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Inventia se referd la o metoda pentru identificarea unor
tumori neuroendocrine, localizate la nivelul pancrea-
sului, stomacului, intestinului subtire si al glandei
suprarenale la un pacient.. Metoda conform inventiei
constd in mdsurarea concentratiei de VGF sifsau a
fragmentelor sale dintr-o proba biologica recoltatd de la

pacient, dupd care valoarea concentratiei obtinute se
coreleazd cu o valoare de referind de 0,05 p moli/ml, o
concentratie mai mare indicand prezenta unei tumori
sau a recidivelor.
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A. DESCRIEREA INVENTIEI

1. TITLUL INVENTIEI
Metodd de diagnosticare si monitorizare a tumorilor neuroendocrine ale

pancreasului, stomacului si intestinului subtire si cele ale glandei suprarenale.

2. PRECIZAREA DOMENIULUI TEHNIC LA CARE SE REFERA INVENTIA
[nventia se refera la o metodd de diagnosticare si monitorizare a tumorilor
neuroendocrine aie pancreasuiui, stomacului si intestinului subtire si cele ale giandei suprarenaie,

care se poate folosi in domeniul oncologic.

3. PREZENTAREA STADIULUI TEHNICII

Markerii (biomarkerii) sunt substante produse de o tumora sub forma de hormoni, enzime
sau alte proteine, iar cantitatea lor este legatd de o crestere a tumorii si a numarului de celule
tumorale prezente si producdtoare de marker. Acesti markeri sunt stocati in celulele tumorale si
pot t1 eliberatt in spatiile inter-celulare, trecind apo1 in sdnge. Interesant, acesti marken pot
apdrea, prin urmare, in snge, chiar si atunci cdnd dimensiunea tumorii este mica si nu poate da
nastere la simptome clinice.

Biomarkerii semnalizeaza prezenta unei tumori (producitoare de markeri) sau a evolutiei
sale clinice, chiar si in absenta simptomelor clinice. Mai mult decéat atdt, se referd la un
diagnostic intr-un mod mai specific $i precoce sau poate anunta reaparitia unei tumori dupa
terapie. In plus, ei pot fi folositi limitat in studii de screening, deoarece absenta markerului ofera
dovezi clinice ale absentei tumorii.

Biomarkerii au intrat in practica de rutina clinici, deoarece acestia pot fi usor detectati in
sange, ser sau plasma si testele aferente sunt de obicei practicate de fiecare laborator, acestea
putdnd fi repetate de mai multe ori la acelasi pacient.

Gena VGF codifica pentru un precursor neuropeptid, care este exprimat intr-un sub-grup
de neuroni ai sistemului nervos central si periferic si in anumite celule neuro-endocrine ale
adenohipofizei, ale medularei suprarenale, ale sistemului gastro-intestinal si ale pancreasului.
VGF este un factor de crestere nervos si joacd un rol esential in homeostazia energetica a

organismului. Proteina VGF umand este alcatuitd din 615 aminoacizi, iar proteinele VGF la
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soareci §i sobolani au 617 aminoacizi. Proteinele umane si de sobolan prezinta similitudini in
proportie de aproximativ 85%. Precursorul neuropeptid este dotat cu o secventa de 22 aminoacizi
lungime, care promoveazi translocatia reticulului endoplasmatic.

in precursorul neuropeptid al VGF si in VGF complet matur sunt prezente mai multe
fragmente scurte de reziduuri de baza, care sunt potentiale tintd pentru peptidaze, a caror actiune

gencrcazd fragmente scurte de peptide de VGF. Astfel de peptide au fost detectate la om si

Stark et al, 2001, au identificat 3 fragmente N-terminale de aminoacizi cu lungimi de la
23 - 62 s1 26 - 62 (trunchiere la capatul N al peptidului 23-62) si de la 23 la 59 (trunchiere la
capatul C al peptidului 23-62) - in lichidul cefalorahidian al pacientilor cu tulburéri psihice
cunoscute. Utilizarea VGF ca marker tumoral serologic pentru tumorile pulmonare a fost propus

de catre Matsumoto T et al. (Int ] Biol Markere 2009; 24:282-5).

4. PREZENTAREA PROBLEMEI TEHNICE

Problema pe care si-o propune sa o rezolve prezenta inventie este de a stabili un marker
in lichidul biologic examinat, respectiv sange, ser, plasma, urind, saliva, secretii sau in extract de
tesuturi sau orgarnc, pentru diagnosticarea tumorilor neuroendocrine ale pancreasului, stomacului
si intestinulut subtire si cele ale glandei suprarenale, producitoare de VGF, prin detectarea si
urmarirea proteinei VGF si a fragmentelor sale, fiind o metodd rapidd si accesibild care

minimalizeaza sau chiar elimind riscul rezultatelor fals negative

Am observat, spre surprinderea noastra ca fragmentele VGF sunt prezente in sangele
pacientilor cu tumori primitive neuro-endocrine ale pancreasului, producitoare de VGF. Mai
precis, am remarcat ca acest marker neuro-endocrin este prezent in tumori mici TINOMO, ceea
ce nu sc intampla cu alti markeri tumorali care cresc doar la un volum mare al tumorii. Spre
deosebire de toti ceilalti markeri pentru tumorile neuro-endocrine, cum ar fi cromogranina,
detectarea fragmentelor VGF in singe pentru depistarea precoce a tumorii sau a recidivei, nu ar
fi expusa riscului de rezultate fals pozitive, deoarece prezenta acestui marker peste valorile limita
prag ar avea loc numai in prezenta unor leziuni cerebrale severe, un eveniment putin probabil la
pacientii cu o tumora neuroendocrina a pancreasului aflata in stadii timpurii.

Inventia este legatd de o metoda in vitro de identificare si detectare a prezentei sau de

XTI

moniiorizare a progresiel unei tumori neuroendocring, producatoare de VGF, localizaia la mveiul
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pancreasului, stomacului, intestinului subtire i medularei suprarenale, la un pacient, sau pentru a
urmari evolutia bolii si rezultatul terapiei.

De asemenea, prezenta metoda reuseste sa faciliteze localizarea tumorii primare sau a
metastazelor sale, chiar si in tumori mici, greu de detectat, sau palpa. Astfel, demonstrarea
faptului ca VGF si/sau fragmentele sale prezente la nivel celular in tumorile neuroendocrine ale
paiicrcasului, stomacului, intestinului subtirc si modularei suprarcnalc, permite odatd cu
detectarea prezentei peptidelor in ser, plasm3, urind, salivd, secrefii si extracte de tesuturi si
organe, detectarea localizirii tumorii primare sau a metastazelor sale, folosind anticorpi marcati
cu substante radioactive. Acest lucru permite tratamentul chirurgical sau radio-terapeutic, chiar

in tumori mici, greu de detectat sau palpa.

5. EXPUNEREA INVENTIEI

Descrierea inventiel.

Am observat, spre surprinderea noastra ca fragmentele VGF sunt prezente in singele
pacientilor cu tumor primitive neuro-endocrine ale pancreasului, producitoare de VGF. Mai
precis, am remarcat ¢d acest marker neuro-endocrin este prezent in tumori mici TINOMO, ceca
ce nu se intampla cu alti markeri tumorali care cresc doar la un volum mare al tumorii. Spre
deosebire de toti ceilalti markeri pentru tumorile neuro-endocrine, cum ar fi cromogranina,
detectarea fragmentelor VGF in sange pentru depistarea precoce a tumorii sau a recidivel, nu ar
f1 expusa riscului de rezultate fals pozitive, deoarece prezenta acestui marker peste valorile limita
prag ar avea loc numai in prezenta unor leziuni cerebrale severe, un eveniment putin probabil la
pacientii cu o tumora neuroendocrina a pancreasului aflata in stadii timpurii.

Inventia de fatd este, prin urmare, legatd de detectarca unor fragmente VGF in sénge
pentru un diagnostic precoce al tumorilor neuroendocrine ale pancreasului si ale tumorilor
producdtoare de VGF ale stomacului, intestinului subtire si ale medularei suprarenale. Mai mult
decdt atat, aceasta inventie este legatd de exploatarea valorii prognostice, in scopul de a detecta
(sau exclude), intr-un stadiu precoce a unei recidive tumorale.

In plus, demonstrarea faptului cd VGF si / sau fragmentele sale sunt prezente la nivel
celular in tumorile neuroendocrine ale pancreasului, stomacului, intestinului subtire si medularei

suprarcnale, permite, odatd cu detectarea prezentei peptidelor in singe, detectarca localizarii
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tumorii primare sau a metastazelor sale folosind anticorpi marcati cu substante radioactive, ceea
ce va permite tratamentul chirurgical sau radio-terapeutic, chiar si in tumori mici, greu de
detectat sau palpa.

Prin urmare, inventia se referd la o metoda in vitro de identificare si detectare a prezentei
sau de monitorizare a progresiei unei tumori neuroendocrine, producitoare de VGF, localizata la
nivelul pancreasului, stomacului, intestinului subtire si micdularei suprarcnale, la un pacient, sau
pentru a urmari evolutia bolii si rezultatul terapiei.

Metoda implica:

a) colectarea si prepararea probelor biologice ale pacientului,

b) masurarea concentratiei de VGF si / sau a fragmentelor sale in proba biologica.

c) corelarea valorii concentratiei obtinute cu o valoare de referintd, unde o concentrare mai
mare decit valoarea de referintd va indica prezenta tumorii sau evolutia bolii.

Se va alcge proba biologicd cc urmeaza sa fic analizatd dintre sdnge, scr, plasmd, uring,
salivd, secretii sau extract de tesuturi sau organe. Conform inventiei, pot fi analizate fie
proteinele mature cu lungime completd sau peptidele generate de actiunea proteoliticd asupra
secventei VGF. Fragmentele sunt in general de cel putin 4 aminoacizi si, de preferintd vor fi
alcatuite din 4 la 20 sau mai multi aminoacizi (pana la 614). Concentratia de VGF sau fragmente
conexe in proba biologica va fi determinatd prin imunodozare, spectrometrie de masa,
electroforeza in gel, gel-filtrare, cromatografie sau HPLC, de preferinta cu radioimunodozare sau
enzimoimunodozare in faza solida de tip competitiv, secvential sau simultan, 1 mai precis, cu
imunodozare ELISA.

Intr-o proceduri de realizare, metoda inventiei se aplica pentru identificarea prezentei
unei tumori neuroendocrine a pancreasului, stomacului, intestinului subtire si medularei
suprarenale, 1ar in aceste cazuri vom folosi ca valoare de referinta valoarea medie a concentratiei
VGF sau a fragmentelor sale in probele biologice din populatia generala sdnatoasa, neafectata de

o neoplazie.

>

ntr-o  altd procedura de realizare, mctoda inventiei cste utilizatd pentru a monitoriza
evolutia boli, si, in acest caz, vom folosi ca valoare de referintd concentratia de VGF sau a
fragmentelor sale in probele biologice, care au fost anterior obtinute de la acelasi pacient.

Intr-o altd procedura de realizare, metoda inventiei permite urmirirea raspunsului la

tratament si, in acest caz, valoarea de referintd este legatd de concentratia de VGF si / sau
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fragmente sale in una sau mai multe probe biologice obtinute anterior de la acelasi pacient in
timpul tratamentului.

Un aspect al inventiei este legat de existenfa unui kit pentru a realiza metoda descrisa
aici, un astfel de kit incluzand, in cutii separate, anticorpi anti-VGF si / sau anticorpii secundari
marcati cu un marker trasabil si / sau VGF sau fragmente marcate cu un marcator urmaribil si
dupé caz, rcactivi si tampoanc.

Un alt aspect al inventiei se referd la utilizarea VGF a unui fragment imunogen ca marker

de tumori neuro-endocrine producitoare de VGF ale pancreasului, stomacului si intestinului

subtire si a medulosuprarenalei, pentru testarea in vivo sau in vitro.
Descrierea detaliata a inventiei

Un exemplu non-exhaustiv al metodei biologice este reprezentat de un dozaj imuno-
itiv, secvential sau simultan in fazd solidd, in care un ligand este in
concurenti cu un trasor pentru interacfiunea cu un obiectiv specific.

Aceasta metoda poate fi utilizatd cu molecule de VGF sau peptidele rezultate alcatuite
din secvente de 4 pana la 20 de aminoacizi. Aceste dimensiuni ale peptidelor nu vor permite
interactiunea in acelasi timp a doi liganzi specifici cu diferite situsuri ale aceleiasi peptide
(procedura celor 2 situsuri).

Ligandul este alcatuit, in acest caz, de peptida moleculei de VGF prezenta in lichidul
biologic examinat, cc va intra in competitic cu marcatoru! (trasorul) in interactiunca cu situsul de
legare, astfel inhiband legarea proportional cu cantitatea sa. Trasorul este o peptidi marcatd cu
biotind la capidtul N-terminal, marcarea fiind realizatd prin legare directd sau utilizdnd un
conector spatial. Situsul de legare este reprezentat de o molecula capabila sa interactioneze intr-o
modalitate stabila si specificd cu o peptida si care este absorbit intr-o faza solida reprezentatd in
general de o suprafata de polistiren.

Un situs inalt selectiv este un anticorp, monoclonal sau policlonal, obtinut prin
imunizarca unui animal cu un ligand imunogenic, coaform unor protocoale standardizate. In faza
de inceput a testului, anticorpul purificat este absorbit pe o faza solidd ce a fost anterior activata
astfel incat sia maximizeze numdrul de molecule ce pot fi legate. Dupd saturarea pe suprafata

libera cu albumina, faza solidd este expusd la o mixturd de reactic ce contine proba ce va fi

"



G-2013-00465
2 0 -96- 2013

testatd si o cantitate dati de trasor. in timpul incubatiei, peptidul prezent in proba de testare intra
in competitie cu trasorul biotinilat pentru legarea de anticorpul corespunzitor, astfel incat
cantitatea de trasor legat la faza solidd este invers proportionald cu cantitatea de peptid a
trasorului din proba de testare. La sfarsitul reactiei, moleculele libere, nelegate sunt indepirtate
prin spélare. O cantitate hiperstoichiometrica de streptavidin peroxidaza este apoi adaugata, dand
nagtere unui complex insolubil polistiren-anticorp-peptida biotinilati-streptavidin peroxidaza.
Dupa spalare si indepartarea reactivilor nelegati, enzima (peroxidaza) prezenta in faza solida este
evidentiatd prin adugarea unei cantititi constante de substrat/cromogen, care este in final citita
printr-o procedura de tip fotometric.

Deoarece activitatea enzimaticd este invers proporfionalda cu cantitatea de peptide
prezentd in proba de testare, poate fi stabiliti o curbd de calibrare, coreland intensitatea
semnalului fotometric cu doza de peptide, si va permite astfel, prin interpolare, stabilirea unui
continut analitic al peptidei din proba de testare.

Procedura descrisd mai sus poate fi utilizata pentru a cuantifica una sau mai multe
peptide, fiecare necesitdnd un anticorp specific si un trasor. Trasorul trebuie si fie preparat
impreuna cu producerea sinteticd a peptidet, prin biotinilarea rezidurilor N-terminale, in timp ce
anticorpul ar trebui preparat in conformitate cu procedura descrisd la punctul 8 din prezenta
Descriere, adaptatd la dimensiunile si caracteristicile structurale ale peptidei VGF ce va fi

utilizata.

6. PREZENTAREA AVANTAIJELOR
- procedura mai rapidi, in vederea diagnosticarii tumorilor neuroendocrine ale

pancreasului, stomacului si intestinului subtire si cele ale glandei suprarenale;

- permite identificarea prezenjei unei tumori neuroendocrine a pancreasulu,
stomacului, intestinului subtire $i medularei suprarenale in stadiu precoce,

utilizand probe biologice;
- inventia poate fi utilizatd si pe piese de rezectie chirurgicali,
- necesita cantitati reduse de lichide biologice sau extract de tesuturi sau organe

- faciliteazd monitorizarea evolutici bolii;
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- permite urmarirea raspunsului la tratament;

- 1ntroducerea in practica a utihzarn unw kit pentru a realiza metoda descrisa,
incluzdnd, in cutii separate, anticorpi anti-VGF si / sau anticorpii secundari
marcati cu un marker trasabil si / sau VGF sau fragmente marcate cu un marcator

urmiribil s1 dupa caz, reactivi si tampoane;

T

- este o procedura repetabila si de Tnalta precizie a rezultatului

7. PREZENTAREA PE SCURT A FIGURILOR DIN DESENE

Fata de invenfia prezentata, nu sunt desene sau figuri.

8. PREZENTAREA IN DETALIU A CEL PUTIN UNUI MOD DE REALIZARE A
INVENTIEI REVENDICATE
Exemplul 1

Au fost imunizafi iepuri de Noua Zeelandd prin administrarea de 2 mg de peptida
dizolvata in solutie salind si aditionatd cu adjuvant complet Freund. Au fost efectuate doud
stimuldn la interval de 20 zile utilizind aceeasi cantitate de peptida dizolvata in solutie salind. La
sfarsitul programului de imunizare, sdngele animalului este obtinut iar imunoglobulinele din ser
sunt purificate prin absorbtia proteinei A. Cantitatea lor este masurata prin fotometrie utilizind
coeficientul de absorbtie €280 = 1,38 (mg / ml). 150 microlitr1 de anti-ser policlonal (5
micrograme / ml in tampon fosfat de 50 mM, pH 7.5), sunt adaugate in microgodeurile unei
placi Maxisorp NUNC C8, se incubeaza peste noapte si imunoglobulinele neabsorbite sunt apoi
spdlate cu o solutie tampon. Sitnsurile nesaturate sunt apoi blocate folosind o solutie tampon
care contine albumina serica bovina 0,5%, care este lasata sa reactioneze timp de 30 min.

Dupa spalari suplimentare cu solutie salind tamponata, 50 microlitri de ser care urmeaza
sa fie analizat (a se vedea mai jos) sau, alternativ, a unei concentratii cunoscute de peptida, si
100 microlitn de peptida trasor, dizolvata in ser fiziologic, se adauga in godeuri. Dupa 2 ore de
incubare, godeurile sunt spalate intens si, in final se adaugd in godeuri 150 microlitri de

streptavidin-peroxidaza (Jackson Immunosearch, cod. 016-030-084), diluata intr-o solutie HRP-
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StabilPlus (Kem-En-Tec Diagnostics, cod. 4530). Se lasa sa reactioneze timp de 60 min. la
temperatura camerel, apoi enzima nelegatd se spald cu solutie salind. Se adaugd substrat /
cromogen (150 microlitri), cu ajutorul unei solutii ready to use TMB One (Kem-En-Tec
Diagnostics, cod. 4380), care contine un amestec de peroxid de hidrogen si tetrametilbenzidina.
Reactia este oprita dupd 20 min., prin adiugarea a 100 microlitri de acid sulfuric 2N.

Densitatea optica a microgodeurilor se determind prin masurarea absorbantei la 450 nm
in 10 min. de la oprirea reactiei. Cu valorile obtinute prin utilizarea unor concentratii cunoscute
ale peptidei este posibil sa se stabileascd o curba de calibrare monotona ce coreleaza densitatea
opticd a godeului cu concentratia de peptida care urmeaza si fie misuratd. Prin venficarea pe
aceastd curba a valori intensitatii optice obtinute dintr-un esantion necunoscut (ser de sobolan)
este posibil sa se obtind concentratia de peptide. Eliberarea in singe a peptidelor VGF de la o
tumord experimentald neuroendocrine  medulosuprarenaliene (PC12  feocromocitom
transpiantabili ia sobolani) a fost verificata cu procedura de mai sus. Celulele PC12 (RCB009) au
fost cultivate in vase de 75 cm?2 intr-un mediu Dulbecco Eagle modificat (de MDEM) (Gibco
BRL, Gaithersburg, MD, Statele Unite ale Americii), care contine 10% ser fetal bovin (Gibco
BRL). intr-o atmosferda umedd cu CO2 5% - 0295 % la 37 © C. Celule (5x 106 au fost
transplantate subcutanat la femele Sprague-Dawley (8 saptimani, 250 g). La intervale de timp de
15, 30, 45 si 60 zile, au fost obtinute probe de sange din coada. La 60 de zile masa tumora
subcutanati a ajuns la o dimensiune palpabild. S-a stabilit o valoare prag pe baza datelor obtinute
din probele de sange de ia 10 soboiani de control. in animaiele transpiantate cu celuie PCi2Z
derivate dintr-un feocromocitom a medulosuprarenalei, valorile pozitive s-au obtinut deja dupd
30 de zile de la implantare si au continuat sd creasca pani la 60 de zile. Aceste date dau dovezi

experimentale ca peptidele VGF sunt eliherate din celule tumorale in sange.

Exemplul 2
Au fost investigati 40 de pacienti ce au prezentat o masa tumoralad de 3-5 cm detectatd in
zona pancreatica la CT si ecografie. Natura leziunii nu a putut fi clarificatd inainte de operatie.
Probe de sange obtinute de la acesti pacienti au fost investigate cu procedura ELISA mai sus
mentionatd pentru fragmente VGF. Au fost recoltate probe de sange de la pacienti cu gastritd ca

probe control. Datele obtinute au ardtat cd 10 pacienti cu o tumoare pancreaticd au avut valori
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mai mari decdt valorile prag ale VGF - o valoare mai mica de 0,05p moli/ml este considerata
negativa., in timp ce toate cele 10 controale s1 30 dintre cei 40 de pacienti au avut valori sub
valoarea prag.

Rezultatele au fost comparate cu examenul histologic al tumorilor pancreatice dupa
operatie. Tumorile apartindnd celor 30 de pacientii "VGF-negativi" corespundeau cu
adenocarcinoamele de pancreas exocrin (26 de cazur) st cu carcinoamele cu celuie acimee (2
cazuri) $i un caz cu o tumord neuroendocrina producatoare de somatostatind. Cele 10 cazuri
"VGF-pozitive” au corespuns tumorilor neuroendocrine ale pancreasului dovedite prin teste
imunohistochimice positive pentru markeri neuroendocrine (cromogranind A si sinaptofizina).
Ele au fost, de asemenea, VGF-pozitive prin imunohistochimie. Rezultatele indica faptul ca
procedurile ELISA pentru fragmente VGF permit un anumit diagnostic preoperator de tumori

neuro-endocrine ale pancreasului, permitand astfel o planificare adecvati clinica.

9. INDICAREA, DACA NU REZULTA IN MOD EVIDENT DIN CELE DE MALl
SUS, A MODULUI IN CARE INVENTIA ESTE SUSCEPTIBILA DE APLICARE
INDUSTRIALA.

Fata de cele expuse deja, apreciem cd inventia noastrd este susceptibild de aplicare pe
scard larga, atdt timp cdt poate duce la identificarea precoce a tumorilor neuroendocrine ale
pancreasului, stomacului s1 intestinului subtire si cele ale glandei suprarenale precum si la

pam i b % el g nacdora Satnda of g T g f g 1S
monitorizarca cficienta a cvolutiei acestora inainte si dupd aplicarca tratamentului.
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B. REVENDICARILE

Metodd pentru diagnosticarea §i monitorizarea tumorilor neuroendocrine ale
pancreasului, stomacului i intestinului subtire si cele ale suprarenalei, caracterizatd prin aceea cé
dupa colectarea si prepararea probelor biologice ale pacientului, se procedeazi la masurarea

Dl L R YU VS0 PUVIRIS DRSSy, AU TS DUy S U U PRy
$iCI GC vl JiSdu a (AgICHICIUT Sdi¢ il proda DioiogiCd, iar vaidard

ja¥)
[ @]
)
=
(@]
(¢}
jos
<t
I3
heosed
-x)

obtinute se coreleaza cu valoarea de referintd, unde o valoare mai mica de 0,05p moli/ml este
considerata negativa, astfel, o concentrare mai mare decat valoarea de referind va indica

prezenta tumorii sau a recidivelor {evolutie nefavorabilad).
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