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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o metodd de conservare a unor
fragmente tisulare organice, utilizatd pentru detectarea
markerilor de predictie a radspunsului la terapii. Metoda
conforminventiei consta in fixarea fragmentelortisulare
cu o secventd de formol rece-etanol rece la o tem-
peraturd de 1...8°C, timp de 2...35 h, dupa care se
deshidrateaza prin imersie in etanol rece 95%, timp de

1..7 h, in final tesuturile fiind incluse in parafing,
rezultdnd simultan conservarea histologica a fesuturilor
si a caracteristicilor moleculare de diagnostic - grupari
fosfat din fosfoproteine.

Revendicari: 4

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protecfia conferitd potrivit dispozifiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu excepfia cazurior in care cererea de brevet de invenfie a fost respinsd, retrasd sau consideratd ca fiind retrasd.
Intinderea protecfiei conferite de cererea de brevet de invenjie este determinatd de revendicdrile confinute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).
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A. DESCRIEREA INVENTIEI

1. TITLUL INVENTIEI:
Metoda de prezervarea fosfoproteinelor prin fixarea unor fragmente tisulare organice

in formol rece.

2. PRECIZAREA DOMENIULUI TEHNIC LA CARE SE REFERA INVENTIA
Inventia se referd la o metoda de prezervare a fosfoproteinelor prin fixarea unor fragmente
tisulare organice in formol rece, care se poate folosi in domeniul referitor la fixarea unor probe de

tesuturi organice, de obicel pentru histopatologie, folosind formoi.

3. PREZENTAREA STADIULUI TEHNICII

Fixatorul de electie utilizat in histopatologic este reprezentat de o solutie de formaldehida
in apd ("formol"), concentratia tipica fiind astfel intre 3% si 8%. Fixarea, un proces necesar in
managementulu biopsiilor pentru diagnosticul histopatologic, permite conservarea structurii
tesuturilor, caracteristicilor celulare si proprietatilor antigenice, astfel incdt detectarea
imunohistochimicd a de
comuna in laboratoare de histopatologie, in scopul de a descoperi nu numai modelul diferentiere

in diferite tumori, dar (si chiar mai important), sansele de raspuns la terapii personalizate.
Din pacate, procedurile de fixare si includere la parafina, asa cum se practicd in mod
obisnuit, pot impiedica detectarea precisd a markenlor de predictie a raspunsului la terapii.
intr-adevar, influenta variatiilor in etapele preanalitice prin care trece fragmentul tisular (in

special, fixare) este tot mai mult recunoscuta ca fiind o problemd majord in diagnosticul

terapeutice cu cel mai bun raspuns, ambele esentiale in contextul medicinii personalizate.
Confruntati cu aceastd problemd, am cautat sd identificam un protocol standardizat de
fixare cu formol, care sa fie aplicabil la o gama larga de tipuri de tesuturi si optim atét din punctul
de vedere al vitezei de fixare cét si al conservarii caracteristicilor moleculare de diagnostic.
Modificarile proteice postranslationale, cum ar fi spre exemplu fosforilarea sunt cunoscute
ca fiind indicatori importanti ai activitatii cailor de semnalizare si reprezinta biomarkeri clinici
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preanalitice [Siddiqui si Rimm, 2010; Pinhel et al, 2010;. Bonnos et al, 2011;. Baker et al, 2005:.
Bai et al, 2011] si, in principal din cauza activarii nocive a fosfatazelor. Fixarea in formol inainte
de analiza fosfo-proteinelor, trebuie sa formeze legaturi incrucisate cu proteinele tisulare si sa
mactiveze enzimele de tip fosfataza care ar putea elimina fosfatii din proteine; nerealizarea
oricarei dintre aceste sarcini intr-un tesut necorespunzator fixat face imposibila studierea acestor
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identificam un protocol standardizat de fixare in formol, care sa fie aplicabil unei game largi de
tipuri de tesuturi si optimizat atdt pentru viteza si conservarea caracteristicilor moleculare de
diagnostic.
incepind cu studii biochimice de bazi ale proteinelor, am dezvoltat rational un protocol
nou de fixare bazat pe biochimia formolului, am demonstrat aplicabilitatea largd la
histopatologia standard si in cele din urma, am ardtat ca acest nou protocol duce la rezultate
acceptabiie ale testelor imunohistochiimice peniru difente tinte, inclusiv cele de tp fosfo-proteic.
In prezent, in practica de rutina tesuturile (biopsiile si piesele de rezectie) se fixeaza in
formaldehida 4% in apa cu tampon fosfat de 0,1 M si PH 7,2 (Formalina). Numarul de fragmente
tisulare procesate astfel este de ordinul milioanelor pe plan global. Acest tip de fixare se
realizeaza in mod obisnuit prin scufundarea fragmentelor tisulare in formalina pentru o perioada
de timp ce variaza de la cateva ore la 24 ore. Acest procedeu se realizeaza in mod obisnuit la
temperatura camerei. Pana in prezent nu exista studii in ceea ce priveste utilizarea formalinei rece
pentru a obtine in acclasi timp conservarea histologica a tesuturilor {(pen

pastrarea gruparilor fosfat ale fosfoproteinelor.
4 PREZENTAREA PROBLEMEI TEHNICE

Problema pe care §i-o propune si o rezolve prezenta inventie este aceea de a obtine 0 mai
buni prezervare a integritatii fosfoproteinelor in fragmentele tisulare organice fixate in formalina.
Utilizarea tesuturilor fixate in formalina si incluse in parafina ar oferi perspective majore si
cxploatarca unor arhive enormc prezente in intreaga lume. De aceea, scopul inventiei noastrc este
propunerea unei metode pentru a imbunatati integritatea fosfoproteinelor in fragmentele tisulare
organice fixate in formalina. Acest scop a fost obtinut prin utilizarea metodelor descrise in

cerintele independente. Cerintele dependente dezvolta mai departe ideea centrala a inventiel. Va
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rugam sa luati in considerare faptul ca in cadrul prezentei descrieri si formularea cerintelor,
formalina reprezinta un agent fixator diluat ce determina legarea proteinlor (crosslink). De aceea,
in contextul acestei cereri, termenul de formalina nu se limiteaza la o solutie de formaldehida in
apa.

Am observat ca imersia unui fragment tisular in formalina la temperatura camerei pentru mai
multc ore {cum estc recoimandat de obicei, vezi Goldstein et al., 2003: Go
conduce la prezervare morfologica si antigenica optima, dar la o conservare de calitate scazuta a
gruparilor fosfat.

Pe de altd parte, fixarea in formol la rece (2-5°C) pentru o perioadid de timp ce variaza intre
18 si 30 ore (de obicei 24), urmate de imersia in etanol 95% rece pentru o perioada de timp intre
2 s1 4 ore, suficient pentru o penetrare completd a fragmentului tisular, a dus la o pastrare optima

nu doar a proprietatilor morfologice (histologice) si antigenice, dar si a grupdrilor fosfat.

5. EXPUNEREA INVENTIEI

Un prim aspect al inventiei se referd la o metoda pentru fixarea probelor tisulare organice,

metoda cuprinzand cel putin urmatoarele etape:

- cufundarea tesutului in formol lichid la o temperaturd cuprinsd intre 1 © C si 8 © C, de
preferintd, 2 °© C la § © C, pentru o prima perioadd de timp ce variaza de la cateva ore la 24

ore,

- imersie in etanol 95% rece (2-5 ° C) sau alt agent de deshidratare pentru o perioada de

timp suficientd pentru impregnarea completad a specimenului tisular (de obicei 24 ore).

Prima perioadé de timp poate varia intre 2 ore si 35 ore.

A doua perioadi de timp poate fi intre 2 i 6 ore.

Inainte de deshidratarea tesutului, formolul in exces poate fi spalat cu un lichid de inlocuire,
de preferintd o solutie salina.

Formolul poate i pre-racit inainte de imersia fragmentulw tisular.

Dupa pasul b.), tesutul poate fi deshidratat intr-unul sau mai multe alcooluri si apoi inclus la

parafina.
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Etapele descrise mai sus de trecere a fragmentelor tisulare in conditii de temperatura
scazuta sunt destul de dificil de efectuat in mod obisnuit in laboratoarele de anatomie patologica
si din acest motiv am automatizat procedura.

Un alt aspect al inventiei se referd la un sistem automat de fixare pentru fixarea probelor
tisulare organice cu formol, procesorul fiind prevézut cu:

O unitate de rdcire pentru furnizarea formolului rece la cuva de prelucrare, in care formolul
este ricit la o temperatura cuprinsd intre 1 °C 51 8 ° C, si

- 0 unitate de control pentru transferul formolului rece catre cuva de prelucrare;
- 0 unitate de rdcire pentru furnizarea etanolului 95% rece la cuva de prelucrare, in care
etanolul este racit la o temperaturd cuprinsa intre 1 ° C 51 8 ° C;

Sistemul poate cuprinde in plus un rezervor de lichid de inlocuire, unde unitatea de control
este proiectatd pentru spalarea fragmentului tisular din cuva de prelucrare si cufundat in formolul
uirc gi/sau ctanol rece inainte de procesul de includere la parafind.
Sistemul poate cuprinde in plus o interfatd de utilizator pentru setiri si, optional, sunt afisate

grafic temperatura / timp din cuva de prelucrare.

Prezenta inventie descrie o procedura prin care tesuturile fixate cu formol pastreaza inci o
bund integritatea a fosfo-proteinelor, astfel incdt procedurile de imunohistochimie folosind
anticorpi specifici pot fi folosite pe aceste tipuri de material tisular (fragmente tisulare FFPE -

woatn fn Larannl 1 a moarafiel Aie trreanses 3 man A ey 14 A onstrarca AXqlAe A
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activare metabolica care implicd grupuri de fosfat (de exemplu, fosfo-mTOR si fosfo-AKT).
Aceasta va deschide apoi perspectiva tratamentului pacientilor cu medicamente care au fost
concepute selectiv (Allen et al, 2013; Lin et al, 2013) .

Tesuturile sunt procesate in formol, dar in loc de realizarea imersiei la temperatura camerel,
tesuturile sunt imersate timp de mai multe ore in formol rece (2-4°C). Ulterior, tesuturile

procesate in formol rece sunt tratate in conditii de temperatura scazuta timp de 2-6 ore in agenti

Baza rationala a acestui proces descris in inventie este urmatoarea:
Fixarea tisulara prin formaldehida, i.e. formarea de legaturi incrucisate, este cunoscuta ca

fiind un proces incet, ce necesita mai multe ore pentru a fi complet (Hewitt et al., 2008). Fixarea
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este precedata de o patrundere rapida a reactivilor prin membranele celulare, adanc in tesuturi la

o viteza de aproximativ 1 mm pe ora (Hewitt et al., 2008).

Se considera ca in timpul acestei faze rapide de patrundere prin membranele celulare, ce
precede procesul lent de fixare prin legaturi incrucisate, poate aparea activarea fosfatazelor si
lezarea ireversibila a fosfoproteinelor. De fapt, distrugerea membranara ar duce la eliberarea unor

cnzime tisulare si in perioada lunga de timp de fixare completa a pro
activitatii enzimatice), fosfatazele ar fi activ implicate in producerea de leziuni.

Pe baza acestei ipoteze, s-a considerat in continuare ca activitatea fosfatazelor ar fi inhibata de
temperaturi scazute. De aceea, intr-unul din exemplele descrise in aceasta inventie, formolul ce
patrunde in tesuturi este racit la 4°C. In etapa ulterioara, avand deja avantajul ca tesuturile sunt
deja fixate in formol rece, procesul este completat prin imersia in etanol rece. Aceasta etapa este
justificata prin faptul ca etanolul este un bun fixator prin coagulare. Daca, dupa prima etapa,
fragmen avand in vederc ca
deshidratarea tisulara dureaza cateva ore (2-6), in acest timp fragmentele tisulare ar fi in
continuare expuse la actiunea fosfatazelor active. Deci, este necesara deshidratarea in conditii de

temperatura scazuta. Ulterior se realizeaza imediat includerea la parafina.

6. PREZENTAREA AVANTAJELOR INVENTIEI
- Oferd posibilitatea unei detectéri precise a markerilor de predictie a raspunsului la terapii,

- Asigurd o analizd corectd a specimenului si enuntarea unei indicatii terapeutice cu cel mai

bun raspuns,
- Reprezintd un protocol standardizat, aplicabil la 0 gama larga de tesuturi,

- Reprezintd un protocol optim atit din punctul de vedere al vitezei de fixare cat si din

punct de vedere al conservdrii caracteristicilor moleculare de diagnostic,

7. PREZENTAREA PE SCURT A FIGURILOR DIN DESENE

Fata de inventia prezentatd, nu sunt desene sau figuri.
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8. PREZENTAREA IN DETALIU A CEL PUTIN UNUI MOD DE REALIZARE A
INVENTIEI REVENDICATE
Proceduri de colectare a fragmentelor
Imediat dupa interventia chirurgicala, fragmentele tisulare rezecate din 5 tumori de colon si
5 tumori mamare, au fost transferate catre laboratorul de anatomie patologica si procesate fara
intarzicre. Din ficcare specimen s-au prelevat 3 fragmente cc au fost procesatc dupa cum
urmeaza:
a) Procedura de fixare de rutina: fragmentele au fost fixate 24h in formol neutru 4% la

temperatura camerei, procesate uzual si incluse la parafina;

b) Procedura de fixare in conformitate cu inventia (fixare la rece): fragmentul tisular a fost
scufundat in formol neutru 4% pre-racit pe o perioada de timp variind intre 4 si 24 h; ulterior
au fost transferate in etanol 95% pre-racit timp de 2-6h. Apoi fragmentele tisulare au fost

ot Aachi dvatars ar alana] of a mwarafina
ind priin deshidratare cu alcool si includere la paraﬂﬂa.

c) Fragmente proaspete congelate si pastrate la -80°C pana la realizarea unor analize de tip
Western blot.

Colorare uzuala, reactii imunohistochimice si analiza western blot

Din fragmentele tisulare FFPE s-au realizat sectiuni de 4 pm ce au fost colorate de rutina

cu hematoxilina si eozina (H&E). Testele imunohistochimce s-au realizat pe sectiunile
urmatorii anticorpi primari:
anti-Phospho-mTOR Rabbit, 49F9 against Ser2448 (Cell Signaling)

anti-Phospho-AKT Rabbit, 736E11 against Ser473 (Cell Signaling)
Am inclus controale positive si negative (omisiunea anticorpului primar si a serului igG
corespondent) la fiecare testare imunohistochimica.
Pentru analiza Western blot, s-a urmarit procedura descrisa:
Toate fragmentele au fost omogenizate si lizate in tampon de liza TNE suplimentat cu

cocktail inhibitor de proteaza 1% (Complete, Roche Diagnostic Corporation). Concentratia

ol



0=2013-00466
7 2 0 -05- 2013

proteica a fost evaluata utilizand kitul BCA protein assay kit (Pierce, Milwaukee, WI, USA), si
50 mg proteine au fost eluate in 8% SDS-PAGE si transferate pe membrane de nitroceluloza.
Migrarea pe membrana a fost blocata pentru 1 ora cu BSA 5% in tamponTBS - Tween 0,1% si
incubata peste noapte la 4°C cu anticorpii primari anti-fosfo-mTOR si anti-fosfo-AKT (reactivi
obtinuti de la Cell Signaling Technology cu exceptia betra-actinei de la Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Proteinele imunoreactive au fost vizualizate utilizand
anticorpi antisoarece sau anti-iepure (1:3000 si respectiv 1:1000) conjugati cu HRP (peroxidaza
din hrean) si marcaj chemoluminiscent (Amersham Biosciences) ca substrat. Toate
experimentele de western blot au fost verificate imunohistochimic, ca a doua metoda pentru p-
mTOR si p-AKT.

Rezultate

Fragmentele tisulare (tumori de colon si mamare) primite proaspete din salile operatorii au
procesat de rutina, iar unul sau doua
fragmente au fost procesate la rece.

Urmatoarele aspecte au fost inregistrate:

1) pastrarea caracteristicilor morfologice (histologice)

2) Reactia imunohistochimica la markerii phospho-mTOR si phospho-AKT
3) Semnalizarea in analiza Western blot pentru prezenta p-mTOR si p-AKT
procesate piin > Ja rece. Lamcle au fost examinate de medicii an
nu au fost infomati de metoda utilizata pentru fiecare lama, ei alegand metoda noua ca fiind
optima. Nu s-au identificat artefacte de distorsiune sau retractie.

S-a observat o corelatie semnificativa intre datele obtinute pe fragmentele proaspete prin
analiza Western blot si marcajul imunohistochimic pentru p-mTOR si p-AKT. Dimpotriva, in
concordanta cu datele din literatura, marcajul imunohistochimic pentru acelasi marker pe
fragmentele fixate de rutina nu au prezentat corelatie cu analiza Western blot si reflecta probabil
legarca nespecifica a anticorpuliii cu proteine nefosforilate.

Pornind de la principiul acceptat ca patrunderea formolului in tesuturi si fixarea reprezinta
2 fenomene distincte, inter-corelate, prima fiind rapida si a doua lenta, am enuntat ipoteza ca in
timpul acestui interval de timp, fosfatazele tisulare pot actiona liber odata eliberate din

compartimentele celulare. Doar in etape ulterioare ele vor fi denaturate si inhibate de
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deshidratare. Deoarece etapa initiala de penetrare nu este afectata de temperatura, am enuntat
procedura descrisa de fixare la rece.

Deoarece formolul patrunde in tesuturi cu o viteza de 1 mm pe ora, presupunem ca o
sectiune de 4mm dintr-o tumora colonica sau mamara, va fi fixata complet in 2 ore ( actiunea are
loc din ambele parti), dar in experimentul descris am extins imersia pe o durata de timp variind
intre 4 si 24h. Nu am putut identifica diferentc intre fragmentele pastratc in formol rece pentru
perioade mai lungi sau mai scurte de timp.

La sfarsitul perioadei de "penetrare la rece”, completarea procesului este realizata prin
imersiunea in etanol rece. Daca, dupa prima etapa, tesuturile ar fi transferate in etanol la
temperatura camerei, si deoarece deshidratarea dureaza cateva ore (2-6), in acest timp tesuturile
ar fi inca expuse la fosfatazele active. De aceea este necasara deshidratarea in conditii de
temperatura scazuta. Deshidratarea ulterioara si includerea la parafina se realizeaza conform
procedurilor de rutina.

Dupa parerea noastra, posibilitatea obtinerii de fragmente tisulare fixate in formol si incluse
la parafina care sa mentina reziduuri fosfat imunoreactive, asa cum este permis de procedura
descrisa aici, deschide perspective de caracterizare a tumorilor in conformitate cu caile
metabolice activate si extinde posibilitatile de exploatare a tesuturilor arhivate in laboratoarele de

anatomie patologica.

YN



a~2013-00466
2 0 -06- 2013

B. REVENDICARI
Metodd de prezervare a fosfoproteinelor prin fixarea unor fragmente tisulare organice in
formol rece, caracterizatia prin aceea ca se realizeaza un proces de fixare cu o secventa formol
rece-ctanol rece, in prima etapa fragmentele tisulare fiind puse in formol rece, la o temperatura
intre 1°C s1 8°C, preferabil 2°C pana la 5°C, pentru o perioada de timp cuprinsa intre 2 si 35 ore,
ulterior procesul fiind completat prin deshidratare cu agenti de deshidratarc raciti, respectiv prin
imersia in etanol rece 95%, pentru o perioadd de timp cuprinsd intre 1 si 7 ore iar in final

tesuturile sunt incluse la parafina.

REVENDICARI DEPENDENTE

1. Procedeu, conform revendicdrii precedente, in care inainte de incdlzirea tesuturilor,

formolul in exces este spdlat cu un lichid de inlocuire, de preferinta o solutie salina.

2. Procedeu, conform oricireia din revendicarile precedente, caracterizat prin aceea cd

formolul este pre-racit inainte de imersia tesuturilor.

3. Utilizarea unui fragment tisular organic non-congelat, fixat cu formaldehida, utilizind o
metodd conform oricareia din revendicarile precedente, pentru colorarea

imunohistochimica pentru grupurile fosfo-proteice.

4. Utilizarea unui fragment tisular organic non-congelat, fixat cu formaldehida, utilizand o
metodd conform oricareia dintre revendicdrile 1 la 6, pentru colorarea

imunohistochimica pentru p-mTOR si p-AKT.
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