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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
PARA DIAGNOSTICO DE CANCER PANCREATICO USANDO PROTEINA
REG4". |

Campo da Invencao

A presente invengéo refere-se ao campo de ciéncia biolégica,
mais especificamente ao campo de diagnéstico de cancer. Em particular, a

presente invengao refere-se a métodos para diagndstico de cancer pancrea-

“tico usando proteina REG4 como um marcador soroldgico, e reagentes e kits

usados para o diagnéstico.

Antecedentes da Invencao -

~ Adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) é a quinta causa

lider de morte de cancer no mundo ocidental e mostra a pior mortalidade

entre malignidades, com uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos de 'somente
4% (DiMagno EP, et al., (1999) Gastroenterology; 117(6):1464-84, Zervos
EE, et al. (2004) Cancer Control; 11(1):23-31). Aproximadamente 30.700

pacientes sdo diagnosticados com céancer pahcreético nos Estados Unidos,
e aproximadament_e 30.000 deles morrerao da doenga (Jemal A., et al

(2003) CA Cancer J Clin.; 53(1): 5-26). Uma vez que a maioria de pacientes

- de PDAC sd0 diagnosticados em um estéagio avangado, nenhuma terapia

‘efetiva é disponivel no presente; somente excisdo cirdrgica oferece uma pe-

quena possibilidade de cura, mas 80-90% de pacientes de PDAC que so-
frem cirurgia recaem e morrem da doenga (DiMagno EP, el at., (1999) Gas-
troenterology; 117(6):1464-84, Zervos EE, et al., (2004) Cancef Control;
11(1):23-31). A|gumas abordagens em cirurgia e quimiotérapia, incluindo 5-
FU ou gemcitabina, com ou sem radiagdo, podem aperfeigoar a qualidade de
vida do paciente (DiMagno EP, et al., (1999) Gastroenterology; 117(6):1464- .
84, Zervos EE, et al., (2004) Cancer Contrbl;. 1A1(1):23-31), mas aqueles tra-
tamentos tém um efeito muito limitado sobre sobrevivéncia de longo termo
de pacientes de PDAC devido a sua natureza quimiorresistente e extrema-
mente agressiva. Portanto, o gerenciamento de maior parte de pacientes
com PDAC avangado é focado em medidas paiiativas (DiMagno EP, et al.,
(1999), Gastroenterology; 117(6):1464-84, Zervos EE, et al. (2004) Cancer
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Control; 11(1):23-31).

Este horrivel progndstico de PDAC Surge a partir de varias cau-
sas, incluindo a dificuldade de detec¢éo de PDACs de estagios iniciais (Zer-
vos EE, et al., (2004) Cancer Control; 11(1):23-31). A despeito de aperfeigo-

~ amentos em formacdo de imagem diagndstica tal como ultra-sonografia en-

doscépica (EUS) ou colangiopancreatografia de réssbnéncia magnética
(MRCP), maior parte de pabientes ndo desenvolvem sintomas até tarde em
sua doe'nga e, por isso, ndo sofrem proCedimentos de formagao de imagem
até seus sintomas serem manifestados.. Um teste sorol.égic’o facil e acurado,
fal como antigeno especifico de prostata (PSA) em céancer de préstata, pode
facilitar detecgdo de PDACs de estagios iniciais sem sintoma manifestado e
selecdo através de um tal teste pode ser aplicada a uma populagéao de gran-
de numero para detecgdo de PDACs de estagios iniciais. A excisao cirurgica
de céancer pancreatico de estégid inicial podé prover o prdgnéstico relatiVa-A ‘

mente favoravel de 50-60% de sobrevivéncia de cinco anos, enquanto a taxa

- de sobrevivéncia de cénceres pancreéticos avangados € somente uns pou-

cos % (Zervos EE, et al., (2004) Cancer Control; 11(1):23-31). Considerando
a agressividade biolégica e resisténcia a quimioferapia de ’PDACs', uma das
estratégias mais realisticas para aperfeicoar o prognostico de PDACs fatais
é selecionar a populagédo de alto risco através de teste soroldgico néo-
invasivo e detecgéo de PDACs de estégios iniciais nos quais excisao cirargi-
ca pode curar. Atualmente CA19-9 é o unico marcador sorolégico comerci-
almente diSpom’veI para PDACs, entretanto, aproxima.damente 10-15% de
individuos nao secretam CA19-9 devido seu status de antigeno Lewis; e m’-'
vel de CA19-9 estd usualmente dentro faixa normal enquanto cancer pan-
creatico esta em estagio inicial e assintomatico e o mesmo tem pobre valor
discriminador (Sawabu N, et al., (2004) Pancreas; 28(3):263-7, Pleskow DK,
et al. (1989) Ann Intern Med; 110(9):704-9). Portanto identificagao de um
novo marcador de tumor para PDACs e estabelecimento de.uma estratégia
de selegao para detectar canceres pancreaticos em estagios inibiais através
do uso de um tal marcador sorolégico como PSA em cancer de préstata séo
urgentemente requeridos.
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Sumario da Invencao

A presente invengao é baseada na verificagdo de que o gene

REG4 ¢ especificamente superexpresso em cancer pancreatico.

Entre duzias de genes que foram identificados como regulados
ascendentemente em células de PDAC durante as analises de microarranjo
de cDNA amplas de genoma dos presentes inventores (Nakamura T, et al.,
(2004) Oncogene; 23(‘13):2385‘-4,00, WQ02004/031412), os presentes inven-

tores focalizaram sobre REG4 (GenBank Accession NC AY126670; a se-

quiéncia de nucleotideos de SEQ ID Ne: 13 codificando a sequéncia de ami-
noécidos de SEQ ID NQ: 14) para este estudo. Os dados de micro — arranjo
dos presentes inventores sobre 20 populagdes de células de PDAC micro-
diss_ecédas mostraram um alto nivel de regulagdo ascendente de REG4 em
10 dos casos informativos examinados (Nakamura T., et al., (2004) 'Oncoge- :
ne; 23(13):2385-400), e esta vez sua superexpressao também foi confirmada
por RT-PCR em seis das doze populagdes de célula de PDAC microdisse-

cadas examinadas (Figura 1A), o que foi usado para as prévias analises de

microarranjo. Embora, nos estudos anteriores, REG4 também fosse referida
como REGIV (GenBank Accession Number AA316525), REG4 e REGIV sdo

amesma molécula.

Embora os presentes inventores tenham identificado o gene
REG4 como regulado ascendentemente em tecidos de cancer pancreatico, a
verificagdo de elevados niveis de REG4 no sangue de pacientes de PDAC
que podem ser esperades terem cancer em estagio inicial ou bom prognés'ti-
co € nova para a presente invencdo. Além disso, os elevados niveis de
REG4 no sangue de pacientes de cancer pancreatico sugere que este gene
e sua proteina podem ser Uteis como novos marcadores diagnosticos (isto é,
sangue integral, soro, ou plasma). Além disso, 0s presentes inventores esta-
beleceram sandunche ELISA para detectar REG4 em soro em pacientes com
PDACs excisaveis.

Da mesma maneira, a presente invencio prové métodos para
diagnodstico de cancer pancreético em um sujeite compreendendo as etapas
de determinacdo de nivel de REG4 em amostras de sangue derivadas de
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sujeito e comparando este nivel aquele encontrado em uma amostra de refe-
réncia, tipicamente um controle normal. Um alto nivel de REG4 em uma a-
mosira indica que 0 sujeito sofre de ou esta em risco de desenvolver cancer

pancreédtico. O termo "nivel de controle normal” indica um nivel associado -

~ com um individuo saudavel, normal ou uma populagdo de individuos. conhe-

cidos nao estarem sofrendo de cancer pancreatico.

O nivel de REG4 pode ser determinado através de detecgdo de
proteina REG4 usando imunoensaio tal como ELISA. |

Amostras de sangue derivadas de sujeito 'podém ser derivadas
de sangue integral, soro, e derivadas de plasma de sujeitos, por exemplo,
pacientes conhecidos ou suspeitds de terem cancer pancreatico. )

Em adigao, a presente invengdo prové os métodos _desCritoS a-
cima ainda compreendendo as etapas de determinagéo de nivel de CA1'9-9' :
em uma amostra de sangue derivada de sujéito e comparagao de nivel de

CA19-9 aquele encontrado em uma amostra de referéncia, tipicamente um

“controle normal. Os presentes inventores verificaram que pacientes com

cancer pahcreético podem ser identificados mais sensivelmente através de
considerag@o de ambos os niveis de REG4 e CA19-9, |

Além disso, a presente invengdo também prové'reagénfes de
imunoensaio para detecgao de REG4 compreendendo antiCorpo anti-REG4.
o) anticorpd anti-REG4 pode compreender anticorpo policlonal e anticorpo
monoclonal ou pelo menos dois anticorpos monoclonais reconhécendo dife-
rentes determinantes antigénicos de REG4. o

Finalmente, a presente invengdo também prové kits pa‘ra detec-
¢do de um cancer pancreatico compréendendo (i) um reagente de imunoen-
saio para determinagdo de nivel de REG4 em uma amostra de sangue; e (i)
uma amostra controle positivo para REG4. Os kits'ainda podem compreen-
der (iii) um reagente de imunoensaio para determinagéo de um nivel de
CA19-9 em uma amostra de sangue; e (iv) uma amostra controle positivo
para CA19-9. | 7

Outras caracteristicas e vantagens da invengdo serao aparentes

a partir da seguinte descricdo detalhada e a partir das reivindicagdes. E para
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ser entendido que ambos, o resumo anterior da presente invengdo e as se-

guintes descricdes detalhadas sdo de uma modalidade preferida, e néo res-

tritivos da invengdo ou outras modalidades .alternativas da presente inven-

¢ao. ‘
Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra: (A) RT-PCR para a expressao de mRNA de
REG4 e ACTB nas células de' PDAC microdissecadas (1-12) comparando
com células épiteliais ductais pancreaticas normais (N) que também foram
microdissecadas; e (B) em estudo imunoistoquimico usando anticorpo anti-
REG4, manchamento 'intenso em algumas células PDAC (painel superior,
aum_ento'"original X200). Manchamento positivo de REG4 foi observado no
citoplaéma. Em tecido pancreético normal, células acinares mostraram man-
chamento fraco (painel inferior, aumento original x200), mas n&do em células
de epitélio ductal normal e células de ilhotas. |

A Figura 2 mostra a curva-padrao do sanduiche ELISA para de-

| terminagao do nivel de REG4.

A Figura 3 mostra a distribuicao dos niveis de REG4 em 123
pessoas saudaveis. Concentragbes de REG4 em soro foram determinadas

atraves de processo ELISA.

A Figura 4 mostra nivel de REG4 em soro na pré- operagao e
pds-operacao de sete pamentes com PDACs exmsavels. Barra aberta, pré-
operagao; e barra fechada, pés-operagéo. Falxa normal de REG4 em soro
foi putatnvamente definida abaixo de 9,0 ng/mL (Ilnha pontllhada)

A Figura 5 mostra uma curva-padrao do sanduiche ELISA modi-
ficado para determinagao do nivel de REG4.

A Figura 6 mostra: (A) a lista de resultado diagndstico-usando .
REG4 ou CA19-9 como marcador; € (B) o»dia'grama Venn de sobreposi¢ao
entre populagao positiva-REG4 e populagé@o positiva-CA19-9. "+" indica re-
sultado positivo; e "-" indica resultado negativo. Existiram 59 amostras de
cancer pancreatico, 29 amostras positivas — REG4 e 45 amostras positivas —
CA19-9. Entre elas, 22 amostras foram positivés para ambas as REG4 e
CA19-9 e 7 amostras foram negativas para ambas as REG4 e CA19-9.
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A Figura 7 mostra uma curva-padrao do sanduiche ELISA usan-
do cada anticorpo monoclonal anti-REG4 (clone'21-1, 24-1, 34-1) para de-
terminacgao do nivel de REG4.

A Figura 8 mostra a detecgéo de proteina}.REG4 em soro de 9

' pacientes de cancer pancreaticoe 28 pessoas saudaveis.

Descri¢do Detalhada da Invengéo

Os termos "um®, "uma®, e "0" como aqui usados significam "pelo
menos um" & menbs que de outro modo éspecificamente indicado.

Na presente invengdo, REG4, um novo mémbro de familia REG
(regenerante derivada de ilhota) (Hartupee JC, et al., (2001) Biochim Bio-
phys Acta; 1518(3):287-93) foi identificado como um biomarcador de adeno-
carcinoma pancreatico. Os presentes inventores reportaram microarranjos
de cDNA de amplitude de genoma de células de cancer pahcreético micro-
dissectada (Nakamura T, et al., (2004) Oncogene; 23(13):2385-400). Embo-

ra, neste relatério, REG4 tenha sido verificada superexpressa em células de

' cancer pancreatico, isto nao prové evidéncia de como o nivel de REG4 no

sangue relaciona-se a cancer pahcreético.- A Familia REG sao moléculas
secretadas associadas com regeneragéo de tecido e inflar'nagéo‘em orgaos
digestivos (Hartupee JC, et al., (2001) Biochim Biophys Acta; 1518(3):287-
93, Watanabe T, et al., (1990) J Biol Chem; 265_(13):7432-9, Unno M, et al.,
(1992) Adv Exp. Med Biol; 321:61-6; diScusséo 67-9) e familia REG _}é regu-
lada ascendentemente em varios canceres gastrointestinais (Unno M, et al.,
(1992) Adv. Exp. Med Biol; 321:61-6; discussdo 67-9, Lasserre C, et al.,
(1992) Cancer Reé.; 52(18);5089-95,Kamarain_en M, et al.,, (2003) Am J Pa-:
thol.; 163(1):11-20) e pode funcionar como um fator tréfico ou antiapdptético
em céanceres (Lasserre C, et al., (1992) cancer Res.; 52(18):5089-95), mas
suas fungdes patofisioldgicas, especialmente o padréo de fungao e expres-
sdo de um novo membro, REG4, ainda nao sao claras. Os presentes inven-
tores geraram anticorpos especificos —REG4 e validaram sua superexpres-
sdo de células PDAC atraves de imunoistoquimica usando ariticofpo anti-
REG4. Além disso, os presentes inventores estabeleceram sistemas ELISA
de sanduiche para medir nivel de REG4 em soro de pacientes com PDACs,
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e demonstraram o uso de REG4 como um novo marcador sorolégico de

cancer pancreatico.

- Diagnosticando céncer pancreatico:

Atraves de medlgao de nivel de REG4 em amostras de sangue
denvadas de sujeito, a ocorréncia de cancer pancreatico ou uma predisposi-
¢do para desenvolvimento de cancer pancreatico em um sujeito pode ser
determinada. Da mesma maneira, a presente invengado envolve determina-
¢édo (por exerhplo medi¢ao) de nivel de REG4 em amostras de sangue. Na
presente mveng:ao um processo para dlagnostlco de céancer pancreatico
tambem inclui um processo para testar ou detectar cancer pancreatico. Al-
ternativamente, na presente invencéo, diagnostico de cancer pancreatico

também refere-se a mostrar uma suspelta risco, ou possibilidade de cancer

' pancreatlco emum SU]eltO

Quaisquer amostras de sangue podem ser usadas para determl-
nacdo de nivel de REG4 tanto quanto o gene REG4 ou a proteina REG4
possa ser detectada nas amostras. 'Preferivelmente, as amostras de sangue

compreendem sangue integral, soro e plasma.

Na presente lnvengao o "nivel de REG4 em amostras de san-

* gue" refere-se a concentrag:ao de REG4 presente no sangue apds corregao

'de volume corpuscular no sangue integral. Aqueles versados reconhecerio

que a porcentagem de volume corpuscular no sangue varia grandemente
entre individuos. Por exemplo, a porcentagem de eritrécitos no sangue inte-
gral é muito diferente entre homens e mulheres. Além disso, diferengas entre
individuos ndo podem ser ignoradas. Por isso, a concentragdo aparente de
uma substéhcia no sangue integral que compreende componentes corpuscu-
lares varia grandemente dependendo da porcentagem de volume corpuscu- .
lar. Por exemplo, mesmo se a concehtragéo no soro é a mesma, o valor me-
dido para uma amostra com uma maior quantidade de componente corpus-
cular serd menor que o valor para uma amostra com uma pequena quanti-
dade de componente corpuscular. Por isso, para comparar os valores' medi-
dos de componentes no sangUe, valores para oé'q'uais o volume corpuscular

foi corrigido sdo usualmente usados.
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Por exemplo, através de medigcédo de componentés no sangue
usando, como amostras, soro ou plasma obtid_d através de separacao de
células de sangue do sangue integral, valores medidos dos quais o efeito do
volume corpuscular foi removido podem ser obtidos. Por isso, o nivel de

" REG4 na presente inven¢ao usualmente pode ser determinado como uma

concentragdo no soro ou plasma. Alternativamente, ele pode ser primeiro

medido como uma concentfagéo no sangue integral, entéo o efeito a partir
de volume corpuscular pbde ser corrigido. Métodos para medi¢do de um vo-

lume corpuscular em uma amostra de sangue integral sao c'onhecidos.'

| Sujeitos diagnosticados para céancer pancreatico de acordo com

os preséntes métodos sdo preferivelmente mamiferos e incl'uem_ seres hu-
manos, primatas nao-humanos, camundongo, ratos, caes, gatos, cavalos e

vacas. Um sujeito preferivel da presente invengdo é um ser humano. Na -
presente invencao, um sujeito pode ser um paciente suspéito de ter cancer

do sistema gastrointestinal (por exemplo, pancreas) ou individuos saudaveis.

- O paciente pode ser diagnosticado através da presente invengéo para facili-

tar obtengdo de decisdo clinica. Em uma outra modalidade, a presente in-
vengdo também pode ser apllicada a individuos saudaveis para sélegéo de
céncer de sistema gastrointestinal (isto &, pancreas). _ |

Em uma modalidade da presente invengao, o nivel de REG4 é
determinado através de medi¢&o de quantidade ou concentragdo de proteina
REG4 em amostras de sangue. Métodos para dete'rminaﬁ;éo de quantidade
da proteina REG4 em amostras de sangue incluem métodos de imunoensaio. -

Nos métodos de diagnostico da presente invengao, a concentra-
¢ao em sangue de CA19-9 pode ser determinada, em adigao a concentragdo
no sangue de REG4, para detectar cancer pancreatico. Por isso, a presente |
invencdo prové métodos para diagndstico de cancer pancreatico, nos quais
cancer pancreatico é detectado quando tanto a concentragéb no sangue de
REG4 como a concentragéo no sangue de CA19-9, ou ambas, sao maiores
comparadas com individuos saudaveis.

E bem-conhecido que CA19-9 é um marcador de tumor soroldgi-

co para carcinomas pancreaticos, de célon, gastrico e ovariano. O epitopo
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de CA19-9 é um glicolipideo sobre uma glicoproteina (mucina) que corres-

‘ponde ao determinante grupo de sangue (a) Lewis com residuos de acido

sialico adicionados. O antigeno € definido como um anticorpo monoclonal

elevado contra determinantes encontrados em linhas de células de cancer
colorretal. O antigeno é também encontrado em tecido fetal normal assim
como pancreas adulto, dutos salivares, epitélio coldnico e gastrico, fluido

pancredtico, fluido gastrico, saliva e meconium. CA19-9 é removido da circu-

‘lagdo através de sistema biliar. O antigeno ndo é expresso em pessoas com

gendtipo Lewis (a-b), que corresponde a cerca de 5% da populagéo.
| Como descrito acima, CA19-9 ja tem sido usado como marcador

sorolégico para diagnéstico ou detecgao de cancer pancreatico. Entretanto,

- a sensitividade de CA19-9 como um marcador para cancer pancreatico é um

 pouco insuficiente para detectar cancer pancreatico, completamente. Da

mesma maneira, é requerido que a sensitividade de diagnéstico de céncer
pancreético possa ser aperfeigoada. '
Na presente inveng¢do, um novo marcador sorolégico para can-

“cer pancreatico, REG4, é provido. Aperfeicoamento na sensitividade de mé-

todos de detecgéo ou diagndsticos para cancer pancreatico pode ser obtido

 através da presente invencdo. Por exemplo, a presente invencdo prové um

processo para diagndstico de cancer em um sujeito, compreendendo as eta;
pas de: '

(a) coleta de uma amostra de sangue de um sujeito a ser diag-
nosticado; |

(b) determinagéo de nivel de REG4 na amosfra de sangue;

(c) comparagao de nivel de REG4 determinado em etapa (b)

com aquele de um controle normal onde um alto nivel de REG4 na amostra .

de sangue, comparada ao controle normal, indica que o sujeito sofre de can-

3

cer pancreatico.
Em modalidades preferiveis, o processo de deteccdo ou diag-
noéstico da presente invengdo ainda pode compreender as etapas de:
(e) determinagéo de nivel de CA19-9 na amostra de sangue;
(f) comparagdo de nivel de CA19-9 determinado na etapa (e)
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10

com aquele de um controle normal; e

(g) julgamento de que qualquer ou ambos os altos niveis de
REG4 e CA19-9 na amostra de sangue, comparados ao controle normal,
indibam que o sujeito sofre de cancer pancreatico. , ‘

Através de combinagédo entre REG4 e CA19-9, a sensitividade
para detec¢ao de cancer pancreatico pode ser significantemente aperfei¢oa-
da. Por exemplo, no grupo analisado no exemplo de trabalho discutido abai-
X0, taxa positiva dé CA19-9 para cancer pancreatico é cerca de 76,3%. Em
comparagdo, aquela de combinagao entre CA199 e .REG‘4 aumenta para
88,1%_ (Figura 6). Na presente invencgao, "combihagéo de CA19-9 e REG4"
refere-se a qualquer ou ambos os niveis de CA19-9 e REG4 sendo usados
como marcador. Nas modalidédes preferiveis, um paciente com lpositivo de
CA19-9'e REG4 pode ser julgado ter um alto risco de cancer pancreatico. o
uso de combinagdo de REG4 e CA19-9 como marcador sorolégico para
cancer pancreatico é novo. | - | |

Por isso, a presente invencdo pode grandemente aperfeicoar a
se,risitividade para detec¢ao de pacientes com céncer pancreatico, compara-
do a determinagobes baseadas em resultados de rhedigéo de somente CA19-
9. Atras deste aperfeicoamento esta o fato de que o grupo de pacientes posi-
tivos para CA19-9 e o grupo de pacientes positivos para REG4 ndo se ajus-
tam completamente. Este féto é ainda descrito especificamente abaixo.

Primeiro, entre pacientes que, como um resultado de medigoes
de CA19-9, foram determinados terem um valor menor que um Valor-padréo :
(isto é, nao tendo cancer pancreatico), ha realmente uma certa porcentagem |

" de pacientes que t&m cancer pancreatico. Tais pacientes sdo referidos como

pacientes negativos falsos para CA19-9. Através de combinagdo de uma
determinagdo baseada em CA19-9 com uma determinagdo baseada em
REG4, pacientes cujo valor de REG4 esta acima de valor-padréo_ podem ser
encontrados a partir de pacientes negativos falsos para CA19-9. Ou seja, a
partir de pacientes falsamente determinados serem "negativds" devido a
uma baixa concentracao de CA19-9 no sangue, a presente invengao prové

um meio para identificar pacientes realmente tendo céancer pancreatico. A
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sensitividade para detecgéo de pacientes de cancer pancreatico é assim a-

perfeicoada pela presente invencdo. Genericamente, combinagéo simples de

resultados a partir de determinagdes usando marcadores mdltiplos pode

aumentar a sensitividade de detecgdo, mas por' outro lado, isto freqliiente-
mente causa uma diminuigado em especificidade. Entretanto, através de de-
terminagao de melhor balango entre sensitividade e especificidade, a pre-
sente invengdo determinou umé’combinagéo caracteristica que pode aumen-
tar a sensitividade de detecgéo sem comprometer a espécificidade.

- Na presente invengao, de modo a considerar os resultados de
medigées de CA19-9 'ao mesmo tempo, por exemplo, a concentragdo no
sangue de CA19-9 pode ser medida e comparada com valores-padrdo, da
mesma maneira como para a comparagao mencibnada acima entre os valo-
res medidos e valores-padrdo de REG4. Por exemplo, como medir a concen-
tracao de CA19-9 no sangue e comparar a mesma a valores-padrao ja é Co-
nhecido. Além disso, kits ELISA para CA19-9 também sdo comercialmente -
disponiveis. Estes métodos descritos em relatérios conhecidos podem ser
usados no processo da presente inVen¢éo para diagndstico ou detecgéo de _
cancer pancreatico. _ | |

Na presente invengao, o valor-padrdo da concentragdo de REG
no sangue pode ser determinado estatisticamente. Por exemplo, a concen-
tracao no éangUe de REG4 em individuos saudaveis pode ser medida para
determinar estatisticamente a concentragdo-padrdo. de REG4 no sangue.
Quando uma populagdo estatisticamente suficiente é reunida, um valor na
faixa de duas bu trés vezes o desvio padrdo (S.D.) a paﬁir do valor médio é
freqientemente usado como o valor-padréo. Por isso valores correspondendo

ao valor médio + 2 x S.D. ou valor médio + 3 x S.D. podem ser usados como .

valores-padrao. Os valores-padrao mostrados como descrito teoricamente
compreendem 90% e 99,7% de individuos saudaveis, respectivamente.
Alternativamente, valores-padrdo também podem ser fixados
baseados na real concentragdo de REG4 no sangue em pacientes de cancer
pancreatico. Genericamente, valores-padrao fixados desta maneira minimi-

zam a porcentagem de positivos falsos, e séo selecionados de uma faixa de
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valores satisfazendo condigbes que podem maximizar sensitividade de detec-
¢ao. Aqui, a porcentagem de positivos falsos refere-se a uma porcentagem,
entre individuos saudaveis, de pacientes cuja concentracdo de REG4 no san-

gue ¢é julgada ser maior que um valor-padrao. Ao contrario, a porcentagem,

~ entre individuos saudéveis, de pacientes cuja concentragdo de REG4 no san-

gue é julgada ser menor que um valor-padrdo indica especificidade. Ou seja,
a soma da porcentagem de positivo falso e a especificidade é sempre 1. A
sensitividade de deteccdo refere-se & porcentagem de pacientes cuja con-
centracdo de REG4 no sangue é julgada ser maior que um valor-padrao,
éntre todos os pacientes de cancer pancreéatico dentro de uma populagéo de
individuos para os quais a presenca de cancer pancreatico foi determinada.
Além disso, na presente invengio, a porcentagem de pacientes
de cancer pancreatico entre pacientes cuja concentragéo de REG4 foi julga-
da ser maior que um valor-padrao represenfa o valor anunciador positivo.

Por outro lado, a porcentagem de individuos saudéveis entre pacientes cuja

- concentrag@o de REG4 foi julgada ser menor que um valor-padrdo represen-

ta o valor anunciador hegativo. A relagéo entre estes valores é resumida na
Tabela 1. Como a relagdo mostrada abaixo indicé, cada um dos \)alores-para |
sensitividade, especificidade, valor anunciador positivo, e valor anUnciador
negativo, que séo indices para avaliagéo de precisao diaghéstica para can-
cer pancreético, varia dependendo do valor-padréao para julgamehto de nivel
da concentragéo de REG4 no sangue. | ‘ |

Tabela 1.
Concentragdao  de|Pacientes de cén-|Individuos sau-
| REG4 no sangue ,‘ cer' pancreético daveis
Aita a: positivo verda-|B: positivo faiso | Valor anunciador po- |
deiro | sitivo a/(a+b)
Baixa - | ¢: negativo falso d: negativo ver-|Valor anunciador ne-
dadeiro gativo
d/(c+d)
| Sensitividade Especificidade
a/(a+c) d/(b+d)
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Como ja mencionado, um valor-padréo é usualmente fixado de

-modo que a razdo de positivo falso seja baixa e a sensitividade seja alta.

Entretanto, como também aparente a partir da relagado mostrada acimé, ha
uma troca entre é_ razéo de positivo falso e sensitividade. Ou seja, se o valor-
padrdo é diminuido, a sensitividade de detecgdo aumenta. Entretanto, uma
vez que a razdo de positivo falso também aumenta, é dificil satisfazer as
condigées para ter uma "baixa raz&o positivo falso". Considerando esta situ-
acao, por exemplo valores que rendem os seguintes resultados previstos
podem ser selecnonados como 0s valores- padrao preferlvels na presente
|nvengao 4 o
o Valores padrdes para 0s quais a razado de pos'itivo falso é 50%
ou menos (ou seja, valores-padrio para os quais a especificidade ndo é me-
nos que 50%). o o
Valores padrdes para 0s quais a sensitividade ndo é menos que
20%. ' . _
| Na ‘pfesente invencao, os valores-padrao podem ser fixados u-

sando uma curva de caracteristica de operagéo receptora (ROC). Uma curva

ROC é um gréfico que mostra a sensitividade de detecgao sobre o eixo ver- ‘

tical e uma raz&o de positivo falso (ou seja, "especificidade - 1") sobre o eixo

horizontal. Na presente invengéo, uma curva ROC pode ser obtida através
de grafico de mudancgas na sensitividade e a razéo de positivo falso, que
foram obtidas apds variagao continua de valor-padrdo para determinagao de
grau alto/ba|xo da concentrag:ao de REG4 no sangue.

O "valor-padrao" para obtengéo de curva ROC ¢ um valor tem-
porariamente usado para as analises estatisticas. O "valor-padrao" para ob-
tengdo de curva ROC geralmente pode ser continuamente variado dentro de -
uma faixa que permite cobrir todos os valores selecionaveis. Por exemplo, o
valor-padrao pode ser variado entre 0s menores e maiores valores de REG4
medidos em uma populacéo analisada.

Baseado na curva ROC obtida, um valor-padrao preferivel a ser
usado na presente invengdo pode ser selecionado de uma faixa que satisfa-

ca as condigdes mencionadas acima. Alternativamente, um valor-padrao
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pode ser selecionado baseado em uma curva ROC produzida através de o
variagédo de valores-padrao a partir de uma faixa C|ue compreende maior par-
te dos valores de REG4 medidos. -

| REG4 no sangué pode ser medida através de qualquer processo

 que possa quantificar proteinas. Por exemplo, imunoensaio, cromatografia

liquida, ressonancia plasmon de superficie (SPR), espectrometria de massa,
ou semelhantes pode ser Usada na presente invengdo. Em espectrometria
de massa, proteinas podem ser quantifibadas através do uso de apropriado
padrédo interno. Por exemplo, REG4 marcada com isétopd pode ser usada
Como, o padréo interno. A concentragdo de REG4 no sangue pode ser de-
terminada a partir da intensidade‘de pico de REG4 no sangue e aqpela do-

padrdo interno. Genericamente, o processo de. ionizagéo/des_sorgéo com

laser assistido — matriz (MALDI) é usado para espectrometria de massa de

proteinas. Com um processo de analise que usa espectrometria de massa

ou cromatografia liquida, REG4 também pode ser anallsada S|multaneamen-

- te com outros marcadores de tumor (por exemplo CA19-9).

Um processo prefenvel para medlgao de REG4 na presente in-
vengao € o imunoensaio. A sequenma de aminodcidos de REG4 é conhecida
(Genbank Accession Number AY126670). A seqiiéncia de aminoacidos de
REG4 é mostrada em SEQ ID N: 14, e a seqﬁé_néia de nucleotideos do cD-
NA codificahdo a mesma é mostrada em SEQ ID N2 13. Por isso, _aqueles
versados na técnica podem preparar ahticorpos através de sintese de ne-
cessérios imundgenos baseado na sequéncia de aminoacidos de REGA4,
O peptideo usado como imundgeno pode ser facilmente s'intetizad'o»usando‘
um sintetizador de peptideo. O peptideo sintético pode ser usado como um
imundgeno através de ligagao do mesmo a uma protenna-velculo '

-Hemocianina de limpeta fechadura, mioglobina, albumina e simi-
lares podem ser usados como a proteina-veiculo. Proteinas carreadoras pre-
feriveis sdo KLH, albumina de soro bovino, e tais. O processo de maleimido
benzoil-N-hidro succinimida éster (daqui por diante abreviado Como 0 pro-
cesso MBS) e similares sdo geralmente usados para ligar peptideos sintéti-

cos a proteinas-veiculo.
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Especificamente, uma cisteina é introduzida no peptideo sintéti-

-co e o peptideo é reticulado a KLH através de MBS usando o grupo SH de

cisteina. O residuo cisteina pode ser |ntrodu2|do no terminus-N ou terminus-

C do peptideo suntetnzado

Alternatlvamente, REG4 pode ser preparada usando a sequén-
cia de nucleotideos de REG4 (Genbank Accession Number AY126670), ou
uma sua porgao. DNAs'compré'endendo a necessaria sequéncia de nucleo-
tideos podem ser clonados usando mRNAs preparados a partir de tecidos
expressan‘do' REGA4. Altemativamente, biblidtecas .de cDNA comercialmente
dispom’veis podem ser'usadas como a fonte de clonagem. Os recombinantes
genéticos obtidos de REG4, ou seus fragmentos, também pbdem ser usados
como o imunégeno. Recombinantes de REG4 expressos desta maneira s&0
preferiveis como o imunégeno para obteng&o de anticorpos usados na pre-
sente invencgao. Recombihantes de REG4 comercialmente disponiveis
(ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., product No: PRO-424)' também podem ser

usados como o imunégeno.

Imunégenos obtidos desta maneira sdo misturados com um a-
propriado adjuvante e usados para imunizagdo de animais. Adjuvantes co-

" nhecidos incluem adjuvante completo de Freund (FCA) e adjuvante incom-

pleto. O procedimento de imunizagdo é repetido em apropriados intervalos

até um aumento no titulo de anticorpo ser confirmado. N&o existem particula-
res '|imita'<;6es sobre os animais imunizados na presente invengéo. ESpecifi-'
camente, anlmals comumente usados para imunizagao tais como camun-
dongo, ratos, ou coelhos podem ser usados.

Quando obtendo os anticorpos como anticorpos monoclonais,

animais que sao vantajosos para sua produgdo podem ser usados. Por .

exemplo em camundongo, muitas linhas de célula mieloma para fusdo de
célula sdo conhecidas, e técnicas para estabelecimento de hibridomas com
uma alta probabilidade ja sdo bem-conhecidas. Por isso, camundongos sao
desejaveis animais imunizados para obtengao de anticorpos monoclonais.
Além disso, os tratamentos de imuhiz‘agéo nao sao limitados a
tratamentos in vitro. Métodos para sensibilizagdo imunoldgica de células
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imunocompetentes cultivadas in vitro também podem ser emprégados. Célu-
las produzindo anticorpos obtidas através destes métodos sao transforma-
das e clonadas. Métodos para transformagdo de células produzindo anticor-
po para obtengao de antico'rpos monoclonais nao sao limitados a fusédo de
célula. Por exemplo, métodos para obtengdo de transformantes clonaveis
através de infecgdo com virus sdo conhecidos.. '
Hibridomas quel produzem o0s anticorpos monoclonais usados na
preSenté invengéd podem ser selecionados baseado em sua reatividade pa-‘_
ra REG4. Especificamente, células produzindo anticorpo s&o primeiro sele-
cionadas através de uso de um indice de atividade de ligagao na direcao de
REG4, ou um seu peptideo dominio, que foi usado como o imunégeno. Clo-:
nes positivos que sado selecionados através desta selegéo séo subc'lona’dd_s
quando necessario. | -
Os anticorpos monoclonais a serém usados na presente im)en- -

géo ipodem ser obtidos através de cul‘tura' de _hibridomas estabelecidos sob

- condigdes ‘apropriadas e coleta de anticorpos produzidos. Quando os hibri-

domas sdo homoibridomas, eles podem ser cultivados in vivo através de i-
noculagdo dos mesmos intraperitonealmente em‘animais singenéiéos. Neste
caso, anticorpos monoclonais sdo coletados como fluido ascites. }Ouando
heteroibridomas s&o usados, eles podem ser c_ultivados in vivo usando ca-
mundongo ingénUo como um hospedeiro. | ‘

Em adi¢&o a culturas in vivo, hibridomas também sao comumen-
te cultivados ex vivo, em um apropriado ambiente de cultura. Por exemplo,
meios basais como RPMI 1640 e DMEM sao geralmente usados como o
meio para hibridomas. Aditivos tais como soros de animais podem ser adi-
cionados a esfes meios para manter a habilidade de produgéo de anticorpo '
em um alto nivel. Quando hibridomas s&o cultivados ex vivo, os anticorpos
monoclonais podem ser coletados como um sobrenadante de cultura. So-
brenadantes de cultura podem ser coletados através de separagao a partir
de células apés cuItUra, ou através de coleta continua enquanfo cultivando
usando uma aparelhagem de cultura que usa uma fibra oca.

Anticorpos monoclonais usados na presente inveng¢ao sao pre-
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parados a partir de anticorpos monoclonais coletados como fluido de ascites

-ou sobrenadantes de cultura, através de separagao de fragdes de imunoglo-

bulina através de precipitagdo com sulfato de aménio saturado e ainda puri-

ficagéo através de filtragdo em gel, cromatografla de troca de ions ou tal. Em

adigao, se os anticorpos monoclonais sédo IgGs, métodos de punflcagao ba-

seados em cromatografia de afinidade com uma coluna de proteina A ou

protema G séo efetivos.

, Um exemplo de anticorpo monoclonal que pode ser usado nos
imunoensaios da presente invengao € o antlcorpo 21-1 clone monoclonal de
camundongo Mais especificamente, antlcorpo 21-1 clone monoclonal de
camundongo, ou fragmentos de anticorpo compreendendo suas regides va-

riaveis, sdo preferfveis como anticorpos monoclonais usados nos imunoen-

~ saios da presente invengdo. Por exemplo, anticorpo 21-1 clone monoclonal,

~ou anticorpos monoclonais tendo uma atividade de ligagdo de antigeno equi-

valente como este anticorpo, sdo Uteis como anticorpos imobilizados para

imunoensaios que sdo baseados no processo sanduiche. Em uma modali-

‘dade preferida da presente inven¢do, REG4 pode ser medida através de um

processo de sanduiche que usa anticorpos monoclonais imobilizados sobre

“ um veiculo e anticorpos policlonais marcados.. Uma tal combinagéo de anti-
corpos é uma combinagdo preferivel que permlte uma detecgao altamente
sensivel de REG4.

As seqiéncias de aminoacidos de VH e VL do anticorpo 21-1
clone monoclonal sdo mostradas em SEQ ID NOs: 16 e 24, respectivameh-
te. Aquele vefsado na técnica pode produzir anticorpoé monoclonais tendo
uma mesma atividade ligante através de engenharia genética baseado nesta
informac;éo de sequiéncia de aminoacidos. Além disso, através de transplan- -
te de CDR1, CDR2 e CDR3 de VH e VL na estrutura de outras imunoglobuli-
nas, anticorpos tendo uma equivalente atividade de ligagao de antigeno po-
dem ser reconstituidos. As CDRs de VH e VL de clone 21-1 sdo compostas
pelas sequéncias de aminoécidos mostradas abaixo. Cada sequiéncia de
aminoéacidos é codificada pelas seqliéncias de nucleotideos das SEQ ID
NOs indicadas abaixo. Por isso, através de substituicao de correspondentes
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CDRs de outras imunoglobulinas com os DNAs compreendendo estas se-

quéncias de nucleotideos, a atividade de ligacéo de antigeno de clone 21-1

ode ser transplantada para outras imunoglobulinas.

Cadeia Pesada |Seqiiéncia de Nucleotideos Seqﬂéhcia de aminoacidos
'|CDR1 SEQIDN% 17 SEQIDN%: 18

CDR2 |SEQIDN2:19 SEQ ID N2: 20

CDR3 SEQ ID N 21 - SEQ ID N 22

Cadeia Leve | | |

CDR1 SEQ ID N2 25 SEQ ID N2: 26
|cDR2. SEQ ID N2 27 SEQ ID N 28

CDR3 SEQ ID N% 29 SEQID N2: 30

O clone 21-1 provido pela presente invengdo € um novo anticor-

po monoclonal que é util para imunoensaios de REG4. Assim, a presente .

invengdo prové anticorpos monoclonais anti-REG4 compreendendo as se-
qiéncias de aminoacidos mencionadas anteriormente como as CDRs. Os
anticorpos monoclonais da presente invengéo preferivelmente compreendem
as seqiéncias de aminoécidos de SEQ ID N%: 16 e 24 como as seqliéncias
de aminoacidos de VH e VL, respectivamente. ' "
Imunoglobulinas compreendendo as seqﬁéncias-dé aminoacidos
de SEIQ ID N°°: 16 e 24 em suas regides variaveis podem ser expressas a-
través de incorporagcdo de DNAs codificando as sequéncias de aminoacidos
em um apropriado vetor de expressao. Através de expressdo de DNAs junto
com DNAs codificando uma regido constante, imunoglobulinas equipadas
com uma regido constante também podem ser obtidas. Nos imunoensaios
da presente invencéo, imunoglobulinas completas equipadas com uma regi- _
do constante podem ser usadas como o anticorpo, ou fragmentos de imuno-
globulinas carreando uma regido de ligagéo de antn’geho também podem ser
usados como o anticorpo. Uma seqiéncia sinal pode ser adicionada ao ter-
minus-N das regides variaveis para secretar os produtos de expresséd a par-
tir de células hospedeiras. Seqliiéncias de aminoacidos de VH e VL sobre as
quais uma sequéncia sinal foi adicionada sdo mostradas em SEQ ID N¢: 32

e 34, respectivamente, e sequéncias de nucleotideos codificando estas se-
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quéncias de aminoacidos sa0 mostradas em SEQ ID N*: 31 e 33, ‘respecti-
vamente. _ ,

Por outro lado, para obter anticorpos usados na presente ihven-
¢ao como anticofpos policlonais, sangue é retirado de animais cujo titulo de
anticorpo aumentou apds imunizagdo, e 0 soro € separado para obter anti-
soro. Imunoglobulinas s&o purificadas de anti-soros através de métodos co-

nhecidos para prepérag:éo de anticor'pos usados na presente inveng¢do. Anti-

.‘ corpos espec‘ificos de REG4 podem ser preparados através de combinagao

de cromatografla de imunoafinidade que usa REG4 como um llgante com

purificagao de |munoglobu||na
~ Quando antlcorpos contra REG4 contatam REG4 os anticorpos

se ligam ao determinante antigénico (epitopo) que os anticorpos reconhe-

cem através de uma reag'éo' de anticorpo - antigeno.A ligagao de anticorpos
a antigenos pode ser detectada através de varios principios de imunoensaio.

Imunoensaios podem ser amplamente classificados em métodos de andlise

'he_terogénea e métodos de analise homogénea. Para manter a sensitividade

e especificidade de. ensaios imune em um alto nivel, o uso de anticorpos

monoclonais é desejavel. Métodos da presente invengdo para medigéo de

" REG4 através de varios formatos de imunoensaio sdo especificamente ex-

plicados.

Primeiro, métodos para m'edigz’a"ode REG4 usahdo um imunoen-
saio heterogéneo sdo descritos. Em imunoensaios heterogéneos, um meca-
nismo para detec¢do de anticorpos que se ligam a REG4 apés separégéo
dés_ mesmos a partir daqueles que nao se ligam a REG4 é requerido.

Para facilitar a separagao, reagentes imobilizados sao geralmen-
te usados. Por exemplo, uma fase sélida sobre a qual anticorpos reconhe- .
cendo REG4 foram imobilizados é primeird preparada (anticorpos imobiliza-
dos). REG4 é feita ligar-se a estes, e anticorpos secundarios sdo ainda rea-
gidos com 0s mesmos. |

Quando a fase sélida é separada da fase liquida e ainda lavada,

quando necessario, anticorpos secundarios permanecem sobre a fase sdlida

em proporgao a concentracdo de REG4. Através de marcagao de anticorpos



10

15 .

20

25

30

20

secundarios, REG4 pode ser quantificada através de medigdo ‘de sinal deri-
vado da marcagao. |

Qualquer processo pode ser usado para ligar os antncorpos a
fase sélida. Por exemplo, antscorpos podem ser f|5|camente adsorvidos a
materiais hidrofébicos como poliestireno. Alternativamente anticorpos podem
ser quimicamente ligados a uma variedade de materiais tendo grupos fun-
cionais sobre suas superficies. Além disso, anticorpos marcados com um
ligante de ligacdo podem ser ligados a uma fase sélida através de arraste
dos mesmos usando um parceiro de ligacao do ligante. Combinagdes de um
ligante de ligagcao e seu parceiro de ligagao incluem avidina — biotina e tais.
A fase solida e anticorpos. podem ser conjugados ao mesmo tem'po ou antes-
de reagao entre os anticorpos primarios e REG4. - L

Similarmente, os anticorpos secundéarios néo precisam ser dire-

tamente marcados. Ou seja, eles podem ser marcados indiretamente usando

anticorpos contra anticorpos ou usando reag¢des de ligagdo como aquela de

 avidina — biotina.

A concentragdo de REG4 em uma amostra é determinada base-
ado nas intensidades de sinais obtidas usando amostras-padréo com conhe-
cidas concentragdes de REG4. |

Qualquer anticorpo pode ser usado como o antlcorpo lmoblllzado
e anticorpo secundario para os imunoensaios heterogéneos menc_lonados
acima, tanto quanto seja um anticorpo, ou um fragmento compreendendo um
seu sitio de ligagdo de antigeno, que reconhece REG4. Por isso, ele pode |
ser um anticorpo monoclonal, um anticorpo policlonal, ou uma mistura ou
combinacdo de ambos. Por exemplo, uma combinagéo de anticorpos'mono-
clonais e anticorpos policlonais é uma combinagéo preferivel na presente
invencdo. Alternativamente, quando ambos anticorpos sdo anticorpos mono-
clonais, combinagdo de anticorpos monoclonais reconhecendo diferentes
epitopos é preferivel. B

Uma vez que os antigenos a serem medidos sao feitos sandui-
ches por anticorpos, tais imunoensaios heterogéneos sao chamados méto-

dos de sanduiche. Uma vez que métodos sanduiche sdo distinguidos na
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medicdo de sensitividade e a reproduzibilidade, eles sd0 um principio de

‘medig&o preferivel na presente inveng&o.

o pnnC|p|o de reagdes de inibigao competmvas também pode

ser. aplicado aos imunoensaios heterogéneos. Especmcamente, eles sao

imunoensaios baseados no fendbmeno onde REG4 em uma amostra inibe.

competitivamente a ligacao entre REG4 com uma concentragdao conhecida e

um anticbrpo. A concentracdo de REG4 na amostra pode ser determinada
através de mércagéo de REG4 com uma concentragdo conhecida e medindo
a quantidade de REG4 que reagiu (ou ndo réage) com o anticorpo.

: Um sistemé de reagao competitivo é estabelecido quando anti-
genos com uma concéntragéo conhecida e antigenos em uma amostra séo |

simultaneamente reagidos para um anticorpo. Além disso, andlises através

~de um sistema de reagéo |n|b|dor sd0 possiveis quando anticorpos sao rea-

gldos com antigenos em uma amostra e antigenos com uma concentragéo
conhecida sao reagidos a seguir. Em ambos os tipos de sistemas de reagao,

sistemas de reacdo que se distinguem na operabilidade podem ser construi-

dos através de fixagdo de um dos antigenos com uma concentragdo conhe-

cida usado como um componente reagente ou o anticorpo como o compo-

" nente marcado, e 0 outro como o reagente imobilizado.

Radioisétopos, substancias fluorescentes, substancias lumines-

centes, substancias tendo uma atividade enzimatica, substancias macrosco-

picamenté observaveis, substancias magneticamente observaveis, e tais sao
usadas nestes imunoensaios heterogéneos. Exemplos especificos destas
substéncias de marcagao sao mostrados abaixo. '

Substancias tendo uma atividade enzimatica:

peroxidase,

fosfatase alcalina,

urease, catalase,

giicose oxidase,

lactato desidrogenase, ou

amilase, etc. |

Substancias fluorescentes:
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isotiocianato de fluoresceina,

isotiocianato de tetrametil rodamina,

isotiocianato de rodamina substituido, ou

isotiocianato de dicloro triazina, etc.

Radioisétopos:

tritio,

125|’ ou

131) etc.

Entre estes, marcadores ndo-radioativos tais como enzi_maS séo
um marcador vantajoso em termos de seguranga, operabilidade, sensitivida-
de, e tais. Marcadores enziméaticos podem ser ligados a anticorpos ou a-
REG4 através de métodos conhecidos tal como o processo de acido periddi-
CO Ou processo maleimida. |

Como a fase solida, pérolas, paredes internas de um reCIplente

particulas finas, veiculos porosos, partlculas magnetucas, ou tais sdo usadas.

-Fases solidas formadas usando materiais tais como poliestireno, policarbo-

nato, polivinil tolueno, polipropileno, polietileno, cloreto de polivinila, nailon,
polimetacrilato, latex, gelatina, agarose, vidro, metal, ceramica, ou tais po-
dem ser usados. Materiais sdlidos nos quais grupos funcionais para anticor-

pos ligarem quimicamente e tais foram |ntrodu2|dos sobre a superficie dos

materiais SO|IdOS acima também sao conhecidos. Métodos de hgagao conhe- .

cidos, incluindo ligagdo quimica tal como poli-L-lisina ou tratamento com glu-
taraldeido e adsorcdo fisica, podem ser aplicados para fases sélidas e anti-
corpos (ou antigenos). | |
Embora as' etapas de separac¢ao de fase sélida da fase liquida e
as etapas de Iavagem sejam requeridas em todos os imunoensaios hetero-
géneos aqui exemplificados, estas etapas podem ser faciimente realizadas
usando um processo de imunocromatografia, que é uma variagao do pro-
cesso sanduiche. _
Especificamente, anticorpos a serem imobilizados séo imobiliza-
dos sobre veiculos porosos capazes de transportarem uma solugdo amostra

através de fenémeno de capilaridade, entdo uma mistura de uma amostra
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compreendendo REG4 e anticorpos marcados é ali disposta através deste

‘fenébmenos de capilaridade. Durante disposicdo, REG4 reage com os anti- A |

Corpos marcados e quando ela ainda contata os antlcorpos |mob|l|zados ela

€ arrastada naquela localizacdo. Os anticorpos marcados que nao reagem
com REG4 passam através, sem serem presos pelos anticorpos imobiliza-
dos. , . ,

Como um resultado, a presenga de REG4 pode ser detectada
usando, comb um indice, os sinais dos anticorpos marcados que permane-
cem na localizagédo dos anticorpos imobilizados. Se os anticorpos marcados
sd0 mantidos a monta'nte no veiculo poroso em avango, todas as reagdes
podem ser iniciadas e completadas através de justo gotejémento nas solu-
coes émostras, e um sistema de reagcdo extremamente simples pode ser
construido. No processo de'imunocromatografia componentes marcados
que podem ser distinguidos macroscoplcamente tais como pamculas colori-

das podem ser combinados para constru¢do de um dispositivo analitico que

nao requer mesmo um leitor especial.

Além disso, no processo de imunocromatografia, a sensitividade

de detecgao para REG4 pode ser ajustada. Pbr exemplo, através de ajuste'

 de sensitividade de detecgdo proxima de valor de corte descrito abaixo, 0s

componentes marcados mencionados anteriormente podem ser detectados
quando o valor de corte é excedido. Através de uso de um tal dispositivo, se
um sujeito é positivo ou negativo pode ser julgado muito simplesmente. Atra-
vés de adogao de uma Constituigéo que permite uma dis’tingéo macroscopica
dos marcadores, resultados de exame necessarios poderh ser obtidos atra-
vés de simples aplicagdo de amostras de sangue ao dispositivo para imuno-
cromatografia. _ ‘
varios método_s para ajuste de sensitividade de detecgao do

processo de imunocromatografia sdo conhecidos. Por exemplo, um segundo
corpo imobilizado para ajuste de sensitividade de detecgdo pode ser coloca-
do entre a posigdo onde amostras sdo aplicadas e os anticorpos imobiliza-
dos (pedido de patente (JP-A)H06-341989 (pedido de patente JP publicado,
nao-examinado)). REG4 na amostra é retido pelo segundo anticorpo imobili-
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zado enquanto desenvolvendo a partir da posi¢cao onde a amostra foi aplica-
da para a posi¢cao do primeiro anticorpos imobilizado para detec¢ao de mar-
cador. Apds o segundo anticorpo imobilizado ser saturado, REG4 pode atin-
gir a posi¢cao do primeiro ahticorpo imobilizado localizado a jusante. Como

~ um resultado, quando a concentragdo de REG4 compreendida na amostra

excede uma concentragdo predeterminada, REG4 Iigada ao anticorpo mar-
cado é detectada na posi¢cao do primeiro anticorpo imobilizado. '
A seguir, imUnoensaios homogéneos sdo explicados. Como o-
posto a métodos de imunoensaiolégicd heterogéneo que requerem uma se-
paragdo das solugdes de reagao como descrito acima, REG4 também pode
ser medida usando métodos de analise homogénea. Métodos de andlise
homogénea permitem a detecgéo de produtos de reagdo anticorpo — antige-
no sem sua separacao das solugdes de reagao. | .
Um processo de analise homogénea representativo é a reagao

de imunoprecipitagdo, na qual substancias antigéni'cas s@o quantitativamen-

" te analisadas através de exame de precipitados produzidos seguindo uma

reagao de anticorpo — antigeno. Anticorpos policlonais sédo geralmente usa-
dos para as reagbes de imunoprecipitagao. Quahdo anticorpos monoclonais
sao aplicados, multiplos tipos de anticorpos monoclonais que se Iigarh a dife-
rentes epitopos de REG4 sdo preferiveimente usados. Os produtos de rea-
¢Oes de précipita¢éo que seguem as reagdes imunolégicas podem ser ma-
croscopicamente observados ou podem ser oticamente medidos péra con-
versao em dados numéricos.

A reagéo de aglutinagéo de particula imunolégica, que usa como
um indice a aglutinagéo por antigenos de particulas finas sensibilizadas por
antigeno, é um processo de analise homogénea comum. Como na reag:éb '
de imunoprecipitagdo mencionada anteriormente, anticorpos policlonais ou
uma combinagéo de multiplos tipos de anticorpos monoclonais também pode
ser usada nesta processo. Particulas finas podem ser sensibilizadas com
anticorpos através de sensibilizagao com uma mistura de anticorpos, ou po-
dem ser preparadas através de mistura de particulas sensibilizadas separa-

damente com cada anticorpo. Particulas finas obtidas desta maneira origi-
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nam produtos de reagdo semelhantes a matriz com contato com REG4. Os

‘produtos de reagdo podem ser detectados como agregagdo de particulas.

Agregacdo de particulas pode ser macroscopicamente observada ou pode

ser medida oticamente para conversao em dados numéricos.
Métodos de andlise imunoldgica baseados em transferéncia de
energia e canalizagdo de enzima sdo conhecidos como imunoensaios ho-

mogéneos. Em métodos utilizando transferéncia de energia, diferentes mar-

‘cadores 6ticos tendo uma relagéo doador/receptor séo ligados a mdiltiplos

anticorpos’qde reconhecem epitopos adjacentes sobre um antigeno. Quan-
do ocorre uma reagéo'imunolégica, as duas partes sdo abordadas e ocorre
um fendmeno de transferéncia de energia, resultando em um sinal tal como
resfriamento brusco ou uma mudang¢a no comprimento de onda de fluores-
céncia. Por outro lado, canaliZagéb de enzima utiliza marcadores pa‘ra multi-
plos anticorpos que se ligam a epffopos adjacentes, onde os marcadores

s&o uma combinagéo de enzimas tendo uma relagdo de modo que 0 produto -

de reacdo de uma enzima é o substrato da outra. Quando as duas partes se

-aproximam devido a uma reacdo imunoldgica, as reagdes de enzima sado

promovidas, sua ligagio pode ser detectada como uma mudanga na taxa de

* reacdo de enzima.

Na presente invengao, sangue para medicdo de REG4 pode éer
preparado a partir de sangue retirado de pacientes. Preferiveis amostras de
sangue s80 0 soro ou o plasma. Amostras de soro ou plasma podem ser
diluidas antes de medi¢6es. Alternativamente, o sangu_e integral pode ser
medido como uma amostra e o valor medido obtido pode ser corrigido para
determinar a concentracdo em soro. Por exemplo, concentragao em sangue
integral pode ser corrigida para a concentragcdo em soro através de determi-
nagao de porcentagem de volume COrpuséular na mesma amostra de san-
gue.

_ Em uma modalidade preferida, o imunoensaio compreende um
ELISA. Os presentes inventores estabeleceram sanduiche ELISA para de-
tectar REG4 em soro em pacientes com PDACs excisaveis.

O nivel de REG4 nas amostras de sangue é entdo comparado
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com o nivel de