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요약

본 발명에 의해, 많은 유전자가 전이와 관련있는 것으로 확인되었다. 이들 유전자 발현 동정 및 프로파일링을 이용하여 
샘플을 평가하고, 샘플에서 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생을 진단하거나, 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시험 
화합물을 스크리닝할 수 있다.
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대표도

도 1

색인어
종양 전이 유전자, 종양 침입 잠재성

명세서

도면의 간단한 설명

도1은 4개의 폐 선암종 세포주의 유전자 발현 프로파일의 자기 조직화 지도(a)와 계층적 클러스터링(b)을 나타내는 도
면.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

    
본 발명은 전이관련 유전자에 관한 것이다. 전이는 일차적인 종양 부위에서 먼 부위로의 암세포 이동을 포함하는 다단
계 과정이다. 이 과정은 암세포와 그들의 주변 미시적환경과의 상호작용을 수반한다. 전이는 암 환자 사망의 주요 원인
이다. 암 전이에 대한 많은 연구가 행해지고 있으며 종양세포 침입 및 전이에 관여하는 여러 분자가 동정되어있고 그 특
징이 알려져 있다. 이 분자들 중에서, 일부(예, 라미닌 수용체, 비트로넥틴 수용체, 메탈로프로테인나제, 및 CD44)는 
침입과 전이를 촉진시키는 반면, 다른 것들(예, 카드헤린, 메탈로프로테인나제의 조직 저해제, 및 nm23)은 이 과정들
을 저해한다(참고, Wewer et al.(1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 7137-7141; Albelda et al.(1990) Ca
ncer Res. 50:6757-6764; Powell et al.(1993) Cancer Res. 53:417-422; Sreenath et al.(1992) Cancer Re
s. 52:4942-4947; Birch et al.(1991) Cancer Res. 51:6660-6667; Harn et al.(1996) J. Clin. Gastroentero
l. 22:107-110; Uleminckx et al.(1991) Cell 66:107-119; Liotta et al.(1991) Cell 64:327-336; Goldberg 
et al.(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8207-8211; and Kodera et al.(1994) Cancer 73:259-265.).
    

    
칼시클린(calcyclin) 및 AXL도 전이와 관련이 있다(참고, Weterman et al.(1992) Cancer Res. 52:1291-1296; 
및 Jacob et al.(1999) Cacner Detect. Prev. 23:325-332). 디스인테그린-메탈로프로테아제, MMP-19 단백질, 
간질성 (interstitial) 콜라게나제, 프로토카드헤린, 인테그린 α-3 및 인테그린 α-6 등의 다수의 프로테아제 및 점
착 분자들이 암 침입 및 전이와 관련있는 것으로 이미 보고되어 있다(참고, Kanamori et al.(1999) Cancer Res. 59
:4225-4227; Okada et al.(1994) Clin. Exp. Metastas. 12:305-314; Morini et al.(2000) Int. J. Cancer, 87
:336-342; 및 Friedrichs et al.(1995) Cancer Res. 55:901-906). 종양 관련 항체 L6은 폐암과 유방암 등의 여러 
암 종에서 높게 발현되는 것으로 보고되어 있다(참고, Marken et al.(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3503
-3507).
    

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 종양 전이와 관련되는 4그룹(그룹 I, II, III, 및 IV)으로 분류되는 유전자의 발견에 기초한 것이다.

본원에서 사용되는 " 그룹 I" 은 표 I에 기재한 유전자로 이루어진 그룹을 말하고, " 그룹 II" 는 표 II에 기재한 유전자
로 이루어진 그룹을 말하고, " 그룹 III" 은 표 III에 기재한 유전자로 이루어진 그룹을 말하고, " 그룹 IV" 는 표 IV에 
기재한 유전자로 이루어진 그룹을 말한다.
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이들 그룹의 각 유전자는 침입과 양성 혹은 음성 상관관계에 있다. 그룹 I, II, III, 또는 IV 유전자(그룹 I, II, II, 및 I
V의 전부 또는 일부)는 독립적으로, 또는 조합하여 사용할 수 있다. " 그룹 I" , " 그룹 II" 및 " 그룹 III" 각각은 상기 
표에 기재한 유전자에 의해 코딩되는 폴리펩티드를 포함한다. 유전자, 폴리펩티드, 또는 둘다에 대한 용어는 문맥상에
서 명확해질 것이다.

본 발명의 하나의 태양은 샘플을 평가하는 제1 방법을 특징으로 한다. 이 방법은 샘플에서 그룹 I, II, III, 또는 IV로부
터 선택되는 적어도 하나의 핵산의 발현 수준을 측정하고, 기준 발현 값(reference expression value)과 상기 발현 
수준을 비교함으로써 샘플을 평가하는 공정을 포함한다. 상기 발현 수준은 기준 값과 비교하여 샘플을 평가하는 값이다. 
상기 기준 값은 임의로 할 수 있거나 또는 기준 샘플 또는 기준 상태와 관련된 것일 수 있다.

    
상기 기준 발현을 얻는데 사용되는 시료는 다음 중 하나 이상으로 할 수 있다:(1) 정상 피검자의 샘플; (2)질병이 있거
나 질병이 의심되는 샘플(예, 종양신생 질병(neoplastic disorder), 또는 전이성 질병); (3)전이성 질병이 있으며 치
료를 받고 있는 피검자의 샘플; (4) 평가할 피검자의 샘플(예를 들면, 동일한 피검자의 초기 샘플 또는 정상 샘플). 발
현, 예를 들면, 샘플 발현 또는 기준 발현은 (1)핵산으로부터 전사되는 mRNA; 또는 (2)핵산에 의해 코딩되는 폴리펩
티드의 존재비(abundance)의 정성적 혹은 정량적인 평가가 될 수 있다. 상기 mRNA의 발현은, 예를 들면, 정량 PCR, 
노던(Northern) 분석, 마이크로어레이(microarray) 분석, 핵산 발현의 연속 분석(serial analysis of nucleic acid 
expression:SAGE), 및 기타 일반적인 방법으로 측정할 수 있다. 폴리펩티드의 발현은, 예를 들면 항체 어레이(antib
ody array)을 이용한 항체 프로브, 또는 정량 질량 분광법 (quantitative mass spectroscopy)에 의해 측정할 수 있
다.
    

몇몇 태양에서는, 상기 방법은 그룹 I, II, 또는 III으로부터 선택되는 핵산의 10%, 20%, 30%, 50%, 75%, 80%, 90
%, 99% 또는 그 이상의 발현 수준을 측정함을 더 포함할 수 있다.

본 발명의 또다른 태양은, 샘플을 평가하는 제2 방법을 특징으로 한다. 이 방법은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선
택되는 적어도 2개의 핵산의 발현 수준을 나타내는 샘플 발현 프로파일을 동정한 뒤; 상기 샘플 발현 프로파일을 적어
도 하나의 기준 발현 프로파일과 비교하여 샘플을 평가하는 공정을 포함한다.

    
본원에서 사용되는 " 발현 프로파일(expression profile)" , 예를 들면, 기준 발현 프로파일 또는 샘플 발현 프로파일
은, 각 값이 다른 핵산, 핵산의 스플라이스-변이체(splice-variant) 혹은 대립유전자 변이체(allelic -variant), 또는 
그들의 번역 산물의 발현 수준에 해당되는, 복수의 값을 포함한다. 상기 값은 (1)핵산으로부터 전사된 mRNA; 또는 (
2)그 핵산에 의해 코딩되는 폴리펩티드의 존재비의 정성적 또는 정량적인 평가치일 수 있다. 발현 프로파일은 그룹 I, 
II, III, 또는 IV의 핵산에 해당하는 적어도 2개의 복수의 값을 갖는다.
    

몇몇 태양에서, 상기 발현 프로파일은 그룹 I 및 II로부터 선택되는 핵산 중 50%, 60%, 80% 또는 90%에 대한 값을 
포함할 수 있다. 필요에 따라, 상기 발현 프로파일은 그룹 II로부터 선택되는 모든 핵산, 또는 그룹 II의 핵산 중 일부(
예, 그룹 II 핵산의 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 혹은 90%)에 대한 값을 포함할 수 있다.

    
몇몇 다른 태양에서, 상기 발현 프로파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 모든 핵산(핵산의 100%), 또는 그룹 I, II, 
III, 및/또는 IV의 핵산의 일부, 예를 들면 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산 중 적어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 
또는 90%에 대한 값을 포함할 수 있다. 상기 발현 프로파일은, 어레이를 제공하고; 그 어레이를 핵산 혼합물과 접촉시
킨 다음; 핵산 혼합물(세포로부터 얻어지거나 증폭한 핵산의 혼합물)의 어레이에 대한 결합을 검출하여 발현 프로파일
을 생성하는 공정을 포함하는 방법에 의해, 어레이로부터 얻을 수 있다. 필요에 따라서, 상기 발현 프로파일은 SAGE 
또는 다중 프라이머를 사용한 정량 PCR 등의 어레이를 필요로 하지 않는 방법 및/또는 장치를 이용하여 측정할 수 있
다.
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기준 발현 프로파일은 다음 중 하나 이상을 포함하는 프로파일일 수 있다: (1)정상 피검자로부터 얻은 샘플의 프로파일
; (2)종양신생 질병 혹은 전이성 질병 등의 질병이 있거나 혹은 의심되는 샘플의 프로파일; (3)전이성 질병이 있고 치
료를 받고 있는 피검자로부터 얻은 샘플의 프로파일; 및 (4)평가되는 피검자로부터 얻은 샘플(예, 동일한 피검자의 초
기 샘플 또는 정상 샘플)의 프로파일. 예를 들면, 상기 기준 발현 프로파일은 암 세포주, 예를 들면 전이성 암 세포주(
예, 본원에 기재한 폐 선암종 세포주)의 프로파일이어도 좋다.
    

또한 기준 발현 프로파일은 어떠한 적합한 기준(예, 핵산 혼합물)으로부터 얻어지는 발현 프로파일일 수 있다. 샘플 발
현 프로파일은 기준 발현 프로파일과 비교하여 차이 프로파일(difference profile)을 생성한다. 바람직하게는, 상기 샘
플 발현 프로파일은 기준 발현 프로파일과 간접적으로 비교한다. 예를 들면, 상기 샘플 발현 프로파일을 다차원 스페이
스에서 기준 발현 프로파일의 클러스터 (cluster)와 비교한다.

본 발명의 또다른 태양은 어레이(array)를 특징으로 한다. 이 어레이는 복수의 어드레스(address)를 갖는 기판(subs
trate)을 포함한다. 상기 복수의 어드레스 중의 각 어드레스는 포착 프로브(capture probe)(예, 특유의 포착 프로브)
를 포함한다. 어드레스는 단일 종의 포착 프로브를 가질 수 있으며, 예를 들면, 각 어드레스는 단일 종(예, 핵산, 또는 
폴리펩티드 종)을 인식한다. 상기 어드레스는 2차원 또는 3차원 형상의 기판 상에 배치할 수 있다. 상기 복수 어드레스 
중 적어도 하나는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV으로부터 선택되는 핵산과 특이하게 혼성화하는 항체 혹은 항체 유도체 등
의 포착 프로브를 함유한다. 복수의 어드레스는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 모든 핵산(즉, 핵산의 100%), 또는 그룹 
I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부분, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산 중 적어도 20%, 40%, 50%, 6
0%, 80%, 90%에 대한 핵산 포착 프로브를 갖는 어드레스를 포함할 수 있다. 필요에 따라서, 복수의 어드레스 중 적어
도 하나는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산에 의해 코딩되는 폴리펩디드 그룹으로부터 선택되는 폴리펩티드와 특이하
게 결합하는 포착 프로브를 포함한다. 몇몇 태양에서, 복수의 어드레스는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 모든 핵산(즉, 
핵산의 100%), 또는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부분, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산 중 적
어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%에 대한 폴리펩티드 포착 프로브를 갖는 어드레스를 포함한다. 어레이는 ㎠ 
당 적어도 10, 50, 100, 200, 500, 10 3 , 104 , 105 , 106 , 107 , 108 , 또는 109 또는 그 이상의 어드레스 및 그 범위내
인 밀도를 가질 수 있다.

    
본 발명의 또다른 태양은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 핵산 세트와 혼성화하는 프로브 세트를 특징으로 
한다. 프로브 세트는 적어도 2, 5, 10, 20, 30, 50개 또는 그 이상의 핵산을 포함할 수 있다. 상기 프로브는 그룹 I, II, 
III, 및/또는 IV로부터 선택되는 핵산에 완전히 대응되는 프로브일 수 있다. 그러나, 5% 이하의 미스매치(mismatch) 
핵산을 갖는 미스매치 프로브가 사용될 수도 있다. 상기 프로브는 폴리머, 가용성, 또는 불용성, 천연 혹은 합성 폴리머
에 부착해도 좋다. 상기 프로브는 겔 매트릭스, 혹은 용액 중의 고체 지지체(예, 평면 어레이)에 부착해도 좋다.
    

    
또한 본 발명은 피검자로부터 얻은 샘플을 제공하고; 샘플 발현 프로파일을 측정하고; 샘플 발현 프로파일을 기준 발현 
프로파일과 비교한 다음(여기서, 상기 프로파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 하나이상의 핵산의 발현 
수준을 나타내는 하나 이상의 값을 포함함); 샘플 발현 프로파일이 비교 발현 프로파일로부터 변화된 것으로 확인되는 
경우 상기 피검자를 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생을 갖는 것으로 분류하는 공정을 포함하는 진단 방법을 특징으로 
한다. 몇몇 태양에서는 상기 발현 프로파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 I
V의 모든 핵산(즉, 핵산의 100%), 또는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 
IV의 핵산중 적어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 또는 90%의 발현 수준에 대한 다중 값(multiple values)을 포함
한다. 이 방법은 기준 값 또는 기준 프로파일과 상기 값 또는 상기 프로파일(즉, 다중 값)을 비교하는 공정을 더 포함할 
수 있다.
    

몇몇 다른 태양에서, 상기 기준 프로파일은, 예를 들면, 전이성 세포주가 연속적으로 배양된 암 유래의 세포주의 프로파
일이다. 상기 세포주의 예로는 상이한 침입성과 전이성을 갖는 인간의 폐 선암종 세포주(Human lung adenocarcinom
a cell line)인 CL 1-0 및 그의 서브라인(예, CL1-1 및 CL1-5 ) 등이 있다.
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상기 프로파일의 하나 이상의 핵산의 발현에서의 변화는 피검자가 종양 침임 잠재성 또는 전이 발생을 가짐을 나타내는 
표시이다. 바람직하게는 상기 프로파일의 복수의 핵산의 발현(예, 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 40%, 50%, 60%, 
70%, 80%, 또는 90%)이 변화된다. 상기 발현 또는 발현 프로파일은 본원에서 기재하는 방법에 의해 어레이로부터 얻
을 수 있거나, 또는, SAGE 혹은 다중 프라이머를 이용하는 정량 PCR 등의 어레이를 필요로 하지 않은 방법에 의해 얻
을 수 있다. 필요에 따라서, 상기 발현 또는 발현 프로파일은 상술한 방법을 조합하여 측정할 수 있다.
    

샘플에서의 종양 침입 잠재성 혹은 전이 발생의 진단에 부가하여, 이 방법은 또한 (1)종양 치료 기간 동안 피검자를 모
니터링하거나; (2)피검자에서 종양 전이에 대한 치료를 모니터링하는데 이용할 수 있다.

상기 피검자 발현 프로파일은 치료하는 동안 피검자에서 측정할 수 있다. 피검자 발현 프로파일은, 기준 프로파일이나 
또는 치료 전 혹은 질병 발생 전에 피검자로부터 얻은 프로파일과 비교할 수 있다. 바람직한 태양에서는, 피검자 발현 
프로파일은 치료하는 동안 간격(예, 일정한 간격)을 두고 측정한다.

또한 본 발명은 종양 전이의 예방 및 치료에 유용한 테스트 화합물에 대한 스크리닝 방법을 특징으로 한다. 이 방법은, 
하나 이상의 기준 발현 프로파일을 준비하고; 상기 화합물을 세포와 접촉시키고; 화합물 관련 발현 프로파일을, 예를 들
면, 상술한 방법을 이용하여 측정한 다음; 상기 화합물 관련 발현 프로파일을 적어도 하나의 기준 프로파일과 비교하는 
공정을 포함한다. 피검자 발현 프로파일 및 상기 기준 프로파일을 포함한, 상기 화합물관련 발현 프로파일 및 기준 프로
파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산(예, 핵산의 100%), 또는 그
룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부(예, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 적어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80
%, 또는 90%)의 발현 수준에 대한 다중 값을 포함한다. 몇몇 다른 구체예에서는, 상기 프로파일은 클론적으로 관련있
는 적어도 2개의 세포주의 프로파일이다. 상기 세포주의 예로는 상이한 침입성과 전이성을 갖는 인간의 폐 선암종 세포
주인, CL1-0 및 그의 서브라인(예, CL1-1 및 CL1-5 ) 등이 있다.

    
또한, 이러한 스크리닝 방법은 상기 화합물 관련 발현 프로파일과 복수의 기준 프로파일(예, 모든 기준 프로파일)을 비
교하고, 가장 유사한 기준 프로파일을 상기 화합물의 유효성 및/또는 유용성의 지표로서 동정하는 공정을 포함해도 좋
다. 다중 화합물관련 발현 프로파일은 제제(agent)와 접촉 후에 주기적으로 측정할 수 있다. 발현 프로파일은 본원에 
기재하는 방법에 의해 어레이로부터 얻거나, 또는 SAGE 또는 다중 프라이머를 사용하는 정량 PCR 등의 어레이를 필
요로 하지 않는 방법 및/또는 장치에 의해 얻을 수 있다. 필요에 따라, 상기 발현 프로파일은 상술한 방법의 조합에 의
해 측정할 수 있다.
    

또한 본 발명은 인간의 폐 선암종 세포주(예, CL 1-0 및 그의 서브라인(예, CL1-1 및 CL1-5 )) 등의 클론적으로 서로 
관련있고 상이한 침입성을 갖는 세포주를 특징으로 한다. 상기 세포주는 샘플 발현 값 혹은 샘플 프로파일 혹은 기준 발
현 값 혹은 기준 발현 프로파일의 측정에 사용할 수 있다.

    
또한 본 발명은 피검자의 평가 처리 방법(transactional method of evaluating a subject)을 특징으로 한다. 이 방법
을 (1)케어기버(caregiver)로부터 샘플을 얻고; (2) 샘플에 대한 샘플 발현 프로파일을 측정하고; 그 다음, (3) 결과
를 케어기버에게 전달하는 공정을 포함한다. 필요에 따라서, 상기 방법은 (4) 샘플 발현 프로파일을 하나 이상의 기준 
발현 프로파일과 비교하는 공정; 및 (5) 피검자 발현 프로파일과 가장 유사한 기준 발현 프로파일을 선별하는 공정 중 
하나 혹은 둘다를 더 포함한다. 상기 기준 발현 프로파일은 다음 중 하나 이상을 포함할 수 있다: (1)정상 피검자로부
터 얻은 샘플의 프로파일; (2)질병(예, 종양신생 질병, 전이성 질병)이 있거나 그 질병이 있는 것으로 의심되는 샘플의 
프로파일; (3) 전이성 질병이 있고 치료를 받고 있는 피검자로부터 얻은 샘플의 프로파일; 및 (4) 평가할 피검자의 프
로파일(예, 동일한 피검자의 초기 프로파일 또는 정상 프로파일). 상기 피검자 발현 프로파일 및 기준 프로파일은 그룹 
I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 하나 이상의 핵산(예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산(예, 핵산의 10
0%), 또는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산 중 적어도 20%, 
40%, 50%, 60%, 80%, 또는 90%)의 발현 수준을 나타내는 하나 이상의 값을 포함한다.
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상기 케어기버에게 전달된 결과는, 피검자의 발현 프로파일에 관한 정보(예, 미처리 또는 처리된 발현 프로파일 데이터 
및/또는 프로파일의 도식적인 표시); 피검자 발현 프로파일과 기준 프로파일을 비교함에 의해 얻어지는 차이 발현 프로
파일; 가장 유사한 기준 프로파일의 서술자(descriptor); 가장 유사한 기준 프로파일; 및 상기 가장 유사한 기준 프로
파일과 관련된 진단 혹은 치료 중의 하나 이상일 수 있다. 상기 결과는 컴퓨터 네트워크를 거쳐서 전송할 수 있으며, 예
를 들면 상기 결과는 인터넷이나 전용 네트워크(예, 가상 전용 네트워크)를 거쳐서, 컴퓨터 전송 형태로 될 수 있다. 상
기 결과는, 예를 들면, 전화나 이동전화를 사용한, 원격 통신 네트워크를 거쳐서 전송할 수도 있다. 그 결과는 압축 및/
또는 암호화할 수 있다.
    

    
본원에서 발현 프로파일에 관련하여, " 가장 유사한" 이란 상기 프로파일의 하나 이상의 값에 대해서, 지정된 프로파일
과 적합하게 비교하는 프로파일을 말한다. 2개의 기준 프로파일 비교에 다양한 일반적인 통계적 수단을 이용할 수 있다. 
하나의 가능한 미터(metric)로는 두 프로파일간의 차이를 나타내는 차이 벡터(difference vector)의 길이(예, 유클리
드 거리(Euclidean distance))가 있다. 피검자 및 기준 프로파일 각각은 다차원 벡터로서 나타내며, 여기서 각 차원의 
좌표는 프로파일에서의 값이다. 상기 차이 벡터의 거리는 표준 벡터 수학을 이용하여 계산한다. 또다른 태양에서는, 프
로파일 중의 다른 핵산에 대한 값이 비교를 위해 검토된다.
    

    
또한 본 발명의 범위내에는 컴퓨터 판독가능한 지시(computer-readable instruction)를 그 위에 부호화하는 컴퓨터 
매체(medium)가 있어 다음 공정을 행한다: 피검자의 발현 프로파일을 받고; 기준 발현 프로파일의 데이터베이스를 액
세스(access)하고; 그 다음에 (1)상기 피검자 발현 프로파일과 가장 유사한 대응 기준 프로파일을 선별하거나 (2)적
어도 하나의 기준 프로파일에 대한 상기 피검자 발현 프로파일의 유사성에 대한 적어도 하나의 비교 스코어를 측정한다. 
상기 피검자 발현 프로파일과 기준 프로파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 적어도 하나의 핵산의 발현 
수준을 나타내는 하나 이상의 값을 포함한다. 바람직한 태양에서는, 상기 프로파일은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵
산, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산(예, 핵산의 100%), 또는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부
(예, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 적어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 또는 90%)의 발현 수준에 대한 다중 
값을 포함한다.
    

    
상기 지시는 샘플 발현 프로파일 및/또는 기준 프로파일을 디스플레이할 수 있는 그래픽 사용자 인터페이스(graphica
l user interface)를 생성하는 지시를 더 포함해도 좋다. 예를 들면, 상기 프로파일의 부분값(subset) 또는 모든 값은 
값의 크기에 따라 칼라를 갖는 그래픽으로서 표시할 수 있다. 또한 그래픽 사용자 인터페이스는 사용자에 의해 복수의 
기준 프로파일로부터 하나의 기준 프로파일을 선택할 수 있으며, 샘플 발현 프로파일과 상기의 선택된 기준 프로파일간
의 비교를 표시할 수 있다. 상기 컴퓨터 매체(medium)는, 하나 이상의 기준 프로파일에 대한 데이터 기록을, 예를 들
면 그 위에 부호화하여, 더 포함할 수 있다.
    

    
또한 본 발명은 디지털형으로 부호화된 데이터 기록을 갖는 컴퓨터 매체를 특징으로 한다. 각 데이터 기록은 그룹 I, I
I, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 하나 이상의 핵산의 발현 수준을 나타내는 값과, 그 샘플의 서술자(descriptor)를 
포함한다. 상기 값들은 그룹 I, II, III, 및/또는 IV으로부터 선택되는 핵산, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 모
든 핵산(예, 핵산의 100%), 또는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산의 일부(예, 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 핵산 중 
적어도 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 또는 90%)의 발현 수준에 대한 다중 값을 포함한다. 상기 샘플의 서술자는 상
기 샘플의 식별자, 샘플의 기원이 되는 피검자(예, 환자), 진단(예, 전이 질병), 또는 치료법(예, 우선 치료법)이 될 수 
있다.

 - 6 -



공개특허 특2003-0004037

 
    

하나의 태양에서는, 상기 데이터 기록은 정상 개체, 비정상 개체(예, 전이 질병을 갖는 개체), 및 치료 중인 비정상 개
체로부터 채취한 하나 이상의 샘플에 대한 기록을 포함한다. 상기 데이터 기록은 본원에서 기재하는 어레이 상에서 포
착 프로브에 의해 검출되는 각 핵산에 대한 발현 수준을 나타내는 값을 더 포함해도 좋다.

본 발명의 하나 이상의 태양에 대한 상세한 설명은 하기에 기재한다. 본 발명의 다른 특징, 목적, 및 이점은 상세한 설명 
및 청구항에 의해 명백해질 것이다.

[표 1] (그룹 I)

 - 7 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 8 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 9 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 10 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 11 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 12 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 13 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 14 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 15 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 16 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 17 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 18 -



공개특허 특2003-0004037

 

 - 19 -



공개특허 특2003-0004037

 

[표 2] (그룹 II)
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[표 3] (그룹 III)
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[표 4] (그룹 IV)

 - 31 -



공개특허 특2003-0004037

 
    발명의 구성 및 작용

전이관련 유전자(Metastasis-Associated Genes)

인간의 폐 선암종 세포주로부터 모델 세포주를 포함하는 모델 시스템을 개발하였다. 클론적으로 관련있는, CL 1-0 및 
그의 서브라인(예, CL1-1 및 CL1-5 )) 등의 상기 모델 세포주들은 in vivo 및 in vitro에서 상이한 침입력을 갖는다. 
종양 전이의 유전적 결정기(genetic determinants)를 정하기 위해서, 9600개의 예상 유전자를 포함하는 cDNA 마이
크로어레이를 이용하여 클론적으로 관련된 높은 전이성 종양과 낮은 전이성 종양간의 유전자 발현을 비교한다. 수백개
의 유전자가 상기 모델 세포주에서 다르게 발현함이 확인되었다. 이 유전자들 중 일부, 예들 들면 그룹 I은, 그들의 발
현 수준과 세포주의 침입성 사이에 양성 또는 음성의 강한 상관 관계를 나타낸다. 이러한 발견은 다양한 침임력을 가진 
상기 모델 세포주들이, cDNA 마이크로어레이 기술과 함께, 침입 또는 전이 관련 유전자의 동정에 유용한 모델 시스템
이 될 수 있음을 나타낸다.

    
널리 사용되는 클러스터링(clustering) 방법 중 하나인, 자기 조직화 지도(Self-organizing maps:SOMs, 참고, Tam
ayo et al.(1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:2907)는 발현 프로파일을 패턴을 갖는 클러스터로 편제할 수 있
다. 이러한 특징은 전이관련 유전자의 동정에 유용한다. SOMs를 사용하여, 8,525개의 유전자를 분석하였고 그들의 발
현 프로파일은 100클러스터로 분류하였다. 상기 클러스터 중 4개는 그 발현이 종양 세포주의 침입성과 양성 상관관계
를 갖는 유전자를 포함하며; 반면에 또다른 4개의 클러스터는 침입성과 음성 상관관계를 갖는다. 따라서, 동정된 유전
자는 노던 블로팅 및 유동 세포 계측법(flow cytometric anaylsis)을 이용하여 더 확인할 수 있다. 이들 유전자의 서
열은 다시 염기서열을 분석함으로써 입증할 수 있다.
    

    
상기 cDNA 어레이 분석에 의해 종양 전이와 관련된 3 그룹의 유전자를 동정하였다. 그룹 I 유전자는, 제한은 없지만, 
프로테아제 및 점착성 분자(adhesion molecules), 세포주기 조절자(cell cycle regulator), 신호 전달 분자(signal 
transduction molecules), 세포골격 및 운동성 단백질, 유로키나제 타입 (urokinase-type) 플라스미노겐 활성화인
자, 및 안지오제네시스 관련 분자 등의 세포기능이 알려져 있다. 또한 마이크로어레이 분석은 종양 관련 항원 L6의 높
은 발현 수준이 종양 전이와 밀접한 상관 관계가 있음을 나타낸다. 그룹 II 유전자들은 어느것이나 침입성과 양성 또는 
음성의 강한 상관관계를 갖는다. 그룹 III 유전자들은 공지 또는 비공지의 세포 기능을 갖고 있으며 침입성과 양성 또는 
음성의 온화한 상관관계를 갖는다.
    

어레이(Arrays)

어레이는 복합적인 기준에 의한 샘플의 특징 분류에 유용한 분자 도구이다. 예를 들면 그룹 I, II, III, 및/또는 IV의 하
나 이상의 핵산에 대한 포착 프로브를 갖는 어레이는 세포의 전이 상태 평가에 사용할 수 있다. 상기 특징을 갖는 어레
이는 하기의 실시예에 제한되지 않고, 다양한 포맷으로 구성(configure)할 수 있다.

    
기판은 불투명, 반투명, 또는 투명해도 좋다. 어드레스는 1차원(예, 선상(linear) 어레이); 2차원(예, 평면 어레이); 또
는 3차원(예, 3차원 어레이)으로 기판 위에 분포시킬 수 있다. 상기 고체 기판은 적당한 모양 또는 형태라면 어떠한 것
이어도 좋다(예, 사각형, 직사각형, 난형, 원형). 2차원 어레이 기판의 예로는, 제한은 없지만, 유리 슬라이드, 석영(예, 
UV-투명 석영 유리), 단결정 실리콘, 웨이퍼(예, 실리카 또는 플라스틱), 질량 분석판(mass spectroscopy plates), 
금속-코팅 기판(예, 금), 막(예, 나일론 및 니트로셀룰로스), 플라스틱 및 폴리머(예, 폴리스티렌, 폴리프로필렌, 폴리
비닐리덴 디플루오라이드, 폴리테트라플루오로에틸렌, 폴리카보네이트, PDMS, 나일론, 아크릴산 등)를 들 수 있다. 3
차원 어레이 기판은 다공성 매트릭스(예, 겔 또는 매트릭스)를 들 수 있다. 가장 유용한 다공성 기판으로는 아가로스 겔, 
아크릴아미드 겔, 소결 유리, 덱스트란, 망상(meshed) 폴리머(예, 거대다공성(macroporous) 가교 덱스트란, 세파크
릴, 및 세파로스) 등을 들 수 있다.
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어레이는 ㎠ 당 적어도 10, 50, 100, 200, 500, 1,000, 2,000, 10 4 , 105 , 106 , 107 , 108 , 또는 109 또는 그 이상의 
어드레스 및 그 범위내의 밀도를 가질 수 있다. 몇몇 태양에서는 복수의 어드레스는 적어도 10, 100, 500, 1,000, 5,0
00, 10,000, 또는 50,000개의 어드레스를 포함한다. 일부 다른 태양에서는, 복수의 어드레스는 9, 99, 499, 999, 4,
999, 9,999, 또는 49,999개 이하의 어드레스를 포함한다. 상기 어레이에는 상기 복수 어드레스 외의 어드레스를 배치
할 수 있다. 중심에서 중심까지의 거리는 5mm, 1mm, 100㎛, 10㎛, 1㎛ 이하일 수 있다. 각 어드레스의 가장 긴 직경
은 5mm, 1mm, 100㎛, 10㎛, 1㎛ 이하일 수 있다. 각 어드레스는 포착제(capture agent)(예, 포착 프로브)를 0.1㎍, 
1㎍, 100ng, 10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 0.1pg 이하로 함유할 수 있다. 예를 들면, 각 어드레스는 핵산 분자를 1
00, 10 3 , 104 , 105 , 106 , 107 , 108 , 또는 109 이상 함유할 수 있다.

핵산 어레이는 다양한 방법, 예를 들면, 포토리소그래피법(참고, 미국 특허 No.5,143,854; 5,510,270; 및 5,527,68
1), 기계적인 방법(참고, 미국특허 No.5,384,261에 기재된 지향 유동법(directed-flow methods)), 핀 베이스드 방
법(pin based method)(참고, 미국특허 No.5,288,514에 기재된 방법), 및 비드 베이스드 기술(bead based techniq
ue)(참고, PCT US/93/04145)에 의해 제작할 수 있다. 포착 프로브는 단일가닥사슬 핵산, 이중가닥사슬 핵산(예, 혼
성하는 동안 또는 혼성화 전에 변성됨), 또는 단일가닥 부위와 이중가닥 부위를 갖는 핵산일 수 있다. 상기 포착 프로브
는 다양한 기준에 의해 선택할 수 있으며, 컴퓨터 프로그램에 의해 최적화 파라미터로 디자인할 수 있다. 상기 포착 프
로브는 핵산의 서열 리치(예, 비단독중합성) 영역에 혼성화되도록 선별할 수 있다. 상기 포착 프로브의 T m 은 상보성 
영역 및 길이의 신중한 선별에 의해 최적화할 수 있다. 어레이상의 모든 포착 프로브의 T m 은 예를 들면, 20, 10, 5, 3, 
또는 2℃의 범위내에서 서로 유사한 것이 이상적이다. 종에 대한 유용한 서열 정보의 데이터베이스 스캔은 잠재적인 교
차-혼성화(cross-hybridization) 및 특이성 문제의 결정에 사용할 수 있다.

    
핵산 어레이는 다음과 같이 하여 얻어진 핵산의 혼성화에 사용할 수 있다: RNA는, 예를 들면, DNase를 처리하여 게놈 
DNA를 제거하고 고체 기판에 커플링되어 있는 올리고-dT와 혼성화시키는 방법 등을 포함한 일반적인 방법으로 분리
할 수 있다(참고, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.). 상기 고체 기판을 세정한 
다음 RNA를 용리한다. 상기 용리한 RNA는 역전사하여, 필요에 따라, 증폭할 수 있다. 증폭된 핵산은 증폭하는 동안, 
예를 들면 표지(labeled) 뉴클레오티드를 삽입함에 의해 표지할 수 있다. 표지의 예로는, 실시예에 기재된 바와 같이, 
형광 표지(예, 레드-형광 염료 Cy5(에머샴사 제) 또는 그린-형광 염료 Cy3(에머샴사 제)), 화학발광 표지(예, 미국
특허 No.4,277,437), 및 비색 검출을 들 수 있다. 필요에 따라, 상기 증폭된 핵산은 바이오틴으로 표지한 다음, 표지 
스트렙타비딘(예, 스트렙타비딘-피코에리트린(분자 프로브))으로 혼성화한 후에 검출할 수 있다. 상기의 표지된 핵산
은 어레이에 접촉시킬 수 있다. 또한, 컨트롤 핵산 또는 기준 핵산은 상기와 동일한 어레이에 접촉시킬 수 있다. 상기 컨
트롤 핵산 또는 기준 핵산은 샘플 핵산과 다른 표지(예, 방출 최고값이 다른 것)로 표지할 수 있다. 표지된 핵산은 혼성
화 조건하에서 어레이에 접촉시킬 수 있다. 상기 어레이를 세정한 다음, 어레이의 각 어드레스에서 발색 혹은 형광 등을 
검출하여 화상화(image)할 수 있다.
    

폴리펩티드 어레이는 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 핵산에 의해 코딩되는 폴리펩티드의 발현 수준 측정에 
사용할 수 있다. 상기 폴리펩티드 어레이는 폴리펩티드 각각에 대한 항체 포착 프로브를 가질 수 있다.

    
폴리펩티드가 니트로셀룰로스 막에 배치되어 있는 저밀도(96웰 형태) 폴리펩티드 어레이가 개발되어 있다(참고, Ge, 
H.(2000) Nucleic Acids Res. 28:e3, I-VII). 항체 스크리닝용으로 사용되는 고밀도 폴리펩티드 어레이(222×22
2mm내에 100,000개의 샘플 포함)는 단백질을 폴리비닐리덴 디플루오라이드(PVDF)에 배치함으로써 형성한다(참고, 
Lueking et al.(1999). Anal. Biochem. 270:103-111). 폴리펩티드는 동봉한 소수성 테플론 마스크에 의해 형성된 
웰을 포함하는 평평한 유리판 위에 프린트될 수 있다(예, Mendoza, et al.(1999). Biotechniques 27:778-788). 또
한, 폴리펩티드는 고밀도 어레이(1600spots/㎠)내의 화학적으로 유도체화된 편평한 유리 슬라이드에 공유 결합시킬 
수 있다(참고, Macbeath, G., and Schreiber, S.L.(2000) Science 289:1760-1763). De Wildt et al.,은, 항체-
항원 상호작용을 스크리닝하기 위해서, 각각 다른 단일사슬 항체를 발현하는 18,342개의 박테리아 클론을 갖는 고밀도 
어레이를 기재하였다(참고, De Wildt et al.(2000). Nature Biotech. 18:989-994). 이러한 공지된 방법들은 샘플 
중의 폴리펩티드의 존재비(abundance)를 검출하기 위한 항체 어레이의 제조에 이용할 수 있다. 상기 샘플은 형광 표지
에 커플링된 스트렙타비딘을 이용하여 후속 검출을 위해 표지(예, 비오틴 표지)할 수 있다. 그 다음, 상기 어레이를 스
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캐닝하여 각 어드레스에서의 결합을 측정할 수 있다.
    

본 발명의 핵산 및 폴리펩티드 어레이는 각종 응용예에 널리 사용할 수 있다. 예를 들면, 상기 어레이는 환자 샘플 분석
에 사용할 수 있다. 상기 샘플은 미리 얻은 데이터, 예를 들면, 공지의 임상 견본 혹은 다른 환자의 샘플과 비교된다. 또
한, 상기 어레이는 세포 배양 샘플의 특징을 나타내는데, 예를 들면 세포 배양액을 항원, 트랜스진(transgene), 또는 
시험 화합물에 노출시키는 등, 파라미터를 다양화한 후, 세포 상태를 측정하는데 사용할 수도 있다.

발현 평가(Evaluation Expression)

그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 적어도 하나의 핵산의 발현 수준은, 제한은 없지만, 그룹 I, II, III, 및/또는 
IV로부터 선택되는 핵산에 의해 코딩되는 mRNA의 존재비(abundance)를 측정하는 방법; 상기 핵산에 의해 코딩되는 
폴리펩티드의 양을 측정하는 방법; 또는 상기 핵산에 의해 코딩되는 폴리펩티드의 활성을 측정하는 방법 등의 다수의 
방법으로 측정할 수 있다.

    
세포내에서 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 핵산에 대응하는 mRNA의 수준은 다음 방식으로 측정할 수 있
다. 상기의 분리된 mRNA는, 제한은 없지만, 노던 분석, PCR 분석, 및 프로브 어레이를 포함한 혼성화 또는 증폭 평가
에 사용할 수 있다. mRNA 수준을 검출하기 위한 한 방법에서는 분리한 mRNA를, 검출되는 핵산에 의해 코딩되는 mR
NA와 혼성화할 수 있는 핵산 프로브와 접촉시키는 공정을 포함한다. 상기 핵산 프로브는, 예를 들면, 그룹 I, II, III, 
및/또는 IV로부터 선택되는 핵산에 상보적인 핵산의 전장(full-length)이거나, 또는 길이가 적어도 7, 15, 30, 50, 1
00개인 뉴클레오티드로 되는 올리고뉴클레오티드 등, 그 일부분이어도 좋으며, 엄격한(stringent) 조건하에서 상기 m
RNA와 특이하게 혼성화하기에 충분하면 된다. 하나의 형태(format)에서는, 예를 들면, 아가로스 겔 상에서 상기의 분
리한 mRNA를 이동시킨 후, 그 mRNA를 겔에서 니트로셀룰로스 등의 막으로 전사함에 의해, mRNA를 표면에 고정시
킨 다음, 프로브와 접촉시킨다. 또다른 방법에서는, 예를 들면, 2차원 어레이에서, 프로브를 표면에 고정시킨 다음, m
RNA를 고정된 프로브와 접촉시킨다.
    

    
그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 핵산에 의해 코딩되는 샘플 중의 mRNA의 수준은 핵산 증폭법, 예를 들면 
역전사 PCR(rtPCR)법(참고, Mullis(1987) 미국특허 No.4,683,202), 리가아제 연쇄 반응법(ligase chain reactio
n)(Barany(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193), 자기 지속 서열 복제법(self sustained sequence 
replication)(Guatelli et al.(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), 전사 증폭 시스템(Kwoh et a
l.(1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-베타 레플리카아제(Q-Beta replicase)(Lizardi et 
al.(1988) Bio/Technology 6:1197), 회전환 복제법(rolling-circle replication)(미국특허 No.5,854,033), 또는 
기타 핵산 증폭법을 이용하여 증폭한 다음, 종래 공지의 기술을 이용하여 증폭된 분자를 검출하여 평가할 수 있다. 여기
서 사용한 바와 같이, 증폭 프라이머는 유전자의 5' 혹은 3' 부위에 (각각 플러스와 마이너스 스트랜드, 혹은 역으로) 
결합할 수 있고 그 사이의 짧은 영역을 포함하는 한쌍의 핵산으로 규정한다. 일반적으로, 증폭 프라이머는 길이가 약 1
0∼30개인 핵산이며, 길이가 약 50∼200개의 뉴클레오티드 부위에 접한다(flank). 적당한 조건 하에, 적당한 시약을 
이용하여, 상기 프라이머에 의해, 상기 프라이머에 의해 접하는 핵산 서열을 포함하는 핵산 분자를 증폭할 수 있다. in 
situ 형태에서는, 세포 혹은 조직 샘플을 제조/처리하여 지지체, 일반적으로는 유리 슬라이드에 고정시킨 다음, 분석할 
핵산을 코딩하는 mRNA와 혼성화할 수 있는 프로브와 접촉시킨다.
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그룹 I, II, III, 또는 IV로부터 선택되는 핵산에 의해 코딩되는 폴리펩티드 존재비의 측정에 다양한 방법들을 이용할 수 
있다. 일반적으로, 이 방법들은 폴리펩티드에 선택적으로 결합하는 항체 등의 제제(agent)를 샘플과 접촉시켜, 샘플 중
의 폴리펩티드의 수준을 평가한다. 몇몇 태양에서서, 상기 항체는 검출가능한 표지를 포함하거나 또는 표지물질에 의해 
인지가능하다. 항체는 다클론성 (polyclonal)이거나, 더 바람직하게는 단일클론성(monoclonal)일 수 있다. 항체 그대
로, 또는 그들의 분절(예, Fab 또는 F(ab')2 )를 사용할 수 있다. 프로브나 항체에 관련하여 " 표지된(labeled)" 이란 
검출가능한 물질을 프로브나 항체와 커플링함(예, 물리적인 결합)에 의한 프로브나 항체의 직접적인 표지는 물론, 검출
가능한 물질과의 반응성에 의한 프로브나 항체의 간접적인 표지를 포함하는 의미이다. 검출가능한 물질의 예는 명세서 
중에 제공된다.

    
상기 검출 방법들을 이용하여 in vitro는 물론 in vivo에서 샘플 중의 폴리펩티드를 검출할 수 있다. 단백질 검출을 위
한 in vitro 기술로는 효소결합 항체법(ELISA:enzyme linked immunosorbent assay), 면역침강법, 면역형광법, 효
소면역측정법(EIA), 방사면역측정법(RIA), 및 웨스턴 블랏 분석을 들 수 있다. 단백질 검출을 위한 in vivo 기술은 표
지된 항체를 피검자에게 도입하는 공정을 포함한다. 예를 들면, 항체는 피검자내에서의 그들의 존재와 위치가 표준 영
상처리 기술에 의해 검출되는 방사능 마커(radioactive marker)로 표지할 수 있다. 또다른 예에서는, 상기 샘플은 표
지(예, 바이오틴 표지)한 다음, 항체, 예를 들면, (하기와 같이) 항체 어레이상에 위치한 항체와 접촉시킨다. 상기 샘플
은, 예를 들면, 형광 표지에 커플링된 아비딘을 이용하여 검출할 수 있다.
    

발현 프로파일(Expression Profiles)

프로파일을 작성하고 평가하는 일반적인 구성은 다음과 같다. 샘플(예, 흥미있는 샘플)로부터 핵산을 제조한 다음, 예
들 들면 다중 어드레스를 가진 어레이와 혼성시킨다. 상기 핵산의 어레이와의 혼성화 정도를 검출한다. 어드레스에서의 
혼성화 정도는 수치(numerical value)로 나타내고, 예를 들면, 벡터, 1차원 행렬(matrix), 또는 1차원 어레이에 저장
한다. 벡터 x{xa , xb ....}는 어레이의 각 어드레스에 대한 값이다. 예를 들면, 첫번째 어드레스에서의 혼성화 정도에 대
한 수치는 변수 xa 에 저장된다. 상기 수치는 예를 들면, 부분 배경 수준(local background level), 샘플의 양, 및 다른 
변화(variation)에 따라 조정할 수 있다. 또한 기준 샘플로부터 핵산을 제조하여, 예를 들면 다중 어드레스를 가진 어레
이(예, 동일하거나 다른 어레이)와 혼성화시킨다. 벡터 y는 벡터 x와 동일하게 구성한다. 샘플 발현 프로파일 및 기준 
프로파일은, 예를 들면 상기 두 벡터를 함수로 하는 수학식을 이용하여 비교할 수 있다. 상기 비교는 스칼라 값(scalar 
value)(예, 두 프로파일의 유사성을 나타내는 스코어)으로서 평가할 수 있다. 둘중 하나 또는 두벡터 모두, 어레이에 
의해 검출되는 다른 핵산에 가중치를 더하기 위해서 행렬에 의해 변환시킬 수 있다.

    
상기 발현 데이터는 데이터베이스, 예를 들면 SQL 데이터베이스 등의 관계 데이터베이스(예, 오라클 또는 시베이스 데
이터베이스 환경)에 저장할 수 있다. 이 데이터베이스는 다중 테이블을 가질 수 있다. 예를 들면, 미처리 발현 데이터를 
하나의 테이블에 저장할 수 있으며, 이 중 각 열은 평가되는 핵산, 예들 들면, 어드레스 또는 어레이에 해당되고, 각 행
은 샘플에 해당된다. 별개의 테이블에는 식별자 및 샘플 정보(예, 사용되는 어레이의 배치 수, 날짜, 및 기타 품질관리 
정보 등)를 저장할 수 있다.
    

발현 데이터를 클러스터링(clustering)함으로써 유사하게 조절되는 핵산을 확인하여 함께 조절되는 핵산을 동정할 수 
있다. 핵산은 계층적(hierarchical) 클러스터링(참고, Sokal and Michener(1958) Univ. Kans. sci. Bull. 38:1409), 
베이즈(Bayesian) 군집화, k-평균 군집화, 및 자기조직화 지도(참고, Tamayo et al.(1999) Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 96: 2907)를 이용하여 클러스터링할 수 있다.

    
어레이상에서의 핵산 발현 분석에서 얻은 발현 프로파일은 Golub et al.에 의해 Science 286:531(1999)에 기재된 바
와 같이 다양한 상태의 샘플 및/또는 세포 비교에 사용할 수 잇다. 예를 들면, 다른 조건에서의 다중 발현 프로파일과 
유사한 조건에서의 리플리케이트 등을 포함한 샘플을 비교하여, 샘플 및/또는 조건에 따라 그 발현 수준이 예상되는 핵
산을 동정한다. 각 후보 핵산에는 핵산의 발현과 샘플 동일성의 상관관계 정도에 따라서 가중 " 보팅(voting)" 인자가 
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주어질 수 있다. 상관관계는 유클리드 거리 또는 상관 계수(예, 피어슨 상관계수)를 이용하여 측정할 수 있다.
    

예측 변수(predictor) 발현 프로파일(예, 각 핵산의 가중 계수(weighting factor)와 관련있는 기준 발현 프로파일)에 
대한 샘플 발현 프로파일의 유사성은, 예를 들면, 예측변수 혹은 기준 발현값의 로그값에 대한 샘플 발현 수준의 로그값
을 비교하고, 그 비교값을 상기 프로파일에서 모든 핵산의 예측 값에 대한 가중 계수로 조정함으로서 측정할 수 있다.

샘플을 평가하기 위한 처리 방법(Transactional Methods for Evaluating a Sample)

    
샘플 평가를 위한 처리 방법은 다음과 같이 행할 수 있다. 환자를 의사가 치료한다. 의사는 환자로부터 샘플(즉, " 환자 
샘플" ), 예를 들면, 혈액 샘플을 얻는다. 얻어진 환자 샘플을 환자, 환자의 샘플, 및 평가 결과에 대한 정보를 대조할 
수 있는 진단부서로 전달할 수 있다. 급송 서비스(courier service)를 이용하여 샘플을 진단 서비스 센터에 전달할 수 
있다. 샘플의 위치는 급송 컴퓨터 시스템에 의해 모니터링되며, 예를 들면 인터넷을 통한 웹 페이지를 이용하여 급송 컴
퓨터 시스템에 액세스함으로써 추적할 수 있다. 상기 진단서비스 센터에서, 샘플을 처리하여 샘플의 발현 프로파일을 
작성한다. 예를 들면, 핵산을 샘플로부터 추출하여, 필요에 따라 증폭시킨 후, 핵산을 마이크로어레이와 접촉시킨다. 마
이크로어레이에 대한 핵산의 결합은 데이터를 어레이 진단 서버에 유출하는 검출기에 의해 정량화된다. 상기 어레이 진
단 서버는 마이크로어레이 데이터를 처리하여, 예를 들면, 배경, 샘플 로딩, 및 마이크로어레이 품질을 교정한다. 또한, 
이는 미처리 또는 처리 데이터를 기준 발현 프로파일과 비교하여, 예를 들면, 차이 프로파일을 작성할 수 있다. 상기 미
처리 프로파일, 처리 프로파일 및/또는 차이 프로파일은 데이터베이스 서버에 저장된다. 네트워크 서버는 결과와 정보
의 흐름을 처리한다. 하나의 태양에서는, 상기 네트워크 서버는 건강관리 제공자 내부 네트워크으로 전송하기 위해 결
과를 암호화하고 압축한다. 상기 결과는 컴퓨터 네트워크, 예를 들면, 인터넷, 또는 사설 접속을 통해 보내진다. 데이터 
보안을 위해서, 진단 시스템 및 건강관리 제공자 시스템은 방화벽내에 위치하게 할 수 있다. 또다른 태양에서는, 결과를 
이용할 수 있는 지시가 건강관리 제공자 및/또는 환자에게, 예를 들면, 이메일 클라이언트에게 보내질 수 있다. 상기 건
강관리 제공자(예, 의사)는, 예를 들면, 보안 HTTP(Hypertext Transfer Protocol)(예를 들면, SSL(secure socke
ts layer) 암호화를 갖는)을 이용하여 상기 결과를 액세스할 수 있다. 상기 결과는 네트워크 서버에 의해 의사의 브라
우저상에서 볼 수 있는 웹 페이지(예, HTML, XML 등)로서 제공될 수 있다.
    

의사와 진단 서비스 사이의 더 많은 정보교환에 의해, 예를 들면, 두 번째 발현 프로파일을 동일하거나 다른 마이크로어
레이를 사용하여 샘플로부터 얻을 수 있는, 부가적인 시험을 할 수 있다.

시험 화합물의 스크리닝(Screening a Test Compound)

    
본 발명은 종양 전이 예방 및 치료에 유용한 시험 화합물을 스크리닝하는 방법을 제공한다. " 시험 화합물" 은 거대분자
(예, 폴리펩티드, 단백질 복합체, 혹은 핵산) 또는 작은 분자(예, 아미노산, 뉴클레오티드, 유기 또는 무기화합물) 등의 
어떠한 화합물이어도 좋다. 상기 시험 화합물은 그 식량이 약 10,000g/몰 이하, 5,000g/몰 이하, 1,000g/몰 이하, 또
는 500g/몰 이하일 수 있다. 상기 시험 화합물은 천연기원(예, 허브 또는 천연물), 합성, 또는 둘다여도 좋다. 거대 분
자의 예로는 단백질, 단백질 복합체, 및 당단백질, 핵산(예, DNA, RNA 및 PNA(peptide nucleic acid))을 들 수 있다. 
작은 분자의 예로는 펩티드, 펩티도미메틱스(peptidomimetics)(예, 펩토이드(peptoids)), 아미노산, 아미노산 유사
체, 폴리뉴클레오티드, 폴리뉴클레오티드 유사체, 뉴클레오티드, 뉴클레오티드 아날로그, 유기 또는 무기 화합물(예, 헤
테로 유기 또는 무기 화합물)을 들 수 있다. 시험 화합물은 단지 본원에서 기재하는 방법에 의해 평가되는 물질일 것이
다. 필요에 따라서, 시험 화합물 콜렉션을 본원에서 기재하는 방법에 의해 연속적으로 또는 동시에 평가할 수 있다. 예
시 시험 화합물은 펩티드 라이브러리(참고, 미국특허 No.5,010,175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37:487-493
(1991) 및 Houghton et al., Nature 354:84-88(1991)), 펩토이드류(예, PCT 공개번호 WO91/19735), 코딩된 
펩티드류(예, PCT 공개번호 WO93/20242), 랜덤 바이오-올리고머류(예, PCT 공개번호 WO92/00091), 벤조디아제
핀류(예, 미국특허 No.5,288,514), 하이단토인, 벤조디아제핀 및 디펩티드 등의 다이버소머(diversomers)(참고, H
obbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90:6909-6913(1993)), 비닐위치 폴리펩티드류(참고, Hagihara et al., 
J. Amer. Chem. Soc. 114:6568(1992)), 글루코스 스케폴딩(scaffolding)을 갖는 비펩티드성 펩티도미메틱스(참고, 
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Hirschmann et al., J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218(1992)), 작은 화합물 라이브러리의 유사 유기 합성(참
고, Chen et al., J. Amer. Chem. Soc. 116:2661(1994)), 올리고카바메이트(참고, Cho et al., Science 261:130
3(1993)), 및/또는 펩티딜포스포네이트(참고, Campbell et al., J. Org. Chem. 59:658(1994)), 핵산 라이브러리(
참고, Ausubel, Berger and Sambrook, all supra), 펩티드 핵산 라이브러리(참고, 미국특허 No.5,539,083), 항체 
라이브러리(참고, Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14(3):309-314(1996) 및 PCT/US96/10287), 탄수화
물 라이브러리(참고, Liang et al., Science, 274:1520-1522(1996) 및 미국특허 No.5,593,853), 작은 유기분자 
라이브러리(참고, 벤조디아제핀, Baum C& EN, Jan 18, page 33(1993); 이소프레노이드, 미국특허 No.5,569,588
; 티아졸리디논 및 메타티아자논, 미국특허 No. 5,549,974; 피롤리딘, 미국특허 No.5,525,735 및 5,519,134; 몰포리
노 화합물, 미국특허 No.5,506,337; 벤조디아제핀, 미국특허 No. 5,288,514 등)를 포함한 조합 화학 라이브러리로부
터 얻을 수 있다.
    

상기 시험 화합물(들)은 개별적으로 또는 병렬로 스크리닝할 수 있다. 그룹 I, II, III, 및/또는 IV로부터 선택되는 하나 
이상의 핵산의 발현 수준을 모니터링함으로써 스크리닝할 수 있다. 화합물 관련 발현 프로파일과 기준 프로파일을 비교
함에 의해 그 화합물의 전이 유전자 발현 조절 능력을 동정할 수 있다. 상기 발현 프로파일은 클론적으로 관련이 있는 
적어도 2개의 세포주의 프로파일일 수 있다. 상기 세포주의 예로는 다른 침임력과 전이력을 갖는 인간 폐 선암종 세포
주, 예를 들면, CL 1-0 및 그의 서브라인(예, CL1-1 및 CL1-5 )이 있다. 상기 병렬 스크리닝의 예로는 고처리 약제 스
크리닝이 있다. 고처리 방법은 큰 라이브러리 화합물의 스크리닝에 사용할 수 있다. 상기 시험 화합물의 라이브러리는, 
예를 들면, Cembridge Corp., San Diego, CA로부터 생산 또는 구입할 수 있다. 라이브러리는 화합물의 다양한 범위
를 포함하도록 디자인할 수 있다. 예를 들면, 라이브러리는 10,000, 50,000, 100,000개 이상의 특유한 화합물을 포함
할 수 있다. 필요에 따라서, 선행 실험 및 일화 증거는 잠재성이 높은 화합물의 클래스 혹은 카테고리를 제안할 수 있다. 
라이브러리는 상기 클래스의 화합물을 포함하도록 디자인되고 합성될 수 있다. 라이브러리는 CL1-0 및 그의 서브라인 
등의 세포주에 관해 시험할 수 있고, 유전자 발현 수준을 모니터링할 수 있다. 스크리닝에 사용되는 방법에 상관없이, 
발현 수준을 변경하는 화합물은 " 후보(candidate)" 화합물 또는 약제(drug)로 간주한다. 후보 화합물은 전이 세포에 
대해서 재시험하거나 동물실험을 행한다. 재시험에서 양성을 나타내는 후보 화합물은 " 리드(lead)" 화합물로 간주한
다.

    
리드 화합물이 동정되었을 때, 의약 화학의 표준 원리를 이용하여 그 화합물의 유도체를 제조할 수 있다. 유도체는 개선
된 약리적 특성, 예를 들면 효능, 약물동태학, 안정성, 용해성, 및 제거율(clearance)에 대해 스크리닝할 수 있다. 상술
한 평가에서 화합물의 활성을 초래하는 부분은 통상 종래 공지의 기술에서 실행하는 구조-활성 관련성(SAR: structu
re-activity relationships) 실험에 의해 정확하게 나타낼 수 있다. 약제 화학 분야의 당업자는 리드 화합물에서 일부
분을 변형하여 효능이 증가된 유도체를 제조할 수 있다. 예를 들면, Nagarajan et al.(1988) J. Antibiot. 41:1430-
8을 참고하면 된다. 또한, 리드 화합물의 생화학적 표적은 공지되어 있거나 결정되어 있을 경우, 그 표적 및 리드 화합
물의 구조는 유도체의 디자인 및 최적화 정보를 알려줄 수 있다. 분자 모델링 소프트웨어는 시판되고 있다(예, Molec
ular Simulations, Inc.제).
    

하기 구체예는 단순히 설명을 위해 구성한 것이며, 기재한 것에 제한되는 것은 아니다. 더 이상의 설명없이, 당업자는 
본원에서 기재하는 것에 기초하여 본 발명을 충분하게 이용할 수 있을 것으로 생각한다. 특허를 포함한 본원에서 인용
하는 모든 공보는 전부 참고로 기재한 것이다.

< 실시예>

재료(Materials)

세포주

다른 침임력과 전이력을 갖는 인간의 폐 선암종 세포주를, 37℃, 20% O 2 , 및 5% CO2 하에, 10% FBS(fetal bovine 
serum)을 함유한 RPMI 배지에서 성장시켰다(참고, Chu et al.(1997) Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.17:353-36
0).
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in vitro침입 평가

CL1-5 세포를 SCID 쥐의 꼬리 정맥에 주입하여 상술한 CL1 시리즈보다 침입성이 더 높은 세포주를 얻었다. 쥐의 폐에 
형성된 암 병변으로부터 고전이성 세포주를 분리한 다음, 클로닝하였다. 4번의 반복 in vivo 선별 후에, 그 세포주를 C
L1-5 -F4 라 칭하고 마이크로어레이 분석용 세포주 패널에 삽입하였다.

CL1 시리즈 세포주의 침입성은 막 침입 배양 시스템(MICS: membrane invasion culture system)을 이용하여 조사하
였다. MICS 시스템에서, 10㎛의 세공을 갖는 폴리카보네이트 막(Nucleopore Corp., Pleasanton, CA 제)은 라미닌(
50㎍/㎖; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO 제), 타입 IV 콜라겐(50㎍/㎖; Sigma사제), 및 젤라틴(2mg/㎖; Bio
-Rad, Hercules, CA 제)의 혼합물의 10mM 빙초산 용액으로 코팅하였다. 상기 막은 MICS 챔버의 위쪽 웰 플레이트
와 아래쪽 웰 플레이트 사이에 배치하였다. 그 다음, CL 1 세포주 시리즈를 10% NuSerum을 함유한 RPMI에 재현탁시
킨 후, 챔버의 위쪽 웰에 접종하였다(5×104 세포/웰). 37℃에서 24시간 배양한 후에, 코팅된 막을 통하여 침입한 세포
는 낮은 웰로부터 1mM EDTA 인산완충식염수(PBS)로 제거한 다음 3㎛ 세공을 갖는 폴리카보네이트 막으로 도트브
로팅(dot-blot)하였다. 메탄올로 고정한 후에, 블로팅된 세포는 류 스테인(Liu stain)(Handsel Technologies, Inc., 
Taipei, Taiwan 제))으로 염색한 다음, 각 블랏에서의 세포 수를 현미경하에 산출하였다. 각 실험은 3회 반복하였다.

기관 그래프트 침입 평가(Tracheal Graft Invasion Assay)

in vitro에서 선별한 상이한 침입/전이 잠재성을 갖는 폐암 세포주가 in vivo에서도 침입력을 갖는지를 확인하기 위해
서 기관 이식 침입 평가를 행하였다. 몸무게가 약 20mg인 Sprague-Dawley(SD)로부터 쥐의 기관을 분리하였다. 분
리한 기관의 기도 상피세포를 -70℃에서 동결-해동 과정을 3번 반복하여 표피박탈시켰다. CL 1-0 , CL1-1 및 CL1-

5 세포는 수확하기 전에 서브-컨플루언스(sub-confluence)까지 배양하였다. 그 다음, 각 세포주의 10 6 세포를 상기에
서 분리한 쥐의 기관에 주입하였다. 상기 기관의 위쪽 끝과 아래쪽 끝을 실로 묶은 뒤, SCID 쥐에 피하로 이식하였다. 
각 세포주를 3개의 다른 기관 이식용 그래프트(graft)에 봉인한 다음, 각 SCID 쥐에 하나의 그래프트를 이식하였다. 
상기 SCID 쥐는 4주후에 죽인 다음, 조직학적 실험을 위해 상기 기관 그래프트를 분리하였다. 기관 그래프트 중 종양 
부분을 1mm 간격으로 얇게 잘랐다. 적어도 3 부분에 대해 기저막 침입 존재여부를 조사하였다. 모든 동물 실험은 Th
e Department of Animal Care, Institute of Biomedical Sciences, Academia Sinica, Taipei, Taiwan에서 동물 
실험 가이드 라인에 따라 실시하였다. .

바이오틴 표지 프로브 제조 및 마이크로어레디 혼성화(Biotinylated Probe Preparation and Microarray Hybridiza
tion)

각각의 폐암 세포주 유래의 mRNA 5mg을 역전사하는 동안 바이오틴으로 표지하였다(참고, Chen et al.,(1998) Gen
omics 51:313-324; 및 Hong et al.(2000) Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 23:355-363).

    
사내에 설치된 어레잉 기기를 이용하여 9,600 PCR-증폭 cDNA 단편을 실은 마이크로어레이(18mm에서 27mm까지)
를 나일론 막상에 제조하였다. 상기 9600 비과잉의 EST(expressed sequence tag) 클론은 각각이 유니진(Unigene) 
클러스터링에서 유전자명을 부여받은 잠정적인 유전자 클러스터를 나타내는 IMAGE 인간 cDNA 클론이었다(참고, S
chuler(1997) J. Mol. Med. 75: 694-698). 모든 혼성화 실험은 각각 3회 중복하였다. 또한 프로브 제조, 혼성화, 
및 발색에 관한 세부 사항은 상기한 바와 같다.
    

상기 마이크로어레이 화상은 드럼 스캐너(ScanView, Foster City, CA 제)를 사용하여 디지털화하였다. 화상 분석 및 
스팟 정량화는 사내에서 제작된 MuCDA 프로그램으로 행하였다. 이 프로그램은 ftp://genestamp.ibms.sinica.edu.t
w/marray /software에서 익명의 ftp를 통해서 이용할 수 있다. 또한 상기 마이크로어레이 화상은 시판하는 화상 처리 
프로그램을 및 다른 이용가능한 마이크로어레이 화상 분석 프로그램을 이용하여 처리할 수 있다.

노던 혼성화(Northern hybridization)
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cDNA 마이크로어레이에 의한 유전자 검출 결과를 확인하기 위해, 어레이 데이터에 대한 클러스터 분석으로부터, 전이
에서 상승 트렌드(trend)에 있는 10개의 클론과 하강 트렌드에 있는 6개의 클론을 포함한 16개의 다르게 발현되는 c
DNA 클론을 선택한 다음, 상기 클론의 전체 삽입부를 각각 PCR 증폭시켜 노던 혼성화용 프로브로 사용하였다. 혼성화
와 세정 과정은 본 발명자들의 이전 보고서에서 기재한 표준 프로토콜을 이용하여 행하였다(참고, Hong et al.(2000) 
Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 23:355-363).
    

유동 세포계측(Flow Cytometic assay)

선암종 세포 서브라인, CL1-0 , CL1-1 , CL1-5 및 CL1-5 -F4 는, 인간 종양 관련 항원 L-6(ATCC, Manassas, VA), 
인테그린 α-3(Chemicon, Temecula, CA) 및 인테그린 α-6(BQ16; Acell Co., Bayport, MN) 각각에 대한 mur
ine mAb를 사용하여 표면 종양 관련 항원 L-6, 인테그린 α-3 및 인테그린 α-6의 발현에 대한 간접적인 면역형광 
염색을 행하였다. 형광 강도는 FACStar(Becton-Dickinson, Mountain view, CA 제)로 분석하였다.

통계적 분석(Statistical Analysis)

    
마이크로어레이 상에서 침입 관련 유전자 동정을 위한 클러스터 분석법을 수행하였다. 마이크로어레이 실험으로부터 얻
어진 유전자 발현 데이터는 Iyer, V.R. et al.(1999)에 의해 Science 283: 83-87에 기재된 프로토콜과 프로그램을 
사용하여 처리하여 표준화하였다. 유전자들은, Tamayo P. et al.(1999)가 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:29.7-2
912에 기재한 바와 같이, 자기조직화 지도(SOMs) 알고리즘에 의해 발현 프로파일을 기초로 한 그룹으로 클러스터링
하였다. SOM 방법에 의한 클러스터 분석 후에, 그 발현 프로파일이 세포주의 침입성과 양성 또는 음성 상관 관계를 갖
는 유전자를 동정하였다.
    

가변성(variance)에 대한 반복적인 측정 분석(ANOVA 시험)을 행하여 기관 그래프트에서 형성된 다수의 침입 병소들
간의 어떠한 중요한 차이를 측정하였다. 3 실험을 2회 반복하여 얻은 데이터를 ANOVA 시험(Excel, Microsoft, Tai
wan)으로 분석하여 어떠한 중요한 차이를 측정하였다.

결과(results)

침입력은 4개의 인간 폐 선암종 세포주, CL 1-0 , CL1-1 , CL1-5 및 CL1-5 -F4 에서 측정하였다. 코팅된 막을 통해 
침입한 세포를 수확하여 그 수를 산출하였다. 상기 세포 수는 CL1-0 :202±16; CL 1-1 ;1491±202; CL 1-5 :3865±
530; 및 CL1-5 -F4 :4115±507이었다. 상기 4개의 세포주의 침입성은 예상한 대로 CL 1-5 -F4 ≥ CL1-5 > CL1-

1 > CL1-0 의 트렌드를 나타냈다.

상기 4개의 선암종 세포주의 침입성은 기관 그래프트 평가법에 의해 동등한 in vivo 침입성을 가짐을 확인하였다. 4주 
후에, 인간 기도 상피세포는 쥐의 기관 기저막에서 다시 군집을 이루었다. 상기의 재군집화한 기도 상피세포는 점액과 
섬모가 분화한 가중층 원주 상피(pseudostratified columnar epithelium)임이 드러났다. 기관 그래프트에 CL 1-0 세
포를 주입한 후에, 종양의 형성이 명백하였다. 그러나, 종양 세포를 주입하지 않고 기저막에 상피세포가 없는 대조 쥐(
control rat)의 기관을 조직면역학적 염색을 행한 결과 기저막의 침입이 없음이 드러났다. 기관 그래프트에 CL 1-5 를 
주입했을 때, 쥐 기관에서의 종양 형성에 부가하여, 기저막의 침입이 아주 분명하였다. 3개의 세포주의 3 부분에서 침
입 병소도 산정하였다. CL1-0 , CL1-1 및 CL1-5 세포에 대한 그래프트 당 전체 침입 병소은 각각 0.0, 0.7±0.5 및 
4.0±2.0 였다(ANOVA 시험: α=0.05, P=0.0133).

침입성이 다양한 세포주의 mRNA 유래의 바이오틴 표지 프로브를 9,600개의 예상 유전자를 함유한 마이크로어레이와 
혼성화하여 유전자 발현 패턴을 프로파일하였다. 마이크로어레이 화상은 폐 선암종 세포주 시리즈에 대한 유전자 발현 
패턴을 나타내었다. 유전자 발현 수준의 변화 경향이 명백히 확인되었다. 칼시클린 유전자의 발현 수준은 세포주 침입
성과 양성 상관관계를 갖고, 또한 AXL 유전자의 발현 수준도 침입성과 양성 상관 관계를 가짐을 확인하였다.
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9,600-형상 마이크로어레이로부터 모든 가능한 전이관련 유전자를 동정하기 위해서, 4개의 폐 선암종 세포주의 발현 
프로파일에 관한 클러스터 분석을 행하였다. 9,600개의 예상 유전자들 중에서, 8,525개가 통계학적으로 중요한 발현 
값을 가졌으며 그들의 발현 프로파일을 100개의 클러스터로 분류하였다. 발현 패턴에서 음성 값의 혼동을 피하기 위해
서, 표준화 측정값(scale value), -1에서 +1을 양성 값, 0에서 +2로 올렸다. 4개의 예시 클러스트(No.1-No.4, 도
1a 참고)는 세포주의 침입성과 양성 상관관계가 있었다. 4개의 클러스터는 각각 61, 50, 67, 및 99개의 유전자의 발현 
프로파일을 포함하였다. 또다른 4개의 예시 클러스트는 침입성과 음성 상관관계를 가졌으며 각 클러스터(No.5-No.8, 
도1a 참고)는 각각 110, 68, 71, 및 63개의 유전자를 포함하였다. 상기 유전자 발현 프로파일(277개의 양성 상관관계
에 있는 유전자 및 312개의 음성 상관관계에 있는 유전자)은 평균 연결법(average linkage method)을 이용하여 계층
적 클러스터 분석에 의해 재정리하였다.
    

상기 마이크로어레이 연구 결과를 입증하기 위해서, 노던 블로팅 분석을 행하였다. 그 발현이 양성 상관관계에 있는, 5
개의 서열이 확인된 공지의 유전자(예, 칼시클린, AXL, 종양 관련 항원 L6, 메탈로티오네인 I-B, 및 RTP)와 5개의 
익명의 유전자(예, EST-T40480, EST-T70568, EST-R16261, EST-N20320, 및 EST-T52774)를 포함하는 
상승 발현을 갖는 10개의 유전자를 선별하였다. 이들 10개의 유전자는 침입성이 더 높은 세포주(CL 1-5 -F4 )에서 더 
높은 발현 수준을 가졌다. 또한 5개는 서열이 확인된 공지의 유전자(예, 프로테오글리칸 I 분비 그래뉼, TFIID I, Dna
J형 히트 쇼크 단백질 40, 포스포에놀피루베이트 카복시키나제 2, 및 가용성 VEGF 수용체)이고 하나는 선암종 세포주
의 침입성과 음성 상관 관계를 갖는 익명의 유전자(EST-H04819)인, 하강 발현을 갖는 또다른 6개의 유전자를 선별
하여 노던 블로팅을 수행하였다. 이들 6개의 유전자는 침입성이 더 낮은 세포주(CL1-O )에서 강하게 발현하였다. 상기
의 노던 블로팅 분석 결과는 마이크로어레이 연구 결과와 일치하였다. 방사성 표지 GAPDH 및 Gβ형 단백질은 내부 대
조구로서 사용하였다.

또한 동정된 유전자의 단백질 발현이 마이크로어레이 분석과 일치하는지 확인하기 위해서, 3개의 항체, 종양 관련 항원 
L-6, 인테그린 α-3 및 인테그린 α-6를 사용하여, 4개의 CL 1 서브라인 모두에 대해 각각 유동 세포계측을 행하였다. 
각 실험은 3번씩 행하였다. 형광의 평균 배경은 3.3±0.64였다(임의의 형광 강도). 종양 관련 항원 L6에 대한 항체를 
사용하여 단백질 발현 수준을 정량화한 결과, 그 피크가 CL1-0 (18±10.0)에서 CL 1-5 -F4 (233±36.9) 시프트하였
으며, CL1-0 에 대한 CL1-5 -F4 의 차등 발현 비는 12.94임이 확인되었다. 인테그린 α-3에 대한 항체는 CL 1-0 (3
±0.6)에서 CL1-5 -F4 (49±17.3)로 피크 시프트를 나타냈으며 차등 발현비는 16.33이었다. 인테그린 α-6에 대한 
항체는 CL1-0 (14±2.8)에서 CL 1-5 -F4 (53±21.7)로 피크 시프트하였으며 차등 발현비는 3.79였다. 이러한 결과
는 단백질의 유동 세포계측과 마이크로어레이 분석 또는 노던 블로팅 분석이 일치함을 나타내었다.

기타 태양

이 명세서에 개시한 모든 특징은 어떠한 조합으로 조합해도 좋다. 이 명세서에 개시한 각 특징은 동일, 동등, 또는 유사
한 목적을 달성하는 대체가능한 특징으로 대체해도 좋다. 따라서, 특별히 설명하지 않더라도, 개시한 각 특징은 동등하
거나 유사한 특징들의 포괄적인 시리즈의 예에 불과하다.

상술한 바와 같이, 당업자는 본 발명의 필수적인 특징을 그 기술 범위를 벗어남없이 쉽게 확인할 수 있으며, 본 발명을 
그들의 용도와 조건에 맞게 다양하게 변화시키고 변형시킬 수 있다. 따라서, 다른 태양도 청구범위 내에 포함된다.

    발명의 효과

본 발명에 의하여 많은 유전자가 전이와 관련있는 것으로 확인되었다. 이들 유전자 발현 동정 및 프로파일링을 이용하
여 샘플을 평가하고, 샘플에서 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생을 진단하거나, 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시
험 화합물을 스크리닝할 수 있다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
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제1 샘플에서 그룹 I 및/또는 II로부터 선택되는 적어도 하나의 핵산의 존재비(abundance)를 측정하고;

정상세포 또는 종양 세포를 포함한 제2 샘플에서의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 측정하고;

제1 샘플의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비와 제2 샘플에서의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 비교하고, 그 다
음

상기 비교 결과에 근거하여 상기 샘플을 종양 침입 또는 전이 잠재성을 갖는 것으로 분류하는 공정

을 포함하는 샘플 평가 방법.

청구항 2.

제1 샘플에서 그룹 I 및/또는 II로부터 선택되는 적어도 하나의 핵산의 존재비(abundance)를 측정하고;

정상세포를 포함하는 제2 샘플에서의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 측정하고;

종양세포를 포함하는 제3 샘플에서의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 측정하고;

제1 샘플의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 제2 샘플에서의 상기 적어도 하나의 핵산의 존재비 및 제3 샘플에서의 
상기 적어도 하나의 핵산의 존재비를 비교하고, 그 다음

상기 비교 결과에 근거하여 제1 샘플을 종양 침입 또는 전이 잠재성을 갖는 것으로 분류하는 공정

을 포함하는 샘플 평가 방법.

청구항 3.

제2항에 있어서,

제1 샘플과 제2 샘플간의 유사성에 비해 제1 샘플과 제3 샘플 사이의 유사성이 증가되었을 때, 제1 샘플을 암 침입 또
는 전이 잠재성을 갖는 것으로 분류하는 샘플 평가 방법.

청구항 4.

제1항 또는 제2항에 있어서,

상기 적어도 하나의 핵산이 그룹 I 및/또는 II로부터 선택되는 적어도 10개의 핵산으로 되는 샘플 평가 방법.

청구항 5.

제4항에 있어서,

상기 적어도 하나의 핵산이 그룹 I으로부터 선택되는 적어도 10개의 핵산으로 되는 샘플 평가 방법.

청구항 6.

제1항 또는 제2항에 있어서,
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상기 적어도 하나의 핵산이, EST-T70568, EST-N20320, EST-T52774, 프로테오글리칸 I 분비 그래뉼(W1921
0), DnaJ형 히트 쇼크 단백질 40(A08517) 및 포스포에놀피루베이트 카복시키나제 2(R40253)로 이루어진 군으로부
터 선택되는 하나 이상의 핵산으로 되는 샘플 평가 방법.

청구항 7.

샘플에서 그룹 I 및/또는 II에서 선택한 적어도 2개의 유전자로부터 단백질 또는 mRNA 발현 수준을 나타내는 발현 프
로파일을 동정하고; 그 다음

상기 샘플의 발현 프로파일과 적어도 하나의 기준 발현 프로파일을 비교하는 공정을 포함하고,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 복수의 값을 포함하며, 각 값은 (1)그룹 I 및/또는 II에서 선택
한 유전자로부터 전사된 mRNA; 또는 (2) 그 유전자에 의해 코딩되는 폴리펩티드의 존재비의 평가인,

샘플의 평가 방법.

청구항 8.

제7항에 있어서,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I 구성원의 50%에 대한 복수의 값을 포함하는 샘플 평가 
방법.

청구항 9.

제8항에 있어서,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I 구성원의 80%에 대한 복수의 값을 포함하는 샘플 평가 
방법.

청구항 10.

제7항에 있어서,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 II 구성원의 20%에 대한 복수의 값을 포함하는 샘플 평가 
방법.

청구항 11.

제9항에 있어서,

상기 비교는 유클리드 거리(Euclidean distance)를 평가함를 포함하는 샘플 평가 방법

청구항 12.

제9항에 있어서,

상기 비교는 상관 계수를 평가함를 포함하는 샘플 평가 방법.

청구항 13.
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제9항에 있어서,

상기 기준 프로파일이 비종양성 세포의 프로파일인 샘플 평가 방법.

청구항 14.

제9항에 있어서,

상기 기준 프로파일이 종양 세포의 프로파일인 샘플 평가 방법.

청구항 15.

제14항에 있어서,

상기 종양 세포는 배양한 폐 선암종 세포.02(lung adenocarinoma cell.02)인 샘플 평가 방법.

청구항 16.

피검자로부터 얻은 샘플을 제공하고;

샘플의 단백질 또는 mRNA 발현 프로파일을 측정하고;

상기 발현 프로파일과 비전이성 세포에 대한 기준 프로파일을 비교하고; 그 다음

상기 샘플 발현 프로파일이 기준 발현 프로파일에 비해 변화된 것으로 확인되었을 때, 상기 피검자를 종양 침입 잠재성 
또는 전이 발생을 갖는 것으로 분류하는 공정을 포함하며,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I 및/또는 II로부터 선택되는 하나 이상의 핵산의 발현 수
준을 나타내는 하나 이상의 값을 포함하는, 피검자의 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생 진단 방법.

청구항 17.

제16항에 있어서,

상기 샘플 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I으로부터 선택되는 핵산 중 50%의 발현 수준을 나타내는 
하나 이상의 값을 포함하는 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생 진단 방법.

청구항 18.

제16항에 있어서,

상기 샘플이 생체검사시료(biopsy)로 되는 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생 진단 방법.

청구항 19.

제16항에 있어서,

상기 샘플이 폐 조직 또는 폐 세포로 되는 종양 침입 잠재성 또는 전이 발생 진단 방법.

청구항 20.
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제19항에 있어서,

상기 발현 프로파일이 mRNA 발현 프로파일이고 그 발현 프로파일은 핵산 어레이를 사용하여 측정하는 종양 침입 잠재
성 또는 전이 발생 진단 방법.

청구항 21.

기준 발현 프로파일을 준비하고;

시험 화합물을 세포에 접촉시키고;

상기 접촉시킨 세포에 대한 화합물 관련 발현 프로파일을 측정하고; 그 다음

상기 화합물 관련 발현 프로파일과 기준 프로파일을 비교하는 공정을 포함하고,

상기 화합물 관련 발현 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I 및/또는 II로부터 선택되는 하나 이상의 핵산의 
발현 수준을 나타내는 하나 이상의 값을 포함하는, 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시험 화합물의 스크리닝 방법.

청구항 22.

제21항에 있어서,

상기 화합물 관련 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I으로부터 선택되는 핵산 중 적어도 50%의 발현 수준을 
나타내는 하나 이상을 값을 포함하는 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시험 화합물의 스크리닝 방법.

청구항 23.

제22항에 있어서,

상기 화합물 관련 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 I으로부터 선택되는 핵산 중 적어도 80%의 발현 수준을 
나타내는 하나 이상을 값을 포함하는 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시험 화합물의 스크리닝 방법.

청구항 24.

제21항에 있어서,

상기 화합물 관련 프로파일과 기준 발현 프로파일 각각은 그룹 II에서 선택한 핵산 중 20%의 발현 수준을 나타내는 하
나 이상을 값을 포함하는 종양 전이 예방 또는 치료에 유용한 시험 화합물의 스크리닝 방법.
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