrogen)  하여 마운 하 다.   든 샘플

동 한 건  역  미경  하여 미지  하 다.

역 직 학(Immunohistochemistry)[0096]

직 마 어  슬라 드(IMX-364)  탈 라핀   재  시  후에 0.01  mol/ℓ 시트 산 (pH[0097]

6.0)  하여 열- 도 에피 브 검색(heat-induced epitope retrieval)  실시하 다.   내재  시다

  3% 과산  하여 10  동  처리하 다. 비특  결합  1시간 동  5% 염  청

하 ,  슬라 드  4°C에  12시간  동  Mest  항체  하여  시  후  LSAB2  시

(DakoCytomation)  하여 미지  하 다.

실험 결과[0098]

간  포주에  MEST  [0099]

MEST  새 게  프린티드 (imprinted gene)  개  폼  하 ,  개  [0100]

폼들  플라 드 변 체 폼 mRNA(spliced variant isoform mRNA)에 해 만들어지  것  보고

고 다.   폼 1(long isoform)  뇌, 골격근, 신 , 간 , 신, , 심 , 피   태 등에  

, 폼 2(short isoform)  N-말단에  9개  가 없  것  사 고 다.   또한, 폼 2

  가지 비-태  등에  고  것  보고 지만 직 지 과  연  보고 고 지

 실 다.

라 , MEST  과 과  연  하  해 간 포주들  하여 MEST [0101]

  하 다.   도 1에  보   같 , MEST    포주에  HMLE(human normal

mammary epithelial cell)과 비 시 과 어  것  하 ,  포주들에  그  
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강한 것  하 다.

또한, MEST   상   샘플에  어  병리학  (phenotype)과 연  지  [0102]

하  해 17   얻  (invasive) 간  직  RNA  리하 다.   

 상 직  직에  MEST   게 차 가 나  것  하 다.   17   샘

플  16   샘플에  MEST   2  상에  고 96  상  게 가하  것  

었다.   , MEST   사한   94% 상  에  과 어  것  사 었다(도

2).   그러나, MEST 폼  MESTb     샘플에  검  지 다.

러한 결과들  탕  57개    직  MEST 항체  하여 역 직 학  실시하 다.[0103]

상  샘플  경우 MEST 항체에 해 주 하게 염색   IDC(infiltrating duct carcinoma)  경우[0104]

MEST 항체  염색  강도에 라 한 결과 -/+ sample  5개, ++ sample  14개, +++ sample  26개  

   직에  MEST가 강하게  것  하 다(도 3).

MEST 과 CSC (cancer stem cell)과  연   EMT (Epithelial-Mesenchmal transition) 도[0105]

E-cadherin mRNA  상실에 한 한  사  E12, E47, SIP1, slug, Goosecoid, twist등에 [0106]

한 직  사 억 에 한다.   또한, 러한 사 들  다 한 간 에  과 어  것

 사 었 ,   또  등과 한 연  보여주고 다.   라  MEST   

한 EMT 상  도함에 어 여   들   량  RT-PCR  하여 하 다.   그 결

과, sanil   HMLE 포  HMLE-MEST 포에  게  차  보 지 다.   하지만, Slug

경우 MEST에 해 1.8  도 가하  것  사 었 , Twist-1  Twist-2  경우 게 가하  것

하 다(도 6).

본 연 에  MEST  경우 TargetP, iPsort  MitoProt 프 그램  하  ,  미 드리  타겟[0107]

 타 드  가지고  미 드리  단 질  것  상 었 , 에 라  MEST  포내 

 하 다.    그 결과, Mest  경우 Mito-Tracker  하여 염색한 결과 미 드리 에 하지 

, 핵에도 하지  것  었다.   라  MEST  경우 포질에 하  것  보 다

(도 7).

다  MEST   해 EMT 상  도하 지  사하  하여, HMLE 포  HMLE-MEST 포  [0108]

하여 상피 포 마커  엽 마커  역염색하 다.   그 결과, MEST   해 상피 포 마커

E-cadherin,  α-   β-catenin   감 하  것  하 ,  엽  마커  피브 틴  N-

cadherin   가하  것  하 다.   또한, 러한 EMT 상  하  사  Twist-1  역

염색시 MEST   해  강하게 염색  것  하 다(도 8).

MEST 에 한    포 생[0109]

  에 어  MEST   역할  규 하  하여, MEST    마우[0110]

포주  4T1 포  하여 MEST  다운(knockdown)  시  siRNA  하 다.   

 해 마우  MEST   역에 한 siRNA  하 ,  경우   마우

 매 가 지  루시 라  DNA에 한 siRNA  하 다.   

siRNA에 감염  4T1  포에  MEST mRNA  단 질   사한 결과,  비 시 siRNA  감염[0111]

4T1 포에  MEST mRNA  단 질   게 감 하  것  하 다(도 9).   그 다 , MEST 

다운시   포 식에 어 한 향  미 지  사하 다.   si-MEST-  4T1 포  경우 4T1 

포  -siRNA   비 시  감 하  것  하 다.   AKT  린/트 닌 나

cAMP-  프 - 나  A/프  나  G/프  나  C - 리에 한다.   AKT  

  나 린에 한 시그날 도 과 에  도  것  포   생 과 루  

사  사 과 같  많  포내 과 에 여하  것  보고 고 다.

또한, PI3K에 해 린 308과 린 473 에  포 포릴 (phosphorylation)에 해  것[0112]

 사 었 , 러한  해 포 , 생   시 (apoptosis)에 한 역할  할 뿐

만 니라 많  다운 트림 프 - 시  프  타겟  연  포질 한 (localization)  도하
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 것  보고 고  다.    MEST  과  한  AKT   통하여     생

지시 , 시 에  한 역할  담당할 것  상 어진다.

간 간  포주에  MEST  [0113]

MEST  과 간 과  연  하  해, 간 간  포주들  하여 MEST  [0114]

 하 다.  그 결과, MEST   간  포주에   사 한 상 Chang 간 포  비 시 과

 것  었다(도 10).

또한, MEST   상  간  샘플에  어  병리학  과 연  지  하  [0115]

해 31   얻   간 간  직  RNA  리하 다.   그 결과,  상 직

  직에  MEST   게 차 가 나  것  하 다(도 11).   뿐 만 니라, 31

  샘플  20    샘플에  MEST   2  상에  고 44  상  게 가

한 것  하 다.   , MEST   사한   65% 상  에  과  어  것  

사 었다.

검[0116]

본 실험  통해 MEST   과  과  연  하 다.    MEST    포주에[0117]

HMLE(human normal mammary epithelial cell)과 비 시 마우   간  포주에  과 어 

것  하 , 또한 러한 MEST  고   포주들에  그   강한 것  하

다.   

또한, MEST   상    샘플에  어  병리학  과 연  지  한 결과,[0118]

MEST   사한   94% 상  에  과  어  것  하 , 러한 결과  

 직  한 역 직 학  통해 도 동 한 결과  얻   었다.

그 다 , MEST   해 EMT (Epithelial-Mesenchmal transition) 상  도하 지  사한 결과,[0119]

상피 포 마커  E-cadherin, α-  β-catenin   감 하  것  하  엽 마커  피브

틴과 N-cadherin   가하  것  하 다.   또한, 러한 EMT  도  사  Slug,

Twist-1  Twist-2   가에 하  것  하 다.   뿐 만 니라, MEST 과  해 포

 하  결과  보  AKT   통해    생  지시킬 것  , 

시 에  한 역할  담당할 것  상 어진다.

본 연  통해 MEST  과 간 과  연  하 다.   MEST   간  포주에  [0120]

 비 시 간 간  포주에  과 어  것  하 다.   또한, MEST   상 

  샘플에  어  병리학  과 연  지  한 결과, MEST   사한   65%

상  에  과  어  것  함  MEST   간   에 한 역할  담당

할 것  상 어진다.

상  본  특 한  상  하 , 당업계  통상  지식  가진 에게 어  러한[0121]

체   단지 람직한  뿐 , 에 본  가 한  것  닌  하다.

 라  본  실질   첨  청 항과 그  등가 에 하여 다고 할 것 다.
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도 3

도 4a

도 4b
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도 4c
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도 5
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도 6

도 7a
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