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이 개시되어 있다.  방법은 종양으로부터의 조직 샘플에서의 CD68  폴리펩티드 발현 수준의 측정에 기초한다.

CD68 발현 수준은 면역조직화학을 사용하여 측정될 수 있으며, 여기서 종양 내의 CD68-양성 세포의 백분율 및

CD68-양성 세포의 밀도가 결정될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 악시티닙으로의 치료가 고려되는 인간 환자로부터 수득된 전이성 신세포암 (mRCC) 종양으로부터의 조직

샘플에서 CD68 폴리펩티드 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(b) 단계 (a)에서의 CD68 발현 수준을, 이전에 악시티닙으로 처치받고 악시티닙에 대해 저항성인 것으로 나

타난 인간 환자 및 이전에 악시티닙으로 처치받고 악시티닙에 대해 감수성인 것으로 나타난 인간 환자로부터 수

득된 mRCC 종양의 조직 샘플에서 CD68 폴리펩티드 발현을 측정함으로써 결정된 역치 CD68 발현 수준에 대해 비

교하는 단계

를 포함하며, 여기서 역치 수준 초과의 CD68 발현 수준이 mRCC 종양이 악시티닙으로의 치료에 대해 감수성임을

나타내는 것인, 악시티닙으로의 치료에 대해 감수성인 전이성 신세포암 (mRCC) 종양을 확인하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, CD68 폴리펩티드 발현을 측정하는 단계가 면역조직화학에 의해 수행되는 것인 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 면역조직화학에 의해 CD68 폴리펩티드 발현을 측정하는 단계가 샘플에서의 CD68-양성 세포의

백분율이 결정되는 전체 슬라이드 스캔으로부터의 영상 분석에 의해 수행되는 것인 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 

샘플에서의 CD68-양성 세포의 밀도를 결정하는 단계

를 추가로 포함하는 방법.

청구항 5 

악시티닙을 포함하며, 제1항에 따라 악시티닙에 대해 감수성인 mRCC 종양을 갖는 것으로 결정된 환자에서 mRCC

종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 6 

악시티닙을 포함하며, mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 백분율이 적어도 5%인 것으로 결정된 대상체에서 mRCC 종

양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 7 

악시티닙을 포함하며, mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.08개 세포/mm
2
인 것으로 결정된 대

상체에서 mRCC 종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 8 

악시티닙을 포함하며, mRCC 종양 중 세포의 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도 4%, 적어도 4.5%, 적어도 4.6%, 적어

도 4.7%, 적어도 4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적

어도 5.5%, 적어도 5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%,

적어도 8%, 적어도 9%, 적어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%가 CD68-양성인 mRCC 종양을 갖는 대상체에서

mRCC 종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 9 
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제8항에 있어서, mRCC 종양 중 세포의 적어도 5%가 CD68-양성인 제약 조성물.

청구항 10 

악시티닙을 포함하며, mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세

포/mm
2
, 적어도 0.07개 세포/mm

2
, 적어도 0.08개 세포/mm

2
, 적어도 0.09개 세포/mm

2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적

어도 1.1개 세포/mm
2
, 적어도 1.2개 세포/mm

2
, 적어도 1.3개 세포/mm

2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5

개 세포/mm
2
인 mRCC 종양을 갖는 대상체에서 mRCC 종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서, mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.08개 세포/mm
2
인 제약 조성물.

청구항 12 

제8항 또는 제10항에 있어서, 악시티닙을 포함하며,

mRCC  종양 중 세포의 적어도 2%,  적어도 3%,  적어도 4%,  적어도 4.5%,  적어도 4.6%,  적어도 4.7%,  적어도

4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도

5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%, 적어도 8%, 적어도

9%, 적어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%가 CD68-양성이고;

mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세포/mm

2
, 적어도 0.07개

세포/mm
2
, 적어도 0.08개 세포/mm

2
, 적어도 0.09개 세포/mm

2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적어도 1.1개 세포/mm

2
,

적어도 1.2개 세포/mm
2
, 적어도 1.3개 세포/mm

2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인

제약 조성물.

청구항 13 

악시티닙을 포함하며, 

mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 백분율이 mRCC 종양 중 세포의 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도 4%, 적어도 4.5%,

적어도 4.6%, 적어도 4.7%, 적어도 4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%,

적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도 5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%,

적어도  7.0%,  적어도  8%,  적어도  9%,  적어도  10%,  적어도  15%,  또는  적어도  20%가  CD68-양성인  것으로

결정되고,

mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세포/mm

2
, 적어도 0.07개

세포/mm
2
, 적어도 0.08개 세포/mm

2
, 적어도 0.09개 세포/mm

2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적어도 1.1개 세포/mm

2
,

적어도 1.2개 세포/mm
2
, 적어도 1.3개 세포/mm

2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인 것으로

결정된

대상체에서 mRCC 종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 14 

제13항에 있어서, 백분율이 적어도 5%이고, 세포 밀도가 적어도 0.08개 세포/mm
2
인 제약 조성물.

청구항 15 

악시티닙을 포함하며, mRCC 종양 중 세포의 적어도 5%가 CD68-양성이고, mRCC 종양 중 CD68-양성 세포의 세포

밀도가 적어도 0.08개 세포/mm
2
인 mRCC 종양을 갖는 대상체에서 mRCC 종양을 치료하기 위한 제약 조성물.

청구항 16 
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제6항, 제7항, 및 제14항 중 어느 한 항에 있어서, CD68 양성 세포의 백분율 또는 세포 밀도를 측정하는 단계가

면역조직화학을 사용하여 수행되는 것인 제약 조성물.

청구항 17 

제16항에 있어서, CD68 양성 세포의 백분율 또는 세포 밀도를 측정하는 단계가 면역조직화학을 사용하고 전체

슬라이드 스캔으로부터의 영상 분석을 사용하여 수행되는 것인 제약 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 개시내용의 분야는 분자 생물학, 종양학, 및 임상 진단학을 수반한다.[0001]

배 경 기 술

 대부분의 암 약물은 일부 환자에게 효과적이지만, 다른 환자들에게는 효과적이지 않다.  이는 종양 사이의 유[0002]

전자 변이 때문일 수 있고, 동일한 환자 내의 종양 사이에서도 관찰될 수 있다.  가변적인 환자 반응이 특히 표

적화 치료제에 대해 발표되어 있다.  따라서, 표적화 요법의 전체 잠재력은 어느 환자가 어떤 약물로부터 이익

을 얻을지를 결정하기 위한 적합한 시험 없이는 실현될 수 없다.  국립 보건원 (NIH)에 따르면, 용어 "바이오마

커"는 "정상적인 생물학적 또는 발병 과정 또는 치료적 개입에 대한 약리학적 반응의 지표로서 객관적으로 측정

되고 평가되는 특징"으로서 정의된다.

바이오마커의 발견에 기초하여 개선된 진단의 개발은 미리, 주어진 약물에 대해 임상 반응을 보일 가능성이 가[0003]

장 큰 그러한 환자를 확인함으로써 새로운 약물 개발을 가속시키는 잠재력을 갖는다.  이러한 진단은 임상 시험

의 규모, 기간 및 비용을 유의하게 감소시키는 잠재력을 갖는다.  기술, 예컨대 유전체학, 단백질체학 및 분자

영상화는 현재 특정 유전자 돌연변이, 특정한 유전자의 발현 수준, 및 다른 분자 바이오마커의 빠른, 민감한 및

신뢰할만한 검출을 가능하게 한다.  종양의 분자 특징화를 위한 다양한 기술의 유용성에 불구하고, 상대적으로

적은 암 바이오마커가 발견되었기 때문에 암 바이오마커의 임상적 사용은 주로 실현되지 않은 채로 남아 있다.

예를 들어, 최근의 검토 논문은 다음을 언급한다:

도전과제는 암 바이오마커를 발견하는 것이다.  비록 여러 종양 유형 - 예컨대, 만성 골수성 백혈병, 위장 기질[0004]

종양, 폐암 및 다형성 교모세포종 - 의 분자적으로 정의된 하위세트를 분자 표적화 작용제를 사용하여 표적화함

에 있어서 임상 성공이 있었지만, 더 넓은 맥락에서 이러한 성공을 적용시키는 능력은 환자에서 표적화 작용제

를 평가하기 위한 효율적인 전략의 결여에 의해 매우 제한된다.  문제는 주로 이러한 흥미진진한 새로운 약물을

평가하는 임상 시험을 위해 분자적으로 정의된 암을 갖는 환자를 선택하는 것이 불가능함에 있다.  해결책은 특

정한 작용제로부터 이익을 얻을 가능성이 있는 그러한 환자를 확실하게 확인하는 바이오마커를 필요로 한다.

(Sawyers, 2008, Nature 452:548-552, at 548.)

상기와 같은 논평은 임상적으로 유용한 바이오마커 및 이러한 바이오마커에 기초한 진단 방법의 발견에 대한 필[0005]

요성의 인식을 설명한다.

3가지 특징적인 유형의 암 바이오마커가 존재한다: (1) 예후 바이오마커, (2) 예측 바이오마커, 및 (3) 약역학[0006]

적 (PD) 바이오마커.  예후 바이오마커는 암, 예를 들어 고형 종양을 공격성, 즉, 성장 및/또는 전이 속도, 및

치료에 대한 굴절성에 따라 분류하는데 사용된다.  이는 때때로 "우수한 결과" 종양을 "불량한 결과" 종양으로

부터 구별하는 것으로 불린다.  예측 바이오마커는 특정한 환자가 특정한 약물로의 치료로부터 이익을 얻을 확

률을 평가하는데 사용된다.  예를 들어, ERBB2 (HER2 또는 NEU) 유전자가 증폭된 유방암을 갖는 환자는 트라스

투주맙 (헤르셉틴®)으로의 치료로부터 이익을 얻을 가능성이 있는 반면에, ERBB2 유전자 증폭을 갖지 않는 환

자는 트라스투주맙으로의 치료로부터 이익을 얻을 가능성이 없다.  PD 바이오마커는 환자가 약물을 복용하는 동

안 환자에 대한 약물의 효과(들)의 지표이다.  따라서, PD 바이오마커는 종종 새로운 약물의 임상 개발의 초기

단계 동안 투여량 수준 및 투여 빈도를 안내하는데 사용된다.  암 바이오마커의 논의를 위해, 예를 들어 문헌

[Sawyers, 2008, Nature 452:548-552]을 참조한다.

악시티닙 (인리타(Inlyta)®로도 공지됨)은 혈관 내피 성장 인자 수용체 (VEGFR)에 작용하는 경구로 투여되는[0007]

소분자 수용체 티로신 키나제 억제제이다.  악시티닙은 혈관신생을 억제함으로써 종양 성장 및 전이를 감소시키

고, 이러한 수용체를 발현하고 이에 의존하는 세포에 직접적으로 작용함으로써 종양 성장을 감소시키고 퇴행을
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유발하는 것으로 생각된다.  악시티닙은 시토카인 또는 수니티닙 (수텐트(Sutent)®로도 공지됨) 중에 질환 진

행되거나, 또는 이에 대해 저항성이 된 후의 전이성 신세포암 (mRCC)의 치료를 위해 다국적으로 승인되어 있다.

VEGFR 억제제에 초점을 맞춘 다량의 전-임상 및 임상 연구에도 불구하고, 이러한 억제제의 항종양 활성을 담당[0008]

하는 메카니즘은 완전히 이해되지 않는다.  특히, mRCC 환자의 예후 및 항혈관신생제에 대한 감수성/저항성에

영향을 미치는데 있어서 종양 침윤 림프구의 역할은 전부 이해되지 않는다 (예를 들어, 문헌 [Polimeno et al.,

2013, BJU Int 112:686-696] 참조).  다른 유형의 표적화 요법에 대해, 모두는 아니지만 일부 환자는 악시티닙

요법으로부터 이익을 얻는다.  따라서, 악시티닙으로의 치료에 반응할 가능성이 있는 (또는 가능성이 없는) 종

양을 갖는 환자를 확인하는데 사용될 수 있는 예측 바이오마커에 기초한 진단 방법에 대한 필요가 존재한다.

발명의 내용

개요[0009]

본원에서 보다 상세하게 논의될 것과 같이, 본 개시내용은 부분적으로, 포유동물 종양으로부터의 조직 샘플에서[0010]

의 종양 골수 (즉, 분화 클러스터 68 "CD68") 침윤 (예를 들어, CD68-양성 세포의 백분율 및 CD68-양성 세포의

밀도의 측면에서 상승된 CD68 수준)이 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙을 사용한 개선된 무진행 생존과 상관관계

가 있다는 발견에 관한 것이다.  따라서, 본 개시내용은 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙으로의 치료에 긍정적으

로 반응할 가능성이 더 큰 종양을 확인하는 방법, 및 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙에 반응할 가능성이 더 클

것으로 확인된 종양을 갖는 대상체를 치료하는 방법을 제공한다.

예를 들어, 한 실시양태에서, 본 개시내용은 (a) VEGFR 억제제로의 치료가 고려되는 인간 환자로부터 수득된 종[0011]

양으로부터의 조직 샘플에서 CD68 폴리펩티드 발현 수준을 측정하는 단계; 및 (b) 단계 (a)에서의 CD68 발현 수

준을,  이전에 VEGFR  억제제로 치료받고 VEGFR  억제제에 대해 저항성인 것으로 나타난 인간 환자 및 이전에

VEGFR 억제제로 치료받고 VEGFR 억제제에 대해 감수성인 것으로 나타난 인간 환자로부터 수득된 종양의 조직 샘

플에서 CD68 폴리펩티드 발현을 측정함으로써 결정된 역치 CD68 발현 수준에 대해 비교하는 단계를 포함하며,

여기서 역치 수준 초과의 CD68 발현 수준이 종양이 VEGFR 억제제로의 치료에 대해 감수성임을 나타내는 것인,

VEGFR 억제제로의 치료에 대해 감수성인 종양을 확인하는 방법에 관한 것이다.  한 실시양태에서, VEGFR 억제제

는  악시티닙이다.   추가  실시양태에서,  CD68  폴리펩티드  발현을  측정하는  단계는  면역조직화학에  의해

수행된다.   추가  실시양태에서,  면역조직화학에  의해  CD68  폴리펩티드  발현을  측정하는  단계는  샘플에서의

CD68-양성 세포의 백분율이 결정되는 전체 슬라이드 스캔으로부터의 영상 분석에 의해 수행된다.  추가 실시양

태에서, 이러한 방법은 샘플에서의 CD68-양성 세포의 밀도를 결정하는 단계를 추가로 포함한다.  추가 실시양태

에서 임의의 이러한 방법에서의 종양은 유방 종양, 폐 종양, 신장 종양, 결장직장 종양, 및 췌장 종양으로 이루

어진 군으로부터 선택된다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 임의의 방법에 따라 VEGFR 억제제에 대해 감수성인 mRCC 종양[0012]

을 갖는 것으로 결정된 환자에게 VEGFR 억제제를 투여하는 단계를 포함하는, mRCC를 치료하는 방법을 제공한다.

한 실시양태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서 본 개시내용은 a) 대상체로부터의 종양에서 CD68-양성 세포의 백분율을 결정하는 단계; 및[0013]

b) 상기 백분율이 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도 4%, 적어도 4.5%, 적어도 4.6%, 적어도 4.7%, 적어도 4.8%,

적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도 5.6%,

적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%, 적어도 8%, 적어도 9%, 적

어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%인 경우 VEGFR 억제제를 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 암을 치

료하는 방법을 제공한다.  한 실시양태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 a) 대상체로부터의 종양에서 CD68-양성 세포의 세포 밀도를 결정하는 단계;[0014]

및 b)  상기 세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
,  적어도 0.06개 세포/mm

2
,  적어도 0.07개 세포/mm

2
,  적어도

0.08개 세포/mm
2
, 적어도 0.09개 세포/mm

2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적어도 1.1개 세포/mm

2
, 적어도 1.2개 세포

/mm
2
, 적어도 1.3개 세포/mm

2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인 경우 악시티닙을 대상체에

게 투여하는 단계를 포함하는, 암을 치료하는 방법을 제공한다.  한 실시양태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이

다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 VEGFR 억제제를 종양을 갖는 대상체에게 투여하는 단계를 포함하며, 여기서[0015]

상기 종양에서의 세포의 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도 4%, 적어도 4.5%, 적어도 4.6%, 적어도 4.7%, 적어도
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4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도

5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%, 적어도 8%, 적어도

9%, 적어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%가 CD68-양성인, 암을 치료하는 방법을 제공한다.  한 실시양태에

서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 VEGFR 억제제를 종양을 갖는 대상체에게 투여하는 단계를 포함하며, 여기서[0016]

상기 종양에서의 CD68-양성 세포의 세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세포/mm

2
, 적어도 0.07

개 세포/mm
2
,  적어도 0.08개 세포/mm

2
,  적어도 0.09개 세포/mm

2
,  적어도 1.0개 세포/mm

2
,  적어도 1.1개 세포

/mm
2
, 적어도 1.2개 세포/mm

2
, 적어도 1.3개 세포/mm

2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인,

암을 치료하는 방법을 제공한다.  한 실시양태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 a) 대상체로부터의 종양에서 CD68-양성 세포의 백분율을 결정하는 단계; b)[0017]

종양에서의 CD68-양성 세포의 세포 밀도를 결정하는 단계; 및 c) 상기 백분율이 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도

4%, 적어도 4.5%, 적어도 4.6%, 적어도 4.7%, 적어도 4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도

5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도 5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도

6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%, 적어도 8%, 적어도 9%, 적어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%이고; 상기

세포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세포/mm

2
, 적어도 0.07개 세포/mm

2
, 적어도 0.08개 세포

/mm
2
, 적어도 0.09개 세포/mm

2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적어도 1.1개 세포/mm

2
, 적어도 1.2개 세포/mm

2
, 적어도

1.3개 세포/mm
2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인 경우 VEGFR 억제제를 대상체에게 투여하

는 단계를 포함하는, 암을 치료하는 방법을 제공한다.  한 실시양태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 VEGFR 억제제를 종양을 갖는 대상체에게 투여하는 단계를 포함하며, 여기서[0018]

상기 종양에서의 세포의 적어도 2%, 적어도 3%, 적어도 4%, 적어도 4.5%, 적어도 4.6%, 적어도 4.7%, 적어도

4.8%, 적어도 4.9%, 적어도 5.0%, 적어도 5.1%, 적어도 5.2%, 적어도 5.3%, 적어도 5.4%, 적어도 5.5%, 적어도

5.6%, 적어도 5.7%, 적어도 5.8%, 적어도 5.9%, 적어도 6.0%, 적어도 6.5%, 적어도 7.0%, 적어도 8%, 적어도

9%, 적어도 10%, 적어도 15%, 또는 적어도 20%가 CD68-양성이고; 여기서 상기 종양에서의 CD68-양성 세포의 세

포 밀도가 적어도 0.05개 세포/mm
2
, 적어도 0.06개 세포/mm

2
, 적어도 0.07개 세포/mm

2
, 적어도 0.08개 세포/mm

2
,

적어도 0.09개 세포/mm
2
, 적어도 1.0개 세포/mm

2
, 적어도 1.1개 세포/mm

2
, 적어도 1.2개 세포/mm

2
, 적어도 1.3개

세포/mm
2
, 적어도 1.4개 세포/mm

2
, 또는 적어도 1.5개 세포/mm

2
인, 암을 치료하는 방법을 제공한다.  한 실시양

태에서, VEGFR 억제제는 악시티닙이다.

추가 실시양태에서, 본 개시내용은 본원에 개시된 임의의 방법을 제공하며, 여기서 상기 종양은 유방 종양, 폐[0019]

종양, 신장 종양, 결장직장 종양, 및 췌장 종양으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  한 실시양태에서, 본 개시

내용은 본원에 개시된 임의의 방법을 제공하며, 여기서 암 또는 종양은 mRCC이다.

추가 실시양태에서, 본원에 개시된 방법이 수행되며, 여기서 CD68 양성 세포의 백분율 또는 세포 밀도를 측정하[0020]

는 단계가 면역조직화학을 사용하여 수행되고, 추가로 여기서 종양 샘플로부터의 전체 슬라이드 스캔으로부터의

영상 분석의 사용이 사용된다.

본 개시내용의 일부 실시양태에서, 대식세포 함량의 측정은 대식세포 마커 단백질의 존재 또는 양을 측정함으로[0021]

써 수행된다.  다른 실시양태에서, 대식세포 함량의 측정은 주어진 세포 집단에서 대식세포의 수를 결정함으로

써 수행된다.  예를 들어, 대식세포 함량의 측정은 대식세포 마커 단백질의 검출을 수반하는 면역조직화학에 의

해 수행될 수 있다.  또 다른 실시양태에서, 대식세포 함량의 측정은 대식세포 마커 단백질을 코딩하는 mRNA의

존재 또는 양을 측정함으로써 수행된다.  대식세포 마커 단백질의 예는 CCR2, CD14, CD68, CD163, CSF1R 및

MSR1을 포함한다.  역치 결정 분석은 수신자 작동 특징 곡선 분석을 포함할 수 있다.  본 개시내용의 방법은 예

를 들어, 유방 종양, 폐 종양, 신장 종양, 결장직장 종양, 및 췌장 종양을 포함하는 다양한 유형의 종양을 시험

하는데 유용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 A4061032 연구에 포함되었던 대상체의 인구통계 및 기준선 특징을 보여준다.[0022]
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도 2는 A4061032 연구의 일부로서 수집되었던 슬라이드 대 블록에 의한 바이오마커 CD3 및 CD68에 대한 양성 세

포의 퍼센트 및 밀도의 개요를 보여준다.

도 3은 바이오마커 CD68에 대한 양성 세포의 중앙값 미만 및 중앙값 이상의 퍼센트 및 밀도의 비교를 위한 PFS

의 카플란-마이어(Kaplan-Meier) 플롯을 보여준다.

도 4는 선행 수텐트® 치료를 받은 환자에서의 바이오마커 CD68에 대한 양성 세포의 중앙값 미만 및 중앙값 이

상의 퍼센트 및 밀도의 비교를 위한 PFS의 카플란-마이어 플롯을 보여준다.

도 5는 바이오마커 CD3에 대한 양성 세포의 중앙값 미만 및 중앙값 이상의 퍼센트 및 밀도의 비교를 위한 PFS의

카플란-마이어 플롯을 보여준다.

도 6은 선행 수텐트® 치료를 받은 환자에서의 바이오마커 CD3에 대한 양성 세포의 중앙값 미만 및 중앙값 이상

의 퍼센트 및 밀도의 비교를 위한 PFS의 카플란-마이어 플롯을 보여준다.

도 7은 양성 세포의 각각의 바이오마커 CD3 및 CD68 퍼센트 및 밀도에 대한 중앙 컷 포인트 미만 및 그 이상의

층에 의한 OS의 개요를 보여준다.

도 8은 선행 수텐트® 치료를 받은 환자에서의 양성 세포의 각각의 바이오마커 CD3 및 CD68 퍼센트 및 밀도에

대한 중앙 컷 포인트 미만 및 그 이상의 층에 의한 OS의 개요를 보여준다.

도 9는 선행 수텐트® 치료를 받은 환자의 양성 세포의 퍼센트 및 밀도에 대해 바이오마커 CD3 및 CD68에 대한

중앙값 미만 및 그 이상의 비교를 위한 OS의 카플란-마이어 플롯을 보여준다.

도 10은 반응 카테고리에 의한 양성 세포의 CD3 및 CD68 바이오마커, 퍼센트 및 밀도의 개요를 보여준다.

도 11은 선행 수텐트® 치료를 받은 환자의 반응 카테고리에 의한 양성 세포의 CD3 및 CD68 바이오마커, 퍼센트

및 밀도의 개요를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0023]

본원에  사용된  인리타®,  "AG-13736"  및  "악시티닙"은  6-[2-(메틸카르바모일)페닐술파닐]-3-E-[2-(피리딘-2-[0024]

일)에테닐]인다졸을 의미하며, 이는 하기 화학 구조를 갖는다 (그의 염 및 다형체 포함).

[0025]

본원에 사용된 "대식세포 마커 단백질"은 대식세포 세포 표면 단백질을 의미하며, 그의 검출은 종양으로부터의[0026]

조직 샘플에 존재하는 다른 유형의 세포 사이에서 대식세포를 확인하는데 유용하다.  예시적인 인간 대식세포

마커 단백질은 CCR2, CD14, CD68, CD163, CSF1R 및 MSR1이다.  다른 대식세포 마커 단백질은 본 개시내용을 실

시하는데 사용될 수 있다.

본원에 사용된 "수신자 작동 특징" (ROC) 곡선은 이원 분류기 시스템에 대한 가양성률 (민감도) 대 진양성률[0027]

(특이도)의 플롯을 의미한다.  ROC 곡선의 구축에 있어서, 하기 정의가 적용된다:

가음성률 "FNR" = 1 - TPR[0028]

진양성률 "TPR" = 진양성 / (진양성 + 가음성)[0029]

가양성률 "FPR" = 가양성 / (가양성 + 진음성)[0030]

본원에 사용된 치료에 대해 "반응" 또는 "반응하는"은 치료된 종양과 관련하여, 종양이: (a) 성장의 둔화, (b)[0031]

성장의 중지, 또는 (c) 퇴행을 나타내는 것을 의미한다.

본원에 사용된 "역치 결정 분석"은 특정한 종양 유형에 대한 역치 점수를 결정하기 위한 주어진 종양 유형, 예[0032]

를 들어 인간 신세포 암종을 나타내는 데이터세트의 분석을 의미한다.  주어진 종양 유형을 나타내는 데이터세

등록특허 10-1943177

- 8 -



트는 이러한 종양의 군으로부터의 각 종양에 대해 다음을 포함할 수 있다: (a) 실제 종양 반응 데이터 (악시티

닙과 같은 치료에 대한 반응 및 비-반응), 및 (b) 대식세포 함량 및/또는 CD68 발현 수준.

본원에 사용된 "역치 점수"는 종양이 악시티닙과 같은 치료에 대해 감수성일 가능성이 있는 것으로 분류된 점수[0033]

보다 높은 점수를 의미한다.

본원에 사용된 "CD68 발현 수준" 또는 "CD68 폴리펩티드 발현 수준"은 종양 샘플에서 발현되는 CD68 단백질의[0034]

수준을 의미하고, 임의의 적절한 분석 기술, 예컨대 면역조직화학에 의해 결정될 수 있다.  또한, "CD68 발현

수준"은 "CD68-양성"인 것으로 결정된 주어진 샘플에서의 세포의 백분율 및 "CD68-양성"인 것으로 결정된 주어

진 샘플에서의 세포의 밀도를 비롯한 다양한 용어로 나타내어질 수 있다.

본원에  사용된  "CCR2"  (CD  192,  CKR2,  CMKBR2,  MCP-1-R,  CC-CKR-2,  FLJ78302,  MGC103828,  MGC111760,  및[0035]

MGC168006으로도 공지된 케모카인 (C-C  모티프)  수용체 2)는 엔트레즈 유전자식별 번호(Entrez  GeneID  No.)

729230에 의해 확인된 유전자 및 그의 대립유전자 변이체에 의해 코딩되는 인간 단백질을 의미한다.

본원에 사용된 "CD14"는 엔트레즈 유전자식별 번호 929에 의해 확인된 유전자 및 그의 대립유전자 변이체에 의[0036]

해 코딩되는 인간 단백질을 의미한다.

본원에 사용된 "CD68" (GP110; SCARD1; 및 DKFZp686M 18236으로도 공지됨)은 엔트레즈 유전자식별 번호 968에[0037]

의해 확인된 유전자 및 그의 대립유전자 변이체에 의해 코딩되는 인간 단백질을 의미한다.

본원에 사용된 "CD68-양성" 세포는 CD68의 존재가 임의의 적절한 분석 기술, 예컨대 면역조직화학에 의해 검출[0038]

되는 세포이다.

본원에 사용된 "CD163" (M130 및 MM 130으로도 공지됨)은 엔트레즈 유전자식별 번호 9332에 의해 확인된 유전자[0039]

및 그의 대립유전자 변이체에 의해 코딩되는 인간 단백질을 의미한다.

본원에 사용된 "CSF1R" (CSFR, FMS, FIM2, C-FMS, 및 CD115로도 공지된 콜로니 자극 인자 1 수용체)은 엔트레[0040]

즈 유전자식별 번호 1436에 의해 확인된 유전자 및 그의 대립유전자 변이체에 의해 코딩되는 인간 단백질을 의

미한다.

본원에 사용된 "MSR1" (CD204, SCARA1, SR-A, phSR1 및 phSR2로도 불리는 대식세포 스캐빈저 수용체 1)은 엔트[0041]

레즈 유전자식별 번호 4481에 의해 확인된 유전자 및 그의 대립유전자 변이체에 의해 코딩되는 인간 단백질을

의미한다.

본원에 사용된 "HR"은 위험 비를 의미한다.  도 3, 4, 5, 6 및 9에서, 비례 위험을 가정할 때, 1 초과의 위험[0042]

비는 < 중앙값에 유리한 위험 비율에서의 감소를 나타내고; 1 미만의 위험 비는 >= 중앙값에 유리한 위험 비율

에서의 감소를 나타내고; 로그순위 p-값은 양쪽 비교 군에서 N>=10인 경우에만 생성되었다.  도 7 및 8에서, 비

례 위험을 가정할 때, 1 초과의 위험 비는 < 중앙값에 유리한 위험 비율에서의 감소를 나타내고; 1 미만의 위험

비는 >= 중앙값에 유리한 위험 비율에서의 감소를 나타내고; 로그순위 p-값은 양쪽 비교 군에서 N>=10인 경우에

만 생성되었고; 위험 비 통계치는 양쪽 비교 군에서 N>=5인 경우에만 생성되었으나; 로그순위 p-값 및 위험 비

는 0개 사례가 각 그룹에서 관찰되었을 때 제거되었다.

임상 연구[0043]

인리타® (이하 악시티닙으로 지칭됨)는 혈관 내피 성장 인자 수용체 (VEGFR)에 작용하는 경구로 투여되는 소분[0044]

자 수용체 티로신 키나제 억제제이다.  악시티닙은 혈관신생을 억제함으로써 종양 성장 및 전이를 감소시키고,

이러한 수용체를 발현하고 이에 의존하는 세포에 직접적으로 작용함으로써 종양 성장을 감소시키고 퇴행을 유발

하는 것으로 예상된다.  악시티닙은 시토카인 또는 수니티닙 중에 질환 진행되거나, 또는 이에 대해 저항성이

된 후의 전이성 신세포암 (mRCC)의 치료를 위해 다국적으로 승인되어 있다.

연구 A4061032  (ClinicalTrials.gov  Identifier:  NCT00678392)는 "전이성 신세포암을 위한 2차 요법으로서의[0045]

악시티닙 (AG-013736): Axis 시험"이라는 제목의 3상 등록 시험이었다.  시험은 악시티닙이 하나의 1차 요법의

실패 이후 mRCC를 갖는 환자에서 종양 진행을 지연시킴에 있어 소라페닙보다 우월함을 입증하도록 설계되었다.

총 650명의 환자를 등록시킬 것으로 계획되었고, 최종적으로 723명의 대상체가 연구에 등록되었다.

실시예에 보다 상세하게 기재된 바와 같이, 포르말린-고정 파라핀 포매 (FFPE) 종양 샘플은 A4061032에 참가하[0046]

고 종양 샘플의 수집에 구체적 동의를 제공하였던 환자들로부터 수집되었다.  종양 골수 (분화 클러스터 68

"CD68") 또는 림프구 (분화 클러스터 3 "CD3") 침윤은 52명의 악시티닙-치료된 환자로부터의 종양 샘플에서 면
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역조직화학 (IHC)에 의해 평가되었다.  목적은 골수 침윤이 VEGF-VEGFR2 경로를 표적화하는 항혈관신생제에 대

한 저항성을 부여한다는 가설에 따라,  효능과 이러한 바이오마커의 잠재적 연관을 조사하는 것이었다 (문헌

[Shojaei  et  al.  (2007)  Nat.  Biotechnol.  25(8):911-920;  및 Lin  et  al.  (2010)  Eur.  J.  Cancer  Suppl.

8(7):191] 참조).

CD3 및 CD68의 평가는 전체 슬라이드 스캔으로부터의 영상 분석에 의해 수행되었다.  관심 영역을 원으로 표시[0047]

하고, 영상 분석 알고리즘을 실행하였다.  양성 세포의 백분율 (양성 세포의 수/세포의 총수) 및 양성 세포의

밀도 (예를 들어, 양성 세포의 수/mm
2
)가 측정되었다.  일부 환자는 FFPE 블록을 공여하였고, 일부는 블록으로

부터 절단된 슬라이드를 공여하였다.  모든 환자로부터의 샘플은 슬라이드 또는 블록으로서 제공되었는지에 관

계없이 분석되었다.

IHC 데이터에 대해 52명의 평가가능한 환자가 존재하였으며, 그 중 33명은 이전에 수텐트® (수니티닙)로 치료[0048]

받았다.  CD3 데이터 및 측정된 종점 중 임의의 것 사이에는 어떠한 상관관계도 존재하지 않았다.  실시예에 보

다 상세하게 기재된 바와 같이, CD68의 경우, 양성 세포의 백분율 및 세포 밀도는 밀접한 상관관계가 있었고,

비-반응자 대비 객관적 반응을 갖는 환자에서 2배 더 높았다.

선행 치료에 관계없이, ≥ 중앙 CD68 값 (컷 오프 = 5.21 % 양성 세포 또는 0.08개 세포/mm
2
의 세포 밀도)을 갖[0049]

는 환자의 중앙 무진행 생존 (PFS)은 양쪽 컷포인트에 대해 12.0개월인 것에 비해, <중앙 바이오마커 값을 갖는

환자에서는 각각 3.7 및 3.8개월이었다 (위험 비 [HR]=0.42, 로그순위 p-값≤0.01).  수텐트®로 사전-치료된

환자의 경우 PFS를 갖는 유사한 경향이 미미한 통계적 유의성 (p-값: % 양성 세포 및 세포 밀도에 대해 각각

0.066 및 0.056)으로 관찰되었다.  유리한 효능의 유사한 경향이 비교적 보다 높은 CD68 세포 수를 갖는 환자의

경우에 객관적 반응 및 전체 생존 (OS)에서 관찰되었지만, 이러한 차이는 모든 환자가 함께 평가되거나 수텐트

®로만 사전-치료된 환자가 평가된 경우에는 통계적으로 유의하지 않았다.

추가의 수신자 작동 특징 (ROC) 분석은 기준선 종양 CD68 수준의 민감도 및 특이도를 보다 잘 이해하고, 초기[0050]

선택된 중앙 CD68 값으로부터 CD68 컷-포인트의 정의를 최적화하기 위해 수행되었다.  2, 4, 6 및 8개월 PFS의

디폴트 컷-오프 값이 선택되었고, 다시 보다 높은 CD68 양성 세포의 백분율 및 세포 밀도를 갖는 환자는 4개

PFS의 시점 중 각각에서 PFS에 대해 보다 긴 값 (또는 질환 진행 또는 사망의 동등하게 더 적은 기회)을 갖는

것으로 관찰되었다.

실시예에 보다 상세하게 기재된 바와 같이, 최고로 높게 관찰된 민감도, 특이도 및 곡선하 면적 (AUC) 값은 2개[0051]

월 PFS에서 관찰되었으며, 여기서 ROC 곡선의 AUC는 각각 CD68 양성 세포의 백분율 및 세포 밀도에 대해 0.776

및 0.809였으며, 이는 CD68 발현 수준을 사용한 PFS에 대한 강력한 전체 진단 정확도를 나타낸다.  6개월에서의

PFS를 예측하기 위한 최적 컷-오프 포인트는 각각 양성 세포의 CD68 퍼센트 및 밀도에 대해 4.41% 및 0.06개 세

포/mm
2
이었다.  값은 수텐트®로 사전-치료된 환자와 유사하였다.

ROC 분석은 또한 ORR 대비 CD68의 평가에 사용되었다.  실시예에 보다 상세하게 기재된 바와 같이, AUC는 각각[0052]

CD68 양성 세포의 백분율 및 세포 밀도에 대해 0.791 및 0.784였으며, 이는 다시 CD68 발현 수준을 사용한 ORR

을 예측하기 위한 강력한 전체 정확도를 나타낸다.  ORR을 예측하기 위한 최적 컷 오프 포인트는 각각 CD68 양

성 세포의 백분율 및 세포 밀도에 대해 9.42% 및 0.13개 세포/mm
2
였다.  값은 수텐트®로 사전-치료된 환자와

유사하였다.  21개월에서의 생존 확률, 시험에 대한 중앙값의 경우, ROC 분석은 통계적으로 유의한 연관을 나타

내지 않았다 (0.559의 AUC).

결론적으로, 선행 치료에 관계없이, 유리한 PFS는 보다 높은 종양 CD68 수준을 갖는 환자에서 관찰되었다.  >중[0053]

앙 CD68 값을 갖는 환자의 중앙 PFS는 양쪽 컷포인트에 대해 12.0개월인 것에 비해, <중앙 바이오마커 값을 갖

는 환자에서는 3.7 및 3.8개월이었다 (HR=0.42, 로그순위 p-값≤0.01).  ROC 분석은 2, 4, 6 및 8개월에서의

이 데이터에 대한 강력한 예측 값, 및 정밀화된 컷 오프 포인트 (6개월에서 - CD68 양성 세포의 백분율 및 세포

밀도에 대해 4.41% 및 0.06개 세포/mm
2
)를 나타내었다.

따라서, 본 개시내용은, 보다 높은 CD68 발현이 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙으로 치료받은 환자에서 보다 높[0054]

은 ORR 및 보다 긴 PFS와 연관된다는 발견에 관한 것이다.  OS와의 연관의 부재는 악시티닙 중의 진행 이후의

진행후 치료를 혼동하는 것 때문일 수 있다.  이러한 관찰은 증가된 VEGF 생산 및 보다 높은 대식세포 침윤과

연관된 혈관신생 상태, 및 이에 따른 악시티닙의 치료 효과에 대한 보다 큰 감수성의 메카니즘과 일치한다.
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PFS, 등록 종점의 ROC 분석은 치료 2개월 후 최대 민감도 및 특이도를 나타내었다.

CD68 발현은 티보자닙 치료를 받은 mRCC 환자에 대한 결과와 연관이 있는 것으로 이전에 보고되었다 (Lin et[0055]

al. (2010) Eur. J. Cancer Suppl. 8(7):191).  골수 (CD11b Gr+) 세포는 또한 폐 동물 모델에서 베바시주맙에

대한 저항성을 부여하는 것으로 이전에 밝혀졌다 (Shojaei  et  al.  (2007)  Nat  Biotechnol.  25(8):911-920).

이 데이터는 보다 높은 CD68 종양 수준을 갖는 환자에 대한 불량한 결과와 일치할 것이다.  그러나 이는 본 연

구에서 관찰되지 않았다.

RCC 환자의 경우, 심각한 진행이 예후 바이오마커의 확인에서 이루어졌지만, 효능의 예측 마커는 표적화 VEGFR[0056]

억제제,  예컨대  악시티닙에  대해  확인되지  않았다.   최근  종설논문  (Tonini  G  et  al.  (2011)  Exper  Rev

Anticancer  Ther  11(6):921-930)에 따르면,  RCC  환자를 위한 가장 적절한 요법의 선택은 여전히 위험 기준

(MSKCC) 및 다른 예후 기준에 의존한다.  또한, 저자는 이러한 복합적 기준이 RCC 환자 결과에 대한 정보를 제

공하고, mRCC를 위한 요법에 대한 반응의 예측 인자가 필요함을 언급한다.  무작위화 임상 시험 (Id.)에서의 잠

재적 마커의 검증에 대한 필요가 존재한다.  조직 수집 및 분석의 표준화는 또한 잠재적으로 요법을 안내하도록

분자 바이오마커를 개발함에 있어서 주요 도전과제로서 언급된다 (Sonpavde  G  and  Choueiri  T,  (2012) Br J

Cancer 107(7):1009-1016).

본 개시내용을 수행하는데 사용될 수 있는 방법 및 분석 기술은 아래에 추가로 개시된다.[0057]

조직 샘플[0058]

인간 환자의 종양으로부터의 조직 샘플은 샘플에서의 CD68 발현 수준이 본 개시내용에서 기재된 바와 같이 결정[0059]

될 수 있도록 RNA의 공급원, 단백질의 공급원, 또는 면역조직화학 (IHC)을 위한 얇은 절편의 공급원으로서 사용

될 수 있다.  조직 샘플은 통상적인 종양 생검 기기 및 절차를 사용하여 수득될 수 있다.  내시경 생검, 절제

생검, 절개 생검, 미세 바늘 생검, 펀치 생검, 면도 생검 및 피부 생검은 종양 샘플을 수득하기 위해 관련 기술

분야의 통상의 기술자에 의해 사용될 수 있는 인식된 의료 절차의 예이다.  종양 조직 샘플은 마커 유전자, 예

를 들어 CD68 발현 수준을 측정하거나 IHC, 예를 들어 CD68-양성 세포 발현에 의해 대식세포를 가시화하는데 있

어서 충분한 RNA, 단백질, 또는 얇은 절편을 제공하기에 충분히 커야 한다.

종양 조직 샘플은 대식세포 함량, 또는 특히 CD68의 측정을 가능하게 하는 임의의 형태일 수 있다.  다시 말해[0060]

서, 조직 샘플은 RNA 추출, 단백질 추출, 또는 얇은 절편의 제조를 위해 충분해야 한다.  따라서, 조직 샘플은

신선하거나, 적합한 극저온 기술을 통해 보존되거나, 비-극저온 기술을 통해 보존될 수 있다.  임상 생검 시편

취급을 위한 표준 방법은 조직 샘플을 포르말린으로 고정시킨 후, 이를 파라핀에 포매시키는 것이다.  이러한

형태의 샘플은 통상적으로 포르말린-고정, 파라핀-포매된 (FFPE) 조직으로 공지되어 있다.  후속 분석을 위한

조직 제조의 적합한 기술은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 널리-공지되어 있다.

대식세포 함량[0061]

본 개시내용을 실시하는데 있어서, (예를 들어, 종양으로부터의) 조직 샘플에서의 대식세포 함량 (예를 들어,[0062]

대식세포 수 또는 대식세포 마커, 예컨대 CD68의 발현, 예를 들어 대식세포 마커 단백질의 발현 또는 대식세포

마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 mRNA의 발현)의 수준을 결정하는 것은 여러 임의의 적합한 방법에 의해

수행될 수 있다.  예를 들어, 대식세포 함량을 간접적으로 측정하는 것은 대식세포 마커, 예컨대 CD68로서 유용

한 것으로 공지된 하나 이상의 유전자의 발현을 측정함으로써 이루어질 수 있다.  유전자 발현의 측정을 위한

다양한 방법은 관련 기술분야에 공지되어 있다.  이러한 방법은 대식세포 마커 단백질 또는 대식세포 마커 단백

질을 코딩하는 mRNA의 수준을 결정하는데 적용될 수 있다.  예시적인 인간 대식세포 마커 유전자는 CCR2, CD14,

CD68, CD163, CSF1R 및 MSR1이다.  다른 대식세포 마커가 또한 사용될 수 있다.

RNA 분석[0063]

통상적인 마이크로어레이 분석 및 정량적 폴리머라제 연쇄 반응 (QPCR)은 mRNA 수준에서 대식세포 마커 유전자[0064]

발현의 수준을 결정하기 위한 방법의 예이다.  본 개시내용의 일부 실시양태에서, RNA는 표준 프로토콜을 사용

하여 관심 세포, 종양 또는 조직으로부터 추출된다.  다른 실시양태에서, RNA 분석은 RNA 단리를 필요로 하지

않는 기술을 사용하여 수행된다.

RNA 단리[0065]

조직 샘플로부터의 진핵 mRNA, 즉 폴리(a) RNA의 빠르고 효율적인 추출을 위한 방법은 널리 확립되어 있고, 관[0066]

련  기술분야의  통상의  기술자에게  공지되어  있다.   예를  들어,  문헌  [Ausubel  et  al.,  1997,  Current

등록특허 10-1943177

- 11 -



Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sons]을 참조한다.  조직 샘플은 신선하거나, 동결되거나,

파라핀-포매된 (FFPE) 샘플, 예컨대 임상 연구 종양 시편으로 고정될 수 있다.  일반적으로, 신선한 또는 동결

된 조직 샘플로부터 단리된 RNA는 FFPE 샘플로부터의 RNA 보다 덜 단편화되는 경향이 있다.  그러나, 종양 물질

의 FFPE 샘플은 보다 용이하게 입수가능하고, FFPE 샘플은 본 개시내용의 방법에서 사용하기 위한 RNA의 적합한

공급원이다.  RT-PCR에 의한 유전자 발현 프로파일링을 위한 RNA의 공급원으로서의 FFPE 샘플의 논의를 위해,

예를 들어 문헌 [Clark-Langone et al., 2007, BMC Genomics 8:279]을 참조한다.  또한 문헌 [De Andres et

al., 1995, Biotechniques 18:42044]; 및 미국 특허 출원 공개 번호 2005/0095634 (Baker et al.)를 참조한다.

RNA 추출 및 제조를 위한 판매업체의 지침서가 있는 상업적으로 입수가능한 키트의 용도는 광범위하고, 통상적

이다.   다양한  RNA  단리  생성물  및  완성된  키트의  상업적인  판매업체는  퀴아젠(Qiagen)  (캘리포니아주

발렌시아),  인비트로젠(Invitrogen)  (캘리포니아주 칼스배드),  암비온(Ambion)  (텍사스주 오스틴)  및 엑시콘

(Exiqon) (매사추세츠주 워번)을 포함한다.

일반적으로, RNA 단리는 조직/세포 파괴로 시작된다.  조직/세포 파괴 동안 RNase에 의한 RNA 분해를 최소화하[0067]

는 것이 바람직하다.  RNA 단리 과정 동안 RNase 활성을 제한하는 하나의 접근법은 세포가 파괴된 즉시 변성제

가 세포 내용물과 접촉하는 것을 확실하게 하는 것이다.  또 다른 통상적인 실시는 RNA 단리 과정에서 하나 이

상의 프로테아제를 포함시키는 것이다.  임의로, 신선한 조직 샘플은 수집된 즉시 실온에서 RNA 안정화 용액 중

에 침지시킨다.  안정화 용액은 빠르게 세포를 투과하고, 후속적인 단리를 위한 4℃에서의 저장을 위해 RNA를

안정화시킨다.

일부 프로토콜에서, 총 RNA는 염화세슘 밀도 구배 원심분리에 의해 파괴된 종양 물질로부터 단리된다.  일반적[0068]

으로, mRNA는 총 세포 RNA의 대략 1 퍼센트 내지 5 퍼센트를 구성한다.  고정화 올리고(dT), 예를 들어 올리고

(dT) 셀룰로스는 통상적으로 mRNA를 리보솜 RNA 및 전달 RNA로부터 분리하는데 사용된다.  단리 후 저장되는 경

우, RNA는 RNase-무함유 조건하에 저장되어야 한다.  단리된 RNA의 안정한 저장 방법은 관련 기술분야에 공지되

어 있다.  RNA의 안정한 저장을 위한 다양한 상업용 제품이 입수가능하다.

마이크로어레이[0069]

대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 하나 이상의 유전자의 mRNA 발현 수준은 통상적인 DNA 마이크로[0070]

어레이 발현 프로파일링 기술을 사용하여 측정될 수 있다.  DNA 마이크로어레이는 고체 표면 또는 기판, 예컨대

유리, 플라스틱 또는 규소에 부착된 특정한 DNA 절편 또는 프로브의 수집물이며, 각각의 특정한 DNA 절편이 어

레이에서 공지된 위치를 차지한다.  표지된 RNA의 샘플과의 혼성화는 일반적으로 엄격한 혼성화 조건하에, 어레

이에서 각각의 프로브에 상응하는 RNA 분자의 검출 및 정량화를 가능하게 한다.  비-특이적으로 결합된 샘플 물

질을 제거하기 위한 엄격한 세척 후, 마이크로어레이는 공초점 레이저 현미경검사 또는 다른 적합한 검출 방법

에 의해 스캐닝된다.  DNA 칩으로 종종 공지된 현대의 상업용 DNA 마이크로어레이는 전형적으로 수만 개의 프로

브를 함유하고, 따라서 수만 개의 유전자의 발현을 동시에 측정할 수 있다.  이러한 마이크로어레이는 본 개시

내용의 실시에서 사용될 수 있다.  대안적으로, 대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 하나 이상의 유

전자의 발현을 측정하는데 필요한 것만큼의 프로브를 함유하는 맞춤형 칩 이외에, 예를 들어 데이터 정규화를

위해 필요한 대조군 또는 표준물이 본 개시내용을 실시하는데 사용될 수 있다.

데이터 정규화를 용이하게 하기 위해, 2-색 마이크로어레이 판독기가 사용될 수 있다.  2-색 (2-채널) 시스템에[0071]

서, 샘플은 제1 파장에서 방출하는 제1 형광단으로 표지되며, RNA 또는 cDNA 표준물은 상이한 파장에서 방출하

는 제2 형광단으로 표지된다.  예를 들어, Cy3 (570 nm) 및 Cy5 (670 nm)는 종종 2-색 마이크로어레이 시스템에

서 함께 사용된다.

DNA 마이크로어레이 기술은 잘 발달되었고, 상업적으로 입수가능하고, 광범위하게 사용된다.  따라서, 본원에[0072]

개시된 방법을 수행하는데 있어서, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 마이크로어레이 기술을 사용하여, 과도한

실험 없이 대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 유전자의 발현 수준을 측정할 수 있다.  DNA 마이크

로어레이 칩, 시약 (예컨대, RNA 또는 cDNA 제조, RNA 또는 cDNA 표지, 혼성화 및 세척 용액을 위한 시약), 기

기 (예컨대, 마이크로어레이 판독기) 및 프로토콜은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있고, 다양한 상업적 공급

원으로부터  입수가능하다.   마이크로어레이  시스템의  상업적  판매업체는  애질런트  테크놀로지스(Agilent

Technologies) (캘리포니아주 산타 클라라) 및 아피메트릭스(Affymetrix) (캘리포니아주 산타 클라라)를 포함하

지만, 다른 PCR 시스템이 또한 사용될 수 있다.

정량적 RT-PCR[0073]
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대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 개별 유전자를 나타내는 mRNA의 수준은 통상적인 정량적 역전사[0074]

효소 폴리머라제 연쇄 반응 (qRT-PCR) 기술을 사용하여 측정될 수 있다.  qRT-PCR의 이점은 민감도, 유연도, 정

량적 정확도 및 밀접하게 연관된 mRNA 사이를 식별하는 능력을 포함한다.  정량적 PCR을 위한 조직 샘플의 프로

세싱에 관한 안내는 qRT-PCR에 대한 상업용 제품의 제조업체 및 판매업체 (예를 들어, 퀴아젠 (캘리포니아주 발

렌시아) 및 암비온 (텍사스주 오스틴))를 포함하여 다양한 공급원으로부터 입수가능하다.  qRT-PCR의 자동화 수

행을 위한 기기 시스템은 상업적으로 입수가능하고, 다수의 실험실에서 상용적으로 사용된다.  널리-공지된 상

업용  시스템의  예는  어플라이드  바이오시스템즈  7900HT  패스트  리얼-타임  PCR  시스템(Applied  Biosystems

7900HT Fast Real-Time PCR System) (어플라이드 바이오시스템즈, 캘리포니아주 포스터 시티)이다.

mRNA가 단리되면, RT-PCR에 의한 유전자 발현 프로파일링의 제1 단계는 cDNA로의 mRNA 주형의 역전사이고, 이는[0075]

이어서 PCR 반응에서 기하급수적으로 증폭된다.  2개의 통상적으로 사용되는 역전사효소는 아빌로(avilo) 골수

모구증 바이러스 역전사효소 (AMV-RT)  및 몰로니(Moloney)  뮤린 백혈병 바이러스 역전사효소 (MMLV-RT)이다.

역전사 반응은 전형적으로 특정한 프라이머, 랜덤 육량체, 또는 올리고(dT) 프라이머로 프라이밍된다.  생성된

cDNA 생성물은 후속적인 폴리머라제 연쇄 반응에서 주형으로서 사용될 수 있다.

PCR 단계는 열안정성 DNA-의존성 DNA 폴리머라제를 사용하여 수행된다.  PCR 시스템에서 가장 통상적으로 사용[0076]

되는 폴리머라제는 써무스 아쿠아티쿠스(Thermus aquaticus) (Taq) 폴리머라제이다.  PCR의 선택성은 증폭을 위

해 표적화된 DNA 영역, 즉, 대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 유전자로부터 역전사된 cDNA의 영역

에 상보적인 프라이머의 사용으로부터 야기된다.  따라서, qRT-PCR이 본 개시내용에서 사용되는 경우, 각각의

마커 유전자에 대해 특이적인 프라이머는 유전자의 cDNA 서열에 기초한다.  상업용 기술, 예컨대 SYBR® 그린

또는 택맨(TaqMan)® (어플라이드 바이오시스템즈, 캘리포니아주 포스터 시티)은 판매업체의 지침서에 따라 사

용될 수 있다.  메신저 RNA 수준은 하우스키핑 유전자, 예컨대 베타-액틴 또는 GAPDH의 수준을 비교함으로써 샘

플 사이의 부하의 차이에 대해 정규화될 수 있다.  mRNA 발현의 수준은 임의의 단일 대조군 샘플, 예컨대 정상,

비-종양 조직 또는 세포로부터의 mRNA에 대하여 표현될 수 있다.  대안적으로, 이는 종양 샘플의 풀 또는 종양

세포주로부터의 mRNA, 또는 상업적으로 입수가능한 대조군 mRNA의 세트로부터의 mRNA에 대하여 표현될 수 있다.

대식세포 마커 단백질, 예컨대 CD68을 코딩하는 유전자의 발현 수준의 PCR 분석을 위한 적합한 프라이머 세트는[0077]

과도한 실험 없이 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 설계 및 합성될 수 있다.  대안적으로, 본 개시내용을

실시하기 위한 PCR 프라이머 세트는 상업적 공급원, 예를 들어 어플라이드 바이오시스템즈로부터 구입될 수 있

다.  PCR 프라이머는 바람직하게는 약 17 내지 25개 뉴클레오티드 길이이다.  프라이머는 Tm 추정을 위한 통상

적인 알고리즘을 사용하여 특정한 용융 온도 (Tm)를 갖도록 설계될 수 있다.  프라이머 설계 및 Tm 추정을 위한

소프트웨어는 상업적으로 입수가능하고 (예를 들어 프라이머 익스프레스(Primer Express)
TM
 (어플라이드 바이오

시스템즈)), 또한 인터넷 상에서 입수가능하다 (예를 들어, 프라이머3 (매사츄세스 공과 대학교)).  PCR 프라이

머 설계의 확립된 원리를 적용함으로써, 수많은 상이한 프라이머는 대식세포 마커 유전자, 예컨대 CD14, CD68,

MSR1, CSFR1, CD163 및 CCR2를 포함하는 임의의 주어진 유전자의 발현 수준을 측정하는데 사용될 수 있다.

본 개시내용의 일부 실시양태에서, RNA 분석은 RNA 추출 또는 단리를 수반하지 않는 기술을 사용하여 수행된다.[0078]

하나의 이러한 기술은 명칭 qNPA
TM
 (하이 스루풋 게노믹스, 인크.(High Throughput Genomics, Inc.), 애리조나

주 투산) 하에 상업적으로 입수가능한 정량적 뉴클레아제 보호 검정이다.  이 기술은 분석될 종양 조직 샘플이

FFPE  물질의  형태인  경우  유리할  수  있다.   예를  들어,  문헌  [Roberts  et  al.,  2007,  Laboratory

Investigation 87:979-997]을 참조한다.

단백질 분석[0079]

본 개시내용의 방법에서, CD68과 같은 대식세포 마커 유전자 발현은 단백질 수준에서 검출될 수 있다.  단백질[0080]

수준에서의 대식세포 마커 유전자 발현의 수준을 측정하는 방법의 예는 효소 연결 면역흡착 검정 (ELISA) 및

IHC 분석을 포함한다.

ELISA[0081]

대식세포 마커 단백질 ELISA,  예를 들어 CD68  ELISA의 수행은 대식세포 마커 단백질에 대한 적어도 하나의[0082]

항체, 즉 검출 항체를 필요로 한다.  예시적인 실시양태에서, CD68은 대식세포 마커 단백질이다.  분석될 샘플

로부터의 CD68 단백질은 고체 지지체, 예컨대 폴리스티렌 마이크로타이터 플레이트 상에 고정화된다.  이 고정

화는 예를 들어, 표면에의 흡착을 통한 CD68의 비-특이적 결합에 의한 것일 수 있다.  대안적으로, 고정화는 "

샌드위치" ELISA에서, 예를 들어 포획 항체 (검출 항체와 상이한 항-CD68 항체)에 의한 샘플로부터의 CD68 단백
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질의 결합을 통한 특이적 결합에 의한 것일 수 있다.  CD68이 고정화된 후, 검출 항체가 첨가되고, 검출 항체는

결합된 CD68과 복합체를 형성한다.  검출 항체는 직접적으로 또는 간접적으로, 예를 들어 검출 항체를 특이적으

로 인식하는 2차 항체를 통해 효소에 연결된다.  전형적으로 각 단계 사이에서, 결합된 CD68을 갖는 플레이트는

온화한 세제 용액으로 세척된다.  전형적인 ELISA 프로토콜은 또한, 비-특이적 결합 단백질, 예컨대 소 혈청 알

부민을 사용하여 단백질 시약의 플레이트로의 원치 않는 비-특이적 결합을 차단하는 것을 수반하는 하나 이상의

차단 단계를 포함한다.  최종 세척 단계 후, 플레이트는 샘플에서의 CD68의 양을 나타내는 가시적 신호를 생성

하도록 적절한 효소 기질의 첨가에 의해 발생된다.  기질은 예를 들어, 발색원성 기질 또는 형광원성 기질일 수

있다.  ELISA 방법, 시약 및 장비는 관련 기술분야에 널리-공지되어 있고 상업적으로 입수가능하다.

다른 대식세포 마커 단백질, 예를 들어 CCR2, CD14, CD163, CSF1R, 및 MSR1뿐만 아니라 다른 대식세포 특이적[0083]

마커 단백질의 발현 수준은 각각의 대식세포 마커 단백질에 대해 특이적인 항체의 검출을 사용하여 ELISA에 의

해 측정될 수 있음이 이해된다.

면역조직화학 (IHC)[0084]

주어진 세포 집단에서의 대식세포의 수는 면역조직화학에 의해 결정 (예를 들어, 가시화)될 수 있다.  또한, 주[0085]

어진 바이오마커 단백질, 예컨대 CD68에 대해 양성인 샘플에서의 세포의 백분율 및 밀도는 면역화학에 의해 결

정될 수 있다.  IHC, 예를 들어 CD68 IHC에 의한 대식세포 마커 단백질의 검정은 대식세포 마커 단백질에 대한

적어도 하나의 항체, 예를 들어 적어도 하나의 항-CD68 항체를 필요로 한다.  IHC에 적합한 수많은 항-CD68 항

체는 상업적으로 입수가능하다.  예를 들어, 적합한 항체는 다코 노스 아메리카, 인크.(Dako North America,

Inc.)  (캘리포니아주 카핀테리아),  아브캄(abcam)  (매사추세츠주 캠브리지),  아브노바(Abnova)  (캘리포니아주

월넛),  알앤디  시스템즈(R  and  D  Systems)  (미네소타주  미네아폴리스)  또는  인비트로젠  (캘리포니아주

칼스배드)으로부터 구입될 수 있다.  표준 기술을 사용하여, 항-CD68 항체는 파라핀-포매 및 동결된 종양 절편

을 포함하는, 종양으로부터 수득된 절편, 예를 들어 5 마이크론 절편에서의 CD68 단백질의 존재를 검출하는데

사용될 수 있다.  전형적으로, 종양 절편은 종양 물질의 수집 및 보존의 초기 절차에서 고정되었던 단백질의 항

원성 구조를 회수하기 위한 방식으로 초기에 처리된다.  이어서, 슬라이드는 항-CD68 검출 항체에 의한 비-특이

적 결합을 방지하도록 차단된다.  이어서, CD68 단백질의 존재는 CD68 단백질에의 항-CD68 항체의 결합에 의해

검출된다.  검출 (1차) 항체는 직접적으로 또는 간접적으로, 예를 들어 검출 (1차) 항체를 특이적으로 인식하는

2차 항체 또는 중합체를 통해 효소에 연결된다.  전형적으로, 종양 절편은 세척되고, 단계 사이에서 비특이적

단백질, 예컨대 소 혈청 알부민으로 차단된다.  슬라이드는 가시적 신호를 생성하도록 적절한 효소 기질을 사용

하여 발색된다.  샘플은 헤마톡실린으로 대조염색될 수 있다.

다른 대식세포 마커 단백질, 예를 들어 CCR2, CD14, CD163, CSF1R, 및 MSR1뿐만 아니라 다른 대식세포 특이적[0086]

마커 단백질의 발현은 각각의 대식세포 마커 단백질에 대해 특이적인 항체를 사용하여 유사한 방식으로 IHC에

의해 검출될 수 있음이 이해된다.

데이터 해석[0087]

종양에 대한 대식세포 점수는 역치 점수와 관련하여 해석될 수 있다.  역치 점수 이상인 대식세포 점수 또는 특[0088]

정한 바이오마커, 예컨대 CD68의 발현 수준은 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙으로의 치료에 대해 감수성 (반응

성)일 가능성이 있는 종양의 예측으로 해석될 수 있다.  대안적으로, 역치 점수 이하인 대식세포 점수 또는 특

정한 바이오마커, 예컨대 CD68의 발현 수준은 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙으로의 치료에 대해 저항성 (비-반

응성)일 가능성이 있는 종양의 예측으로 해석될 수 있다.

최적 역치 대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준은 역치 결정 분석을 수행함으로써 실험적으로 결정 (또는 적어도[0089]

근사화)될 수 있다.  바람직하게는, 역치 결정 분석은 수신자 작동 특징 (ROC) 곡선 분석을 포함한다.  ROC 곡

선 분석은 확립된 통계적 기술이며, 그의 적용은 관련 기술분야의 통상의 기술 내에 있다.  ROC 곡선 분석의 논

의를  위해,  일반적으로  문헌  [Zweig  et  al.,  1993,  "Receiver  operating  characteristic  (ROC)  plots:  a

fundamental  evaluation  tool  in  clinical  medicine,"  Clin.  Chem.  39:561-577;  및  Pepe,  2003,  The

statistical evaluation of medical tests or classification and prediction, Oxford Press, New York]을 참

조한다.

대식세포 점수, CD68 발현 수준, 및 최적 역치 점수는 종양 유형에 따라 달라질 수 있다.  따라서, 역치 결정[0090]

분석은 바람직하게는 본 개시내용을 사용하여 시험될 임의의 주어진 종양 유형을 나타내는 하나 이상의 데이터

세트 상에서 수행된다.  역치 결정 분석에 사용되는 데이터세트는 다음을 포함한다: (a) 실제 반응 데이터 (반
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응 또는 비-반응), 및 (b) 종양의 군으로부터의 각각의 종양 샘플에 대한 대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준.

대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준 역치가 주어진 종양 유형과 관련하여 결정되면, 그러한 역치는 그 종양 유

형의 종양으로부터 대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준을 해석하는데 적용될 수 있다.

ROC 곡선 분석은 하기와 같이 수행될 수 있다.  역치 이상의 대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준을 갖는 임의의[0091]

샘플은 반응자로서 확인된다 (감수성).  대안적으로, 역치 이하의 대식세포 점수 또는 CD68 발현 수준을 갖는

임의의 샘플은 비-반응자로서 확인된다 (저항성).  시험된 샘플의 세트로부터의 모든 대식세포 점수 또는 CD68

발현 수준에 대해, "반응자" 및 "비-반응자" (가상 명칭)는 그 점수를 역치로서 사용하여 분류된다.  이 과정은

데이터 세트에 대한 실제 반응 데이터에 대한 가상 명칭의 비교를 통해 각각의 잠재적 역치에 대한 TPR  (y

벡터) 및 FPR (x 벡터)의 계산을 가능하게 한다.  이어서, ROC 곡선은 TPR 벡터, 및 FPR 벡터를 사용하여 도트

플롯을 생성함으로써 구축된다.  ROC 곡선이 (0, 0) 점에서부터 (1.0, 0.5) 점까지의 대각선 위에 있는 경우,

이는 대식세포 시험 결과가 무작위 시험보다 우수한 시험임을 나타낸다.

ROC 곡선은 최적 조작점을 확인하는데 사용될 수 있다.  최적 조작점은 가음성의 값과 비교 검토된 가양성의 값[0092]

사이에서 최적 균형을 산출하는 점이다.  이러한 값은 동등할 필요는 없다.  ROC 공간의 점 x,y에서의 분류의

평균 예상 값은 하기 식에 의해 결정된다.

C = (1-p) 알파*x + p*베타(1-y)[0093]

여기서:[0094]

알파 = 가양성의 값,[0095]

베타 = 양성을 놓친 것 (가음성)의 값, 및[0096]

p = 양성 경우의 비율이다.[0097]

가양성 및 가음성은 알파 및 베타에 대해 상이한 값을 부여함으로써 상이하게 가중치가 부과될 수 있다.  예를[0098]

들어, 보다 많은 비-반응자인 환자를 치료하는 것을 감수하고 반응자 군의 환자를 보다 많이 포함시키는 것으로

결정된 경우, 알파에 대해 가중치를 더 둘 수 있다.  이 경우, 가양성 및 가음성의 값은 동일한 것으로 추정된

다 (알파는 베타와 동등함).  따라서, ROC 공간의 점 x,y에서의 분류의 평균 예상 값은 다음과 같다:

C' = (1-p)*x + p*(1-y).[0099]

가장 작은 C'는 가양성 및 가음성의 모든 쌍 (x, y)을 사용한 후에 계산할 수 있다.  최적 점수 역치는 C'에서[0100]

의 (x, y)의 점수로서 계산된다.

종양이 VEGFR 억제제, 예컨대 악시티닙에 대해 감수성 또는 저항성일지 여부를 예상하는 것뿐만 아니라, 대식세[0101]

포 점수 또는 CD68 발현 수준은 종양이 감수성 또는 저항성일 가능성에 대한 근사치이지만, 유용한 지표를 제공

한다.

시험 키트[0102]

본 개시내용은 본 개시내용의 방법을 수행하기 위한 특정 성분을 포함하는 진단 시험 키트를 포함한다.  진단[0103]

시험 키트는 진단 검정의 수행에서 편의성, 속도 및 재현성을 증진시킨다.  예를 들어, 본 개시내용의 예시적인

qRT-PCR-기반 실시양태에서, 기본 진단 시험 키트는 대식세포 마커, 예를 들어 CD68의 발현을 분석하기 위한

PCR 프라이머를 포함한다.  다른 실시양태에서, 보다 정교한 시험 키트는 PCR 프라이머뿐만 아니라 PCR 기술을

사용하여 CD68 발현 수준을 측정하기 위한 완충제, 시약 및 상세한 지침서를 함유한다.  일부 실시양태에서, 키

트는 시험 프로토콜 및 RNA 샘플(들)을 제외한 시험에 필요한 모든 소모성 성분을 포함한다.

본 개시내용의 예시적인 DNA 마이크로어레이-기반 실시양태에서, 시험 키트는 특정한 기기와 함께 사용하기 위[0104]

해 설계된 마이크로유체 카드 (어레이)를 포함한다.  임의로, 마이크로유체 카드는 대식세포 마커 유전자 발현

의 측정을 위해 특이적으로 설계된 맞춤형 장치이다.  이러한 맞춤형 마이크로유체 카드는 상업적으로 입수가능

하다.  예를 들어, 택맨 어레이는 어플라이드 바이오시스템즈 7900HT 패스트 리얼 타임 PCR 시스템 (어플라이드

바이오시스템즈, 캘리포니아주 포스터 시티)과 함께 사용하기 위해 설계된 384-웰 마이크로유체 카드 (어레이)

이다.  예시적인 유체 카드는 CCR2, CD14, CD68, CD163, CSF1R 및/또는 MSR1 발현을 측정하기 위한 프로브의

임의의 조합에 더하여, 예를 들어, 데이터 정규화를 위해 필요한 대조군 또는 표준물을 포함할 수 있다.  다른

대식세포 마커 단백질은 또한 본 개시내용을 실시하기 위해 유체 카드 상에 포함될 수 있다.
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본 개시내용의 일부 실시양태에서, 시험 키트는 IHC에 의해 종양 대식세포 함량을 결정하기 위한 물질을 함유한[0105]

다.  IHC 키트는 예를 들어, 인간 대식세포 마커, 예를 들어 마우스 항-인간 CD68 항체에 대한 1차 항체, 및 리

포터 효소, 예를 들어 양고추냉이 퍼록시다제에 접합된 2차 항체를 함유할 수 있다.  일부 실시양태에서, 2차

항체는 1차 항체를 특이적으로 인식하는 접합된 중합체로 대체된다.

실시예[0106]

본 개시내용은 하기 실시예에 의해 추가로 설명되며, 이는 어떠한 방식으로든 본 개시내용의 범주 또는 내용을[0107]

제한하는 것으로 해석되어서는 안 된다.

실시예 1 - 슬라이드 대 블록에 의한 CD3 및 CD68 양성 세포의 퍼센트 및 밀도[0108]

본 연구는 하기 작용제 중 1종 이상을 함유하는 하나의 선행 전신 1차 요법에 실패한 이후에 전이성 신세포 암[0109]

종 (mRCC)을 갖는 환자에서의 악시티닙 대 소라페닙의 2-부문, 무작위화, 개방-표지, 다중-중심 3상 연구였다:

수니티닙, 베바시주맙 + IFN α, 템시롤리무스, 또는 시토카인(들).  전체적으로, mRCC를 갖는 723명의 환자를

무작위화하여 본 연구에 등록하였으며, 이 중 52명의 악시티닙-치료된 환자가 면역조직화학 (IHC) 분석에 대해

평가가능하였고; 추가로, 52명의 환자 중 33명은 이전에 수텐트®로 치료받았다.

도 1에 제시된 바와 같이, IHC 분석에 포함된 대부분의 환자는 백인 (환자의 90.4%), 남성 (환자의 69.2%) 및[0110]

북아메리카 (환자의 57.7%) 및 유럽 (32.7%) 출신이었다.  전체 평균 (표준 편차) 연령, 신장 및 체중은 각각

58.3  (11.0)세, 173.0  (10.0)cm,  및 84.6  (19.1)kg이었다.  모든 환자는 0 (환자의 51.9%)  또는 1 (환자의

48.1%)의 ECOG 수행 상태를 가지고 있었다.  전체적으로, 생존에 대한 메모리얼 슬론-케터링 캔서 센터 (MSKCC)

예후 그룹 인자 모델에서 환자의 23.1%가 유리한 것으로 분류되었고, 환자의 34.6% 및 42.3%가 각각 중간 및 불

량으로 분류되었다.  또한, MSKCC 위험 군을 하기 4개의 위험 인자를 사용하여 유도하였다: 높은 락테이트 데히

드로게나제 (>1.5  x  정상 상한치), 낮은 혈청 헤모글로빈 (정상 하한치 미만), 높은 보정된 혈청 칼슘 (>10

mg/dL), 및 선행 신절제술의 부재.

모든 52명의 환자는 CD3 및 CD68 둘 다에 대해 평가가능하였다.  52명의 CD3 및 CD68 평가가능한 환자 중에서,[0111]

26명은 포르말린-고정 파라핀 포매 (FFPE) 종양 블록을 공여하고, 26명은 분석을 위한 슬라이드를 공여하였다.

모자이크 래보러토리즈(Mosaic Laboratories)가 인간 정상 및 인간 암을 나타내는 FFPE 물질을 제공하였다.  시

편은 임상연구보호센터 사무국 (Office of Human Research Protection)에 의해 규정된 바와 같이 '인간 대상체

연구 면제'를 규정하는 가이드라인 하에 잔류, 미확인된, 또는 익명의 인간 샘플의 시험관내 분석을 위한 사용

을 허용하는 IRB-검토된 프로토콜 (MOS001) 하에 입수하였다.  CD68 마우스 모노클로날 KP1 항체 (카탈로그#

M0814, Lot# 46406, 유효 기간: 2011년 9월)를 다코(Dako) (미국 캘리포니아주 카핀테리아)로부터 구입하고, 첨

부 문서에 따라 2-8℃에서 저장하였다.  마우스 IgG 이소형 대조군 항체 (Lot# 37211, 유효 기간: 2010년 7월)

를 다코로부터 구입하고, 첨부 문서에 따라 2-8℃에서 저장하였다.  IHC를 모자이크 래보러토리즈의 SOP에 따라

수행하였다.  CD68 IHC 검정을 "홈브루(homebrew)" 클래스 I 시험 검증을 위해 CLIA 가이드라인과 상용가능하도

록 설계하고 검증하였다.

염색을 병리학자에 의해 평가하였고, 반응성의 평가는 하기의 조합을 수반하였다: CD68 염색의 세포 국재화; 염[0112]

색 강도; 세포하 국재화; 및 관심 조직 유형의 주요 성분에서의 세포 염색의 백분율.  현미경사진 (20x 배율)을

니콘 이클립스(Nikon Eclipse) 50i 현미경에 부착된 스팟 인사이트 QE 모델(Spot Insight QE Model) 4.2 냉각

전하-커플링 장치 카메라 (디아그노스틱 인스트루먼츠(Diagnostic  Instruments),  미국 미시간주 스털링 하이

츠)를 사용하여 수득하였다.

CD3 및 CD68 양성 세포의 평균 백분율은 블록에서보다 슬라이드에서 다소 낮았다; CD3의 경우 13.61% 대 17.95%[0113]

및 CD68의 경우 5.83% 대 8.21%.  유사하게, 다소 더 낮은 평균 세포 밀도가 블록에서보다 슬라이드에서 관찰되

었다; CD3의 경우 489.15개 세포/mm
2
 대 590.50개 세포/mm

2
, 및 CD68의 경우 0.08개 세포/mm

2
 대 0.13개 세포

/mm
2
 (도 2).

실시예 2 - 보다 높은 CD68 발현 수준은 유리한 ORR 및 PFS와 긍정적인 상관관계가 있으나 OS와는 그렇지 않다[0114]

IHC 바이오마커 분석을 위해, 바이오마커 분석 세트를 사용하였으며, 이는 적어도 1회 용량의 연구 치료를 받은[0115]

모든 환자를 포함하였다.  하기 효능 종점을 분석하였다: PFS, OS, 및 객관적 반응률 (ORR).  요약 통계를 반응

카테고리 (각 마커에 대해 완전 반응 [CR]+부분 반응 [PR] 대 안정 질환 [SD]+진행성 질환 [PD])에 의해 양성

세포의 퍼센트 및 밀도에 대하여 제공하였다.  윌콕슨 순위 합계 검정(Wilcoxon Rank Sum test)을 수행하여 반
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응 카테고리 사이의 차이에 대해 검정하였다.  피셔 정확 검정(Fisher's exact test)을 사용하여 컷 오프 포인

트로서 중앙값을 사용하여 반응 카테고리 및 바이오마커 층 사이의 연관을 검정하였다.  OS 및 PFS의 분포를 카

플란-마이어 방법을 사용하여 컷 오프 포인트로서 바이오마커 중앙값에 의해 바이오마커 층 사이에서 비교하였

고; p-값은 어느 하나의 층에서 N<10인 경우 나타내지 않았다.  추정 위험 비 (HR) 및 그의 양측 95% 신뢰 구간

(CI), 및 중앙 사례 시간 및 그의 양측 95% CI가 보고되었다.  종양 부피에서의 최적 반응 퍼센트 변화를 윌콕

슨 순위 합계 검정을 사용하여 컷 오프 포인트로서 중앙값을 사용하여 바이오마커 층 사이에서 비교하였다.

바이오마커 층 사이의 ORR, PFS, 및 OS 분석에서의 유의한 시험 결과 (p<0.05)를 위해, 수신자 작동 특징 (ROC)[0116]

곡선을 생성하여, 환자 선택 마커로서의 유용성에 대한 잠재력을 추가로 평가하였다.  ROC 분석을 이원 환자 객

관적 반응 (CR+PR vs. SD+PD) 예상에서의 연속적 진단 마커로서 기준선 CD68 값 상에서 수행하였다.  시간-의존

성 임상 결과 PFS 및 OS를 위해, 시간-의존성 ROC (ROC(t)로서 표시함, 여기서 t는 관심 시점을 나타냄)를 카플

란-마이어 추정기20을 사용하여 생존 결과 예상에서 기준선 CD68 값을 분석하는데 적용하였다.  임상 결과를 예

측하기 위한 CD68 값의 최적 컷 오프 포인트를 1의 두 민감도 및 특이도 값을 갖는 점으로부터 최소 거리를 갖

는 ROC 곡선 상의 점으로부터 수득하였다.  AUC를 사다리꼴 규칙을 사용하여 계산하였다.

보다 긴 PFS 및 보다 높은 ORR과 연관된 보다 높은 CD68 발현이 관찰되었으나, 환자에서의 CD68 발현 및 OS 사[0117]

이에서 어떠한 상관관계도 관찰되지 않았다.  선행 치료에 관계없이, ≥중앙 CD68 값 (컷 오프 = 5.21% 세포 양

성 또는 0.08개 세포/mm
2
)을 갖는 환자의 중앙 PFS는 양쪽 컷 오프 포인트에 대해 12.0개월인 것에 비해, 모든

환자가 선행 치료에 관계없이 평가되었을 때 <중앙 바이오마커 값을 갖는 환자에서는 각각 3.7 및 3.8개월이었

다 (HR=0.42, 로그순위 p-값≤0.01) (도 3).  그러나, 수텐트®로 사전-치료된 환자의 경우, PFS를 갖는 유사한

(그러나 통계적으로 유의하지 않음) 경향이 관찰되었다 (도 4).  선행 치료에 관계없이 또는 수텐트®-사전-치

료된 환자에서, CD3 수준 및 PFS 사이에 통계적으로 유의한 연관은 존재하지 않았다 (도 5 및 6).

추가로, 선행 치료에 관계없이, ≥중앙 CD68 값 (컷 오프 = 5.21% 세포 양성 또는 0.08개 세포/mm
2
)을 갖는 환[0118]

자의 중앙 OS는 20.0개월 및 22.6개월인 것에 비해 모든 환자가 선행 치료에 관계없이 평가되었을 때 <중앙 바

이오마커 값을 갖는 환자에서는 각각 21.8개월 또는 17.8개월이었다 (모든 경우에서 HR>0.6, 통계적으로 유의하

지 않음) (도 7).  수텐트®로 사전-치료된 환자의 경우 OS와 통계적으로 유의한 연관은 관찰되지 않았다.  치

료에 관계없이, 또는 수텐트®-사전-치료된 환자에서, CD3 수준 및 OS 사이에 통계적으로 유의한 연관은 존재하

지 않았다 (도 8).  ROC 분석을 사용하여, 유리한 OS가 보다 높은 CD68 세포 수를 갖는 환자에서 관찰되었지만,

0.559의 AUC 값은 CD68 수준의 예측 값에서 낮은 신뢰도를 나타낸다 (도 9).

마지막으로, 선행 치료에 관계없이, 양성 세포 백분율에 의해 측정된 CD68 수준 (p-값=0.0059) 또는 세포 밀도[0119]

에 의해 측정된 CD68  수준 (p-값=0.0071)은 비-반응자 (SD+PD)  대비 반응자 (CR+PR)에서 2배 더 높았다 (도

10).  이전에 수텐트®로 치료받은 환자의 경우, 양성 세포 백분율에 의해 측정된 CD68 수준 (p-값=0.407) 또는

세포 밀도에 의해 측정된 CD68 수준 (p-값=0.0762)은 비-반응자 대비 반응자에서 2배 더 높았다 (도 11).  바이

오마커 평가가능한 환자를 위한 ORR 분석에서, 양성 세포의 보다 높은 CD68 퍼센트 및 밀도를 갖는 환자는 종양

객관적 반응의 보다 우수한 기회를 갖는 경향이 있다.  ROC 분석은 양성 세포의 CD68 백분율 및 밀도에 대해 각

각 0.818 및 0.795의 예측 정확도를 나타낸다.  0.791 및 0.784의 AUC는 CD68 바이오마커를 사용하는 ORR에 대

한 높은 전체 예측 정확도를 나타낸다.  ORR을 예상하기 위한 최적 컷오프 포인트는 CD68 양성 세포의 백분율

및 세포 밀도에 대해 각각 9.42% 및 0.13개 세포/mm
2
였다.

유사한 결과가 선행 수텐트® 치료를 받은 바이오마커 평가가능한 환자에 대한 ORR 분석에서 발견되었다.  CD68[0120]

양성 세포의 보다 높은 백분율 및 밀도를 갖는 환자는 종양 객관적 반응의 보다 우수한 기회를 갖는 경향이 있

다.  ROC 분석은 각각 CD68 양성 세포의 백분율 및 밀도에 대해 0.777 및 0.852의 예측 정확도를 나타낸다.

0.809 및 0.764의 AUC는 CD68 바이오마커를 사용하는 ORR에 대한 높은 전체 진단 정확도를 나타낸다.  ORR을 예

상하기 위한 최적 컷오프 포인트는 CD68 양성 세포의 백분율 및 밀도에 대해 각각 5.20% 및 0.16개 세포/mm
2
이

다.
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