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EFICACIA DA TERAPIA ANTAGONISTA DE IGF-1R. Sao
apresentados métodos para a detecgéo, contagem e andlise de células
circulantes de tumor que expressam receptores de fator 1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1 R). Estes métodos sao Uteis
para a pesquisa de cancer e o estadiamento, desenvolvimento de
regimes de tratamento, e para a monitoragdo de respostas ao
tratamento, recorréncia de céncer ou semelhante. S&o também
apresentados conjuntos de teste que facilitam a detecgéo, contagem e
andlise de tais células circulantes de tumor.

25

Todos CTCs 9

20

T
’
z

15

3
P

.
.
Il

10

IGF1r+ GTCs —» g

CTCs/7.5ml sangue

1
s/
2

.

PD D8 PD D8 PD D8 PD D8 PD D8 PD D8 PD D8 PD D8 Fora do
F——————————— 220Dias

Estudo



10

15

20

25

30

35

“METODOS PARA PREVER E MONITORAR A EFICACIA DA TERAPIA
ANTAGONISTA DE IGF-1R”
ANTECEDENTES DA INVENGCAQO

A invencao atual refere-se aos campos de oncologia e teste de diagnéstico, e mais
especialmente, a métodos para as pesquisa de cancer e para a previsao e monitoramento
de respostas ao tratamento de quimioterapia, recorréncia de cancer ou semelhante.

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) € um polipeptidio 7,5 kD que
circula no plasma em concentragdes elevadas e é detectavel na maioria dos tecidos. O IGF-
1, que estruturalmente é semelhante a insulina, estimula a diferenciagao de células e a proli-
feracao de células, e é requerido pela maioria dos tipos de células de mamiferos para a pro-
liferagdo prolongada. Estes tipos de células incluem, entre outras, fibroblastos dipldides hu-
manos, células epiteliais, células macias de musculos, linfécitos T, células neurais, células
mieldides, condrocitos, osteoblastos, e células tronco de medula de osso.

A primeira etapa na rota de transdugao levando a proliferagdo ou diferenciagao ce-
lular estimulada por IGF-1 é a ligagao de IGF-1 ou IGF-2 (ou insulina em concentragdes su-
prafisiolégicas) no receptor IGF-1 (IGF-1R). O IGF-1R pertence a familia de receptores de
fator de crescimento da tirosina quinase (Ullrich et al, Cell 61: 203 - 212, 1990), e é estrutu-
ralmente semelhante ao receptor de insulina (Ullrich et al., EMBO J. 5: 2503 - 2.512,1986).

Estudos epidemiolégicos sugerem que os niveis normais elevados no final do IGF-1
aumentam o risco de canceres, tais como de puimao, seio, préostata e coloretal, comparado
com individuos com niveis de IGF-1 na extremidade inferior do normal. Além disso, existe
uma evidéncia consideravel da fungao do IGF-1 e/ou IGF-1R na manutencao das células de
tumor in vitro e in vivo. Os niveis de IGF-1R sao elevados em tumores do pulméao (Kaiser et
al., J. Cancer Res. Clin. Oncol. 119: 665 - 668,1993; Moody et al., Life Sciences 52: 1161 -
1173, 1993; Macauley et al., Cancer Res., 50: 2511 - 2517,1990), dos seios (Pollack et al.,
Cancer Lett. 38: 223 - 230,1987; Foekens et al., Cancer Res. 49: 7002 - 7.009,1989; Arteaqa
et al., J. Clin. Invest. 84: 1418 - 1423,1989), prostata e intestino grosso (Remaole-Bennet et
al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 75: 609 - 616, 1992; Guo et al.,, Gastroenterol. 102: 1101 -
1.108,1992). A expressao da desregulacao do IGF-1 no epitélio da préstata leva a neoplasia
em camundongos transgénicos (DiGiovanni et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 97: 3455 -
3460, 2000). Além disso, o IGF-1 parece ser um estimulador autocrino de gliomas humanos
(Sandberg-Nordqvist et al., Cancer Res. 53 (11): 2475 - 78,1993), enquanto o IGF-1 mostrou
estimular o crescimento de fibrosarcomas que superexpressam o IGF-1R (Butler et al., Can-
cer Res. 58: 3021 - 3027,1998). Para uma revisao do papel que a interacao IGF-1/IGF-1R
tem no crescimento de varios tumores humanos, ver Macaulay, Br. J. Cancer, 65: 311 -
20,1992.

O uso de vetores de expressdo antisenso ou oligonucleotideos antisenso para o
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célula mediado por IGF-1 (ver, por exemplo, Wraight et al., Nat. Biotech. 18: 521 - 526,
2000). O crescimento também pode ser inibido utilizando-se analogos de peptideos de IGF-
1 (Pietrzkowski et al., Cell Growth & Diff. 3: 199 - 205, 1992; Pietrzkowski et al., Mol Cell.
Biol. 12: 3883 - 3889, 1992), ou um vetor que expressa um antisenso RNA para o IGF-1
RNA (Trojan et al., Science 259: 94 - 97,1992). Além disso, os anticorpos para o IGF-1R
(Arteaga et al., Breast Canc. Res. Treatm. 22: 101 - 106, 1992; e Kalebic et al, Cancer Res.
54: 5531 - 34, p 994), e mutantes negativos dominantes de IGF-1R (Prager et al., Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 91: 2181 - 85,1994, Li et al., J. Biol. Chem. 269: 32.558 - 2564, 1994, Jiang
et al., Oncogene 18: 6071 - 6077, 1999), podem reverter o fenotipo transformado, inibir a
tumorigenese, e induzir a perda do fenotipo metastatico.

O IGF-1 também é importante na regulagdo da apoptose. A apoptose, que é a mor-
te celular programada, € envolvida em uma grande variedade de processos de desenvolvi-
mento, incluindo a maturagdo do sistema imune e nervoso. Além da sua fungdo no desen-
volvimento, a apoptose também tem sido envolvida como uma protegdo celular importante
contra a tumorigenese (Williams, Cell 65: 1097 - 1098, 1991; Lane, Nature 362: 786 - 787,
1993). A eliminagao do programa apoptotico podera contribuir para o desenvolvimento e a
progressao de malignidades.

O IGF-1 é protegido da apoptose pela retirada da citoquina em células hematopoié-
ticas dependentes de IL-3 (Rodriguez-Tarduchy, G. et al, J. immunol. 149: 635 - 540, 1992),
e da retirada de soro em células de ratos 1/mycER (Harrington, E. et al., EMBO J. 13: 3286 -
3295, 1994). A demonstragdo de que os fibroblastos controlados por c-myc séo dependen-
tes do IGF-1 para a sua sobrevivéncia sugere que existe uma fun¢éo importante para o re-
ceptor de IGF-1 na manutengdo das células de tumores, através especificamente da inibigéo
da apoptose, uma fungéao diferente dos efeitos proliferativos de IGF-1 ou de IGF-1R.

Os efeitos protetores de IGF-1 sobre a apoptose sdo dependentes de se ter o IGF-
1R presente nas células para a interagdo com o IGF-1 (Resnicoff et al., Cancer Res. 55:
3739- 41, 1995). A confirmagédo de uma funcdo anti-apoptética do IGF-1R na manutengéo
de células de tumor foi também apresentada através de um estudo utilizando-se oligonu-
cleotideos antisenso para o IGF-1R que identificaram uma relagdo quantitativa entre os ni-
veis de IGF-1R, a extensdo da apoptose e o potencial tumorigenico de um tumor de rato
singénico (Rescinoff et all., Cancer Res. 55: 3739 - 3741, 1995). Descobriu-se que o IGF-1R
super- expressado protege as células de tumor in vitro da apoptose induzida por etopisideo
(Sell et al., Cancer Res. 55: 303 -06, 1995) e, mesmo mais dramaticamente, que uma redu-
¢éo nos niveis de IGF-1R abaixo dos niveis do tipo selvagem provocou a apoptose maciga
de células de tumor in vivo (Resnicoff et al., Cancer Res. 55: 2463 - 69, 1995).

Alguns estudos sugerem que os niveis de IGF-1R s&o correlacionados com a avali-

acdo clinica. Em modelos de tumores, o IGF-1R modula a proliferagéo, sobrevivéncia e me-
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tastase das células, e induz resisténcia as terapias visadas. A inibigdo do IGF-1R aumenta
significativamente a atividade dos agentes citotoxicos (Cohen, B. et al., Clin. Cancer Res. 11
(5): 2063 - 73). A inibigdo da sinalizagédo do IGF-1R parece portanto ser uma estratégia pro-
missora para o desenvolvimento de novas terapias para o cancer.

Tumores malignos de tecidos epiteliais sdo a forma mais comum de céancer e séao
responsaveis pela maioria das mortes relacionadas com cancer. Por causa do progresso no
tratamento cirargico destes tumores, a mortalidade é cada vez mais ligada a metastase
prematura e a recorréncia, que com freqiiéncia esta oculta no momento do primeiro diagnos-
tico (Racila et al., Proc. Nat'l| Acad. Sci. USA 95:4589 - 94, 1998; Pantel et al., J. Nat'l Can-
cer Inst. 91 ( 13): 1113 - 24, 1999). Por exemplo, o local anatémico remoto de alguns 6rgaos
faz com que seja pouco provavel que tumores naqueles érgaos sejam detectados antes de-
les terem invadido as estruturas vizinhas e crescido mais do que 1 cm. Mesmo com relagao
aos canceres do seio, 12 - 37% de tumores pequenos de céncer do seio (< 1 cm) detecta-
dos por mamografia ja produziram metastase no diagnéstico (Chadha M. et al., Cancer 73
(2): 350 -3, 1994.

Células circulantes de tumor ("CTCs") sdo células de origem epitelial que estéo
presentes na circulagéo de pacientes com malignidades sélidas diferentes. Elas s&o deriva-
das de clones do tumor primario e sdo malignas (ver Fehm et al., Clin. Cancer Res. 8: 2073 -
84, 2002). Foi acumulada na literatura evidéncia mostrando que as CTCs podem ser consi-
deradas como um diagnostico independente para a progressdo de céncer de carcinomas
(Beitsch & Clifford, Am. J. Surg. 180 (6 ): 446 - 49, 2000 (seios); Feezor et al., Ann. Oncol.
Surg. 9 (10): 944 - 53, 2002 (coloretal); Ghossein et al., Diagn. Mol. Pathol. 8 (4): 165 - 75,
1999 (melanoma, préstata, tiréide); Glaves, Br. J. Cancer 48: 665 - 73,1983 (pulmé&o), Mat-
sunami et al., Ann. Surg. Oncol. 10 (2):171 - 5, 2003 (gastrico); Racila et al., 1998; Pantel et
al., 1999).

A deteccgio e a contagem de células circulantes de tumor € importante para o tra-
tamento do paciente por vérias razdes. Elas poderdo ser detectaveis antes do tumor prima-
rio, dessa forma permitindo um diagnostico no estagio inicial. Elas s&o reduzidas em respos-
ta a terapia, e assim sendo a habilidade de contar as CTCs permite que se monitore a efeti-
vidade de um determinado regime terapéutico. Elas podem ser usadas como uma ferramen-
ta para monitorar a recorréncia em pacientes sem nenhuma doenga mensuravel no trata-
mento suplementar. Por exemplo, descobriu-se que as CTCs estéo presentes em 36% dos
pacientes com céncer do seio 8 a 22 anos ap6s a mastectomia, aparentemente de microme-
tastases (depdsitos de células de tumor individuais ou aglomerados muito pequenos de cé-
lulas neoplasticas). Meng et al., Clin. Can. Res. 10(24): 8152 - 62, 2004.

Alem disso, as CTCs poderdo ser usadas para preverem a sobrevivéncia livre de

progresséo (PFS) e a sobrevivéncia geral (OS), porque a presenga/numero de células circu-
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lantes de tumor em pacientes com carcinoma metastatico mostrou ser correlacionada tanto
com o PFS como com o OS. Ver, por exemplo, Cristofanilli et al., J. Clin. Oncol. 23 (1): 1420
- 1430, 2005; Cristofanilli et al., N. Engl. J. Med. 351 (8): 781 - 791, 2004.

No entanto, permanece a necessidade de ensaios rapidos e confiaveis que sejam
mais sensiveis do que a mera detecgéo de CTCs.

RESUMO DA INVENCAO

A invengéo atual é direcionada para um método para prever a eficacia da terapia

antagonista de IGF-1R em um paciente, que € composto das etapas de: a) obtengédo de um
espécime bioldgico do paciente; b) a preparagdo de uma amostra, onde o espécime biologi-
co é misturado com um ligando de reage especificamente com as células de tumor, para a
exclusdo substancial de outros componentes da amostra; c) o contato da amostra com pelo
menos um reagente que especificamente é ligado nas células epiteliais; d) o contato da a-
mostra com um agente tendo uma afinidade de ligagdo com receptores de fator de cresci-
mento semelhante a insulina (IGF-1R) nas células; e e) a analise da amostra para se deter-
minar a presenc¢a de IGF-1R de expresséo de células de tumor, a presenga de IGF-1R de
expressédo de células do tumor na amostra sendo preditiva da eficacia da terapia antagonista
de IGF-1R no paciente.

A invengédo atual é também direcionada para um método para monitorar a eficacia
de uma terapia antagonista ao IGF-1R em um paciente, que é composto das etapas de: a)
obtengdo de um primeiro espécime biolégico do paciente; b) a preparagcédo de uma primeira
amostra, onde o primeiro espécime biolégico € misturado com um ligando que reage especi-
ficamente com as células de tumor, para a exclusdo substancial de outros componentes da
amostra; c) o contato da primeira amostra com pelo menos um reagente que é especifica-
mente ligado nas células epiteliais; d) o contato da primeira amostra com um agente tendo
afinidade de ligagéo pelos receptores de fator de crescimento semelhante a insulina ( IGF-1)
nas células; e) a analise da primeira amostra para se determinar a presenga e a quantidade
de IGF-1R de expressio de células de tumor ; f) a administragdo ac paciente de uma tera-
pia antagonista ao IGF-1R; g) ap6s a administragdo da terapia antagonista ao IGF-1R, a
obtengéo de um segundo espécime biolégico do paciente; h) a preparagédo de uma segunda
amostra de um segundo espécime biolégico, onde o segundo espécime biologico & mistura-
do com o ligando que reage especificamente com as células de tumor, e a execugéo das
etapas c) - €) na segunda amostra; e i) a comparagdo do numero de IGF-1R de expresséo
de células de tumor na primeira amostra com o nimero de IGF-1R de expresséo de células
de tumor na segunda amostra, com um nuimero menor na segunda amostra sendo indicativo
da eficiéncia da terapia antagonista ao IGF-1R no paciente.

Em uma realizagdo preferida, a terapia antagonista ao IGF-1R € um anticorpo anti-
IGF-1R.
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A invengédo atual é adicionalmente direcionada para um conjunto para a pesquisa
de uma amostra do paciente em relagdo a presenga de IGF-1R que expressam células cir-
culantes de tumor, compostas de: a) nanoparticulas magnéticas revestidas compostas de
um material de nucleo magnético, um material de revestimento de base de proteina, € um
anticorpo que € ligado especificamente a um determinante caracteristico das células de tu-
mor, o anticorpo sendo ligado, diretamente ou indiretamente, no referido material de reves-
timento basico; b) um corante especifico da célula para a exclusdo da analise dos compo-
nentes da amostra diferentes das células de tumor; e ¢) pelo menos um agente marcador
detectavel tendo uma afinidade de ligagéo pelo IGF-1R.

Com o que foi dito anteriormente e outros objetivos, vantagens e caracteristicas da
invencdo que ficardo aparentes daqui por diante, a natureza da invengéo podera ser enten-
dida mais claramente através de referéncia a seguinte descricdo detalhada da invengéo, as
figuras, e as reivindicagdes anexas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 é uma superposigdo de histogramas de marcac¢édo de IGF-1R-ficoeritrina
de varias linhas de células.

A figura 2 é uma colegao de imagens fluorescentes de microscépio de células de
cancer de seio marcadas MCF-7 ( painel A) e células T-24 de bexiga (painel B).

A figura 3 € uma colegdo de imagens fluorescentes de microscépio de células circu-
lantes de tumor em potencial.

A figura 4 é uma representagdo grafica do ndmero total de células circulantes de
tumor e de células circulantes de tumor de IGF-1R-positivo de quatro pacientes tratados
com um anticorpo anti-IGF-1R.

A figura 5 € uma representagédo grafica do numero total de células circulantes de
tumor e de células circulantes de tumor de IGF-1R-positivo de 4 pacientes tratados com um
anticorpo anti-IGF-1R em combinagdo com docetaxel.

A figura 6 é uma representagédo grafica do ndmero total de células circulantes de
tumor e de células circulantes de tumor de IGF-1R-positivo de 4 pacientes tratados com um
anticorpo anti-IGF-1R em combinagédo com paclitaxel e carboplatin.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A nao ser que seja definido de outra forma aqui, os termos cientificos e técnicos uti-
lizados em conexdo com a invengao atual devem ter os significados que sdo comumente
entendidos por aqueles com conhecimento normal na arte. Além disso, a ndo ser que seja
requerido de outra forma pelo contexto, os termos no singular devem incluir plurais e os ter-
mos no plural devem incluir o singular.

A cada ano nos Estados Unidos, sdo diagnosticados mais de um milhdo de casos

novos de cancer; aproximadamente 1 em cada 5 mortes neste pais & provocada por cancer
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ou complicagbes associadas com o seu tratamento. Sdo continuamente direcionados esfor-
gos consideraveis para a melhoria do tratamento e diagnéstico desta doenga. A maior parte
dos pacientes de cancer ndo sdo mortos pelo seu tumor primario; ao contrario, eles sucum-
bem a metastase: colénias multiplas de tumor espalhadas estabelecidas pelas células ma-
lignas que se desprendem elas préprias do tumor original e viajam através do corpo, com
freqliéncia para locais distantes. Infelizmente, as colénias metastaticas, com freqiéncia, sédo
mais dificeis de serem detectadas e eliminadas do que o tumor primario e com freqiiéncia &
impossivel tratar-se todas elas com sucesso. A habilidade das células malignas para a me-
tastase permanece um dos maiores obstaculos para o tratamento do céancer e poderia ser
acelerada pelo receptor IGF-1. Ver, por exemplo, Bahr et al.,, Growth Factors 23: 1- 14,
2005.

Com base na complexidade do cancer e ha metastase do céncer e da frustragéo no
tratamento de pacientes de cancer ao longo dos anos, tém sido feitas varias tentativas para
o desenvolvimento de testes de diagndstico para orientar o tratamento e monitorar os efeitos
de tal tratamento sobre a metastase ou relapso. Tais testes, presumivelmente, poderiam
também ser utilizados para a pesquisa do cancer, substituindo testes relativamente grotes-
cos, tais como a mamografia para tumores dos seios ou exames retais digitais para cance-
res da prostata.

Em vista do conhecimento da relagéo entre IGF-1 e IGF-1R para certos céanceres,
foram feitos estudos para a avaliagdo do efeito dos anticorpos anti-IGF-1R na quantidade
de células circulantes de tumor e a sua expressao IGF-1R, assim como a eficacia clinica dos
anticorpos. Foi agora desenvolvido um ensaio para a detecgdo e contagem de IGF-1R de
expresséao de células circulantes de tumor ( CTCs de IGF-1R-positivo) que & util no diagnés-
tico e no tratamento de céncer, e € superior aos métodos da arte anterior envolvendo CTCs.
O ensaio podera contribuir para um melhor entendimento das fungées biolégicas do receptor
IGF-1. Por exemplo, embora tenha sido postulado que os niveis elevados de IGF-1R séo
necessarios para provocar o fenotipo invasivo de células de tumor/metastatico, a relagéo
entre os niveis de expressdo de IGF-1R e o potencial metastatico ainda n&o foi completa-
mente elucidada. Descobriu-se agora que pacientes com contagens elevadas de CTC com
IGF-1R-positivo parecem ter tumores mais agressivos, conforme é evidenciado pela rapida
progressao da doenc¢a. Uma relagéo potencial entre a expressdo aumentada de IGF-1R e o
potencial metastatico poderia portanto ser a base para a detecgdo de CTCs de IGF-1R -
positivo como uma previsdo de avaliagdo e/ou intervencao terapéutica pobre.

Inicialmente, os métodos de ensaio CTC-IGF-1R da invengdo atual sdo uteis para
a detecgdo prematura de um tumor, ou para confirmar um diagnéstico. Eles também pode-
rao ser usados para a avaliagdo de progndsticos.

Os métodos da invengéo atual sdo também Uteis para o planejamento do tratamen-
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2003/0165502; e publicagdo de patente americana numero 2005/0048050.

Outras classe de moléculas adequadas para uso com a invengéo atual incluem
peptideos aptameros que se ligam especificamente ao IGF-1R, moduladores de IGF-1R de
oligonucleotideos antisenso; e inibidores de IGF-1R de moléculas pequenas. Os inibidores
de IGF-1R de moléculas pequenas preferidos incluem OSI 906 (OSI| Pharmaceuticals),
AEW-541 (Novartis); BMS-536924 e BMS-554417 (Bristol-Myers Squibb); INSM-18 (Ins-
med); AG-1024 (Pfizer); XL 228 (Exelixis), picropodofilina, e aqueles apresentados na solici-
tacao internacional de patente de nimero WO 2004/043962 e WO 2004/054996.

Conforme apresentado abaixo em maiores detalhes, os métodos da invengéo atual
envolvem a remogdo seletiva de células tendo certos sitios reativos antigenos, de uma a-
mostra de pacientes. Métodos e aparelhos para tal remogéo seletiva sdo bem conhecidos
por uma pessoa adestrada na arte. Ver, por exemplo, as patentes americanas de numero
4.551.435; 4.795.698; 4.925.788; 5.108.933; e 5.200.084; e a publicagdo de solicitagdo de
patente americana de numero 2004 /0157271. Em uma realizagédo preferida, as células de
interesse sdo imunomagneticamente isoladas da amostra do paciente utilizando-se ferroflui-
dos. Os ferrofluidos contém particulas finas magnéticas em uma suspenséo coloidal cujo
fluxo pode ser controlado por magnetos ou campos magnéticos.

Para que esta invengdo possa ser melhor entendida, sdo apresentados os exem-
plos seguintes. Estes exemplos sdo para fins de ilustragdo somente e ndo devem ser consi-
derados como limitando o escopo da invengdo de nenhuma forma.

EXEMPLOS

Nos exemplos apresentados aqui, foram tiradas amostras de sangue em varias lo-
cais geograficos de individuos humanos em tubos de conservagcdo CELLSAVE (Immunicon,
Huntington Valley, PA), tubos de retirada de sangue a vacuo de 10 ml contendo um conser-
vante de células para conservar a morfologia da célula e a expressao do antigeno de super-
ficie das células. As amostras foram mantidas na temperatura ambiente e foram processa-
das conforme descrito acima dentro de 72h da colheita de sangue.

A resposta do paciente ao tratamento foi avaliada radiologicamente utilizando-se o
critério de avaliagdo de resposta em tumores soélidos (RECIST) (ver Therasse et al., J. Nat'l
Cancer Inst. 92: 205 - 216, 2000) ou, nos pacientes HRPC, utilizando-se o critério de um
grupo de trabalho de antigenos especifico de prostata (PSAWG) (via Bubley et al., J. Clin.
Oncol. 17: 3461 - 3467,1999).

Exemplo 1
Desenvolvimento do ensaio de células circulantes de tumor IGF-1R

Cultura de célula e reconhecimento de célula: a linha de células de céncer do seio,
a linha de células da préstata PC3-9, a linha de células de bexiga T-24 e a linha de células

hematopoieticas CEM foram culturadas em frascos contendo um meio de cultura de células
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RPMI- 1640 suplementado com 10% de FCS e posteriormente foram colhidas utilizando-se
tripisina. As suspensdes de células foram utilizadas somente quando a sua viabilidade avali-
ada pela exclusdo de azul de triptano excedeu a 90%. Para se determinar o niamero real de
células, uma amostra de 50 uL de células foi permeabilizada e marcada fluorescentemente
através da adigéo de 200 uL de saponina contendo 0,05% de PBS e 10 uL de anticorpo mo-
noclonal anti-citoqueratina conjugado com ficoeritrina (PE) com uma concentragdo final de
0.5 ug/ml. Depois de uma incubagdo de quinze minutos na temperatura ambiente, foram
adicionados 200 uL de solugdo tampdo e 20 uL de granulos fluorescentes (Beckman-
Coulter, Inc., Miami, Fl) contendo aproximadamente um total de 20.000 granulos. Tubos du-
plicados contendo somente granulos foram passados em um citdmetro de fluxo (FACSCali-
bur, BD Biosciences, San Jose, CA) até que 100% da amostra foi aspirada. Isto produziu
uma estimativa precisa do numero de granulos presentes em 20 pyL. Os tubos da experién-
cia foram entao testados em triplicata no citdmetro de fluxo até serem contados 10.000 gra-
nulos em cada tubo. Utilizando-se o nimero conhecido de granulos por unidade de volume,
foi determinada a concentragdo de células. Para a detecgdo de IGF-1R os nimeros de célu-
las identificadas foi estimado como sendo entre 130 e 220 em 7,5 ml de sangue.

Isolamento e contagem de CTCs: Amostras para o isolamento de células do sangue
foram preparadas e analisadas utilizando-se o sistema CELLTRACKS (Immunicon, Hunting-
ton Valley, PA), que consiste de um sistema CELLTRACKS AUTOPREP, um conjunto rea-
gente e o analisador CELLSPOTTER. O sistema CELLTRACKS AUTOPREP & um sistema
de preparagao de amostra automatico para a detecc¢do de células raras. O conjunto reagen-
te consiste de ferrofluidos revestidos com anticorpos para enriquecer imunomagneticamente
as células, um coquetel de anticorpos conjugados fluorescentemente (anticorpos conjuga-
dos com PE e aloficocianina (APC) para marcar as células epiteliais e leucdcitos, respecti-
vamente) um corante nuclear, e solugées tampao para lavar, permeabilizar e recolocar em
suspensao as células. Para a detecgédo de células de carcinoma, 7,5 ml de sangue sdo mis-
turados com ferrofluidos revestidos com anticorpos diretamente contra o antigeno EpCAM
associado com o tumor (molécula de adesdo a celula epitelial, ou antigeno superficial da
célula epitelial). Depois do enriquecimento imunomagnético, foram adicionados os anticor-
pos marcados com isotiocianato (FITC) de reconhecimento das citoqueratinas 4, 5, 6, 8, 10,
13, 18 e 19, anticorpos marcados com APC de reconhecimento do antigeno de leucécitos
CD45, os anticorpos marcados com PE de reconhecimento de IGF-1R, e o corante de acido
nucleico 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI) em conjunto com uma solugdo tampao de im-
permeabilizagdo para marcar com fluorescéncia as células marcadas imunomagneticamen-
te. Depois da incubagdo no sistema, foi repetida a separagdo magnética e os reagentes de
marcagéo em excesso foram aspirados. Na etapa final do processo, as células foram reco-

locadas em suspensao no dispositivo de conservagdo de células MAGNEST (Immunicon,
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Huntington Valley, PA). Este dispositivo consiste de uma cadmara e dois magnetos que orien-
tam as células marcadas imunomagneticamente para a analise utilizando-se um microscopio
florescente.

O MAGNEST foi colocado sobre o analisador CELLSPOTTER, um microscépio flo-
rescente semi-automatico de quatro cores. Foram capturados quadros de imagens cobrindo
a superficie inteira do invélucro para cada um dos quatro cubos de filtros fluorescentes. As
imagens capturadas contendo objetos que atendiam a um critério predeterminado foram
automaticamente apresentadas em um navegador da Internet do qual foi feita uma selegéo
final de células pelo operador. O critério para um objeto ser definido como uma CTC incluia
morfologia redonda ou oval, um nucleo visivel (DAPI positivo), marcagdo positiva para cito-
queratina, e falta de expressdo do CD-45 (conforme determinado pela marcagéo negativa
CD45-APC). Os resultados da contagem de células eram sempre expressados como o nu-
mero de células por 7,5 ml de sangue.

Selegdo de anticorpos IGF-1R e detecgdo de IGF-1R em linhas de células de tu-
mores: os anticorpos anti-IGF-1R 1H7 (conjugado PE; BD Biosciences, San Jose, CA) e
33255.111 (R&D Systems, Minneapolis, MN) foram titulados sobre células da linha de célu-
las de cancer do seio, as células MCF-7. Experiéncias de bloqueamento cruzado néo de-
monstraram nenhuma inibigdo sugerindo que estes anticorpos se ligam aos epitopos dife-
rentes e ndo competitivos do IGF-1R. E as experiéncias de bloqueamento cruzado com o
anticorpo anti-IGF-1R humano CP-751,871 (Pfizer Inc.; ver a patente americana de numero
7.037.498) mostraram que nenhum anticorpo 33255. 111 foi completamente bloqueado de
células de ligagdo essencialmente por quantidades equimolares de CP-751,871. Estes da-
dos demonstram que o 33255.111 e o CP-751,871 se ligam no mesmo ou em epitopos rela-
cionados. Como a ligagdo do anticorpo 1H7 no IGF-1R néo é bloqueada na presenga do
CP-751,871, o 1H7 foi escolhido para uma avaliagéo adicional.

A densidade do antigeno na linha de células hematopoiéticas CEM, a linha de célu-
las de cancer da préstata PC3-9, a linha de células de bexiga T-24 e a linha dia células de
cancer do seio MCF-7 foram avaliadas marcando-se com o anticorpo anti-IGF-1R marcado
com PE 1H7 seguido por analise fluxocitométrica.

A figura 1 mostra uma superposicdo de histogramas da marcagdo IGF-1R-PE das
linhas de células. A marcagdo das células CEM foi semelhante aquela dos controles e a
densidade IGF-1R era portanto abaixo do limite de detecgdo. A marcagdo IGF-1R-PE das
células PC3-9 poderia ser recolocada em dissolugdo pela retaguarda e as células T24 e
MCF-7 claramente tinham uma marcagdo mais brilhante. A estimativa da densidade do anti-
geno foi obtida pela qualibragdo do citémetro de fluxo com granulos com um ndmero conhe-
cido de moléculas PE. A densidade IGF-1R nas células PC3-9 era de aproximadamente
10.000 antigenos IGF-1R, nas células T-24 aproximadamente 50.000 antigenos IGF-1R e
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nas células MCF-7 aproximadamente um milhdo de antigenos IGF-1R.

Caracterizagdo do ensaio IGF-1R: O ensaio standard CTC utilizando o sistema
CELLTRACKS usa PE para a detecgdo da citoqueratina presente nas células de origem
epitelial, APC para a detecgdo de CD 45 presente nas células de origem hematopoiética, e
FITC para a detecgdo de reagentes especificos analiticos em CTCs definidas como células
citoqueratina-positivas, nucleadas CD 45-negativas. A limitagao atual de detec¢éo dos anali-
sadores CELLSPOTTER para a detecgdo de antigenos com anticorpos marcados com FITC
€ de aproximadamente 100.000 antigenos por célula. Para aumentar esta sensibilidade, o
ensaio CTC foi reconfigurado para reduzir o limite de detecgdo para a detecgdo IGF-1R. A
citoqueratina expressada em densidades elevadas sobre células epiteliais foi marcada com
FITC, o que permite o uso de anticorpos anti-IGF-1R marcados com PE. Em experiéncias
separadas, 130 a 200 células PC3-9, T-24 ou MCF-7 foram inoculadas em 7,5 ml de sangue
e preparadas com reagentes de marcagado configurados recentemente. Depois da prepara-
¢do, as amostras foram observadas no analisador CELLSPOTTER. O analisador foi reconfi-
gurado de tal forma que foram apresentados ao usuario eventos DAPI- positivo nucleado, de
citoqueratina FITC-positiva, como candidatos CTC.

No painel A da figura 2, € mostrado um exempilo tipico de células MCF-7 recupera-
das de 7,5 ml de sangue. A fileira superior mostra um aglomerado de células 3MCF-7 que
expressam claramente o receptor IGF-1R, a marca a seguir da imagem do composto indica
que o operador classificou a célula como uma CTC e a marca seguinte a imagem mostrando
a marcagao IGF-1R indicou que o operador classificou esta CTC como uma que expressou
o IGF-1R. Todas as células mostradas no painel A expressaram claramente o receptor IGF-
1R. No sangue de 16 individuos saudaveis inoculados com células MCF-7, 80,6% (SD7.7)
das células MCF-7 recuperadas foram classificadas como CTCs que expressaram IGF-1R.
No painel B da figura 2, € mostrado um exemplo tipico de células T-24 recuperadas dos 7,5
ml de sangue. A expressao de IGF-1R das 4 células T24 era claramente mais turva quando
comparada com a marcagdo IGF-1R das células MCF-7 e o operador classificou apenas as
duas células do fundo como CTCs que expressaram o receptor IGF-1R. No sangue de 6
individuos saudaveis inoculados com células T-24, 13,6% (SD3.9) das células MCF-7 recu-
peradas foram classificadas como CTCs que expressaram IGF-1R. No sangue de 6 indivi-
duos saudaveis inoculados com as células PC3-9, 3,8% (SD6.0) das células MCF-7 recupe-
radas foram classificadas como CTCs que expressaram IGF-1R.

Estes dados forneceram orientagdo para a densidade do antigeno IGF-1R nas
CTCs de pacientes com carcinomas metastaticos, que sio requeridos para que ela seja de-
tectada por este ensaio.

Expressao IGF-1R em CTCs em carcinomas metastéaticos: Em 7,5 ml de sangue de

139 individuos saudaveis, as CTCs estavam virtualmente ausentes (0 CTCs em 135 e 1
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CTC em 4). Para se testar se o IGF-1R na realidade poderia ou ndo ser detectado nas CTCs
em pacientes com carcinomas metastaticos, foram testadas amostras de sangue de 50 pa-
cientes. Em 7,5 m! de sangue foram detectadas CTCs em 11 entre 50 (22%) pacientes. Des-
tes 50 pacientes,18 tinham cancer do seio e em 28% onde foram detectadas CTCs, 13 ti-
nham céncer coloretal e em 31% onde foram detectadas CTCs, 3 tinham cancer de préstata
e em 33% onde foram detectadas CTCs, 12 tinham cancer dos pulmdes e em 8% foram
detectadas CTCs e em nenhum dos quatro pacientes com cancer ovariano foram detecta-
das CTCs. Exemplos de CTCs detectados sdo mostrados na figura 3. Oito candidatas a
CTC sao mostrados na figura. Os eventos 1, 4, 5, 7 e 8 foram classificados como CTCs e
somente as CTCs nas fileiras 1 e 4 foram classificadas como CTCs que expressavam o IGF-
1R. Notar que a marcacio potencial de IGF-1R pode ser observada nas CTCs nas fileiras 5
e 7, mas isto ndo foi considerado suficiente para a classificagdo como CTCs positivas IGF-
1R. A tabela 1 mostra o nimero de CTCs detectadas nos onze pacientes com CTCs, o nu-
mero de CTCs que expressou IGF-1R, e a proporgdo de CTCs que expressou IGF-1R. Em 8
dos 11 ( 91%) pacientes, foram detectadas CTCs que expressaram |IGF-1R. A proporgéo de
CTCs que expressaram IGF-1R, no entanto, variou bastante.
Tabela 1

CTCs

IGF1R(+)
CTCs

% IGF-1R(+)
CTCs

Seios

180

47

26

N
()]

[N

44

20
25

Coloretal

Préstata

N[ =2 =] N| ] O] O &~| O
A A O O O = = =] A
(@)

Pulmao

Exemplo 2
Expressdo IGF-1R nas CTCs no estudo de definicdo de dose da fase 1 de anticor-

pos anti -IGF-1R
O estudo 1 era um estudo da fase 1 da determinagdo da dose projetado para definir

a segurancga e a tolerancia de um anticorpo anti-IGF-1R totalmente humano conforme des-

crito na patente americana de niumero 7.037.498 em pacientes com tumores sélidos avan-
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gados. Neste estudo, o tratamento com anticorpo anti-IGF-1R foi administrado a cada 21
dias (ciclo de 21 dias) em doses de 3 a 20 mg/kg. Para se avaliar o efeito do tratamento com
o anticorpo anti-IGF-1R no nimero de CTCs e de CTCs de expressdo de IGF-1R nestes
pacientes, foram obtidas amostras de sangue para a pesquisa no dia 1 da pré-dosagem e
no dia 8 do estudo de cada ciclo de tratamento de 21 dias. Uma amostra adicional foi obtida
sempre que um paciente foi retirado do estudo devido a progresséo da doenga. 26 pacientes
forneceram amostras de sangue para a contagem das CTCs durante o curso do estudo.

Dezesseis dos 26 pacientes (61%) tinham uma ou mais CTCs em aigum ponto du-
rante o estudo (na pré-dosagem ou durante o tratamento). Em 3 dos 16 pacientes com
CTCs detectadas em algum ponto durante o estudo, ndo foi detectada nenhuma CTC com
IGF-1R-positivo. Em dois casos foi detectada somente uma CTC em 7,5 ml de sangue. Os
niveis de CTCs e de CTCs com IGF-1R-positivo foram registrados em relagéo ao tempo e
foram observados varios padroes de resposta ao tratamento de anticorpos anti-IGF-1R.
Quatro exemplos sdo apresentados na figura 4. No painel A, € mostrada a contagem de
CTCs de um paciente tratado com uma sé dose de 6 mg/kg de anticorpo anti-IGF-1R. Neste
paciente, o nimero de CTCs e de CTCs de IGF-1R- positivo foi reduzido no dia 8 do trata-
mento com o anticorpo anti-IGF-1R e ndo eram mais detectaveis no dia 15 até reaparece-
rem antes do inicio do ciclo 2. No painel B, € mostrada a contagem de CTCs de um paciente
tratado com uma s6 dose de 10 mg/kg do anticorpo anti-IGF-1R. Depois de uma ligeira re-
ducdo de CTCs depois de 8 e 15 dias de tratamento, o numero de CTCs e de CTCs de IGF-
1R- positivo aumentou no momento em que o paciente foi retirado do estudo. Este paciente
apresentou uma progressao da doenga através da varredura CT. No painel C, € mostrada a
contagem de CTCs de um paciente tratado com uma sé dose de 20 mg/kg de anticorpo anti-
IGF-1R. Os numeros de CTCs e de IGF-1R-positivo ndo foram afetados, exceto para uma
inoculagdo de CTCs 15 dias apds a administragdo da dose. O painel D mostra a contagem
de CTCs de um paciente tratado com uma sé dose de 3 mg/kg de anticorpo anti-IGF-1R no
qual quase todas as CTCs detectadas expressaram IGF-1R. Foi notado um aumento de
CTCs no momento em que o paciente foi retirado do estudo. Uma interpretagéo possivel
destes dados é que a maior parte das células circulantes de tumor nestes pacientes expres-
sou IGF-1R e que o tratamento com anticorpos anti-IGF-1R parece bloquear um sinal de
sobrevivéncia necessario para a preservagdo das CTCs. Alternativamente, o efeito do anti-
corpo anti-IGF-1R podera acontecer diretamente na massa de tumor, inibindo a migragéo de
CTCs.

Apezar da variabilidade, foi observada uma redugdo no nimero de CTCs e de
CTCs de IGF-1R-positivo apés a dosagem, assim como uma repercussdo no numero de
células circulantes no final do ciclo de tratamento. Foram também notados aumentos nos

numeros de CTCs e de CTCs de IGF-1R-positivo em visitas de averiguagdo apés o estudo.
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tratados com doses baixas de anticorpo anti-IGF-1R (0,8 e 3 mg/kg, respectivamente).

Os pacientes HRPC envolvidos no estudo 2 que tinham pelo menos uma CTC de
IGF-1R-positivo detectado tinham niveis mais elevados de PSA (n= 10, PSA médio de 475
ng/ ml) do que aqueles que eram IGF-1R-CTC negativo (n=8, PSA médio de 92 ng/ml). Nao
foi possivel nenhuma avaliagdo em dois pacientes, devido a auséncia de amostras. Apesar
do problema aparente de alto desenvolvimento do tumor, os pacientes que eram IGF-1R-
CTC positivo na pesquisa responderam através de critérios PSA em uma proporgéo maior (6
entre 10), e de um modo geral, mais cedo do que a combinagéo de docetaxel e anticorpo

anti-IGF-1R do que aqueles que eram IGF-1R-CTC negativos (2 de 8), conforme mostrado

na tabela 2:
Tabela 2
Pacientes HRPC | Linha basica de |Linha basica de |Linha basica de|Ciclo de trata-
que responde-|PSA CTCs IGF-1R (+) mento da res-
ram ao trata-|(ng/mL) CTCs posta inicial de
mento PSA
1006 238 1 3°
1008 471 12°
1014 9944 12 5 2°
1019 617 44 19 3°
1022 1639 6 2 1°
1025 807 160 37 1°
1003 13 0 6
1011 131 0 12

Dos 8 pacientes HRPC que ndo tinham nenhuma CTC detectavel no inicio do estu-
do, 6 ndo responderam ao tratamento, e 3 dos mesmos na realidade apresentaram um au-
mento da contagem de CTCs e de CTC de IGF-1R- positivo no momento da progressdo da
doenga. Finalmente, o unico paciente HRPC tratado com docetaxel e anticorpos anti-IGF-1R
com CTCs detectaveis, mas nenhuma CTC de IGF-1R-positivo, ndo respondeu ao tratamen-
to combinado. A redugéo nesta contagem de CTCs foi também de curta duragéo (1 ciclo).

Na tabela 3, é mostrado um resumo das melhores respostas dos pacientes para os
pacientes HRPC no estudo 2. Dois entre 8 (25%) dos pacientes sem nenhuma CTC de IGF-
1R- positivo detectavel em 7,5 ml antes da iniciagdo da terapia mostraram uma resposta
parcial a terapia, enquanto que 6 de 11 pacientes (55%) com =1 CTCs de IGF-1R-positivo
em 7,5 ml mostraram uma resposta parcial. Estes dados confirmam fortemente a nogéo de
que o ensaio CTC-IGF-1R poderia ser utilizado para a identificagdo de pacientes que pode-

riam ser beneficiados com a terapia de anticorpos anti -IGF-1R, assim como para identificar
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a dose 6tima e determinar a duragao do tratamento.

Tabela 3

Células circulantes de tumor com IGF-1R-positivo e a melhor resposta dos pacien-

tes no estudo 2

PacientelGF-1R(+) CTCs Melhor resposta

Na linha basica(n)

1001 2
1005 2
1006 1

1008 1

1012 31
1013 4

1014

1019 19
1021 4
1022 2

1025 37

total=6 PR/11 pacientes

PacientelGF-1R(+) CTCs Melhor resposta

na linha basica(n)
1002

1003

1010

1011

1015

1016

1018

1020

total=2 PR/8 pacientes

o O o o

0

0
0
0

PD
SD
PR
PR
PD
PD
PR
PR
PD
PR
PR

SD
PR

PD

PR
SD
PD
SD

SD

PD = doencga progressiva; SD=doenga estavel; PR-resposta parcial

Exemplo 4

Expressao de IGF-1R em CTCs no estudo de anticorpos anti- IGF-1R em combina-

cdo com Paclitaxel e Carboplatin

O estudo 3 foi um estudo da fase 1b de um anticorpo anti-IGF-1R totalmente huma-

no conforme descrito na patente americana de nimero 7.037.498 em combinagdo com pa-
clitaxel (TAXOL) e carboplatin (PARAPLATIN) em pacientes com tumores sélidos avanga-

dos. As doses de paclitaxel, carboplatin e anticorpo anti-IGF-1R eram de 200 mg/m? , AUC



10

15

20

25

30

18

de 6, e 0,05 - 10 mg/kg, respectivamente. Quarenta e um dos pacientes forneceram amos-
tras de sangue para a contagem de CTCs. As amostras de sangue foram recolhidas em ca-
da ciclo no dia 1 antes da dose e no dia 8.

Vinte e um dos 41 pacientes (51%) tinham uma ou mais CTCs em algum ponto du-
rante o estudo, enquanto que 10 dos 41 pacientes (24%) tinham uma ou mais CTCs antes
da primeira dose ser administrada. Dezesseis dos 41 pacientes (39%) tinham uma ou mais
CTCs de IGF-1R-positivo em algum ponto durante o estudo, enquanto que 8 dos 41 pacien-
tes (20%) tinham 11 ou mais CTCs de IGF-1R- positivo antes da primeira dose ser adminis-
trada. Um paciente HRPC envolvido no estudo tinha um grande nimero de CTCs no inicio
do estudo (71 CTCs e 15 CTCs com IGF-1R-positivo) que foram reduzidos em resposta ao
tratamento (21 CTCs e 2 CTCs com IGF-1R pelo tratamento no dia 21).

Os niveis de CTCs e de CTCs com |IGF-1R-positivo foram registrados em relagao
ao tempo e foram observados varios padrées de resposta ao tratamento. Quatro exemplos
sdo detalhados na figura 6. O painel A representa dados de um paciente que foi incluido no
estudo com um numero muito pequeno de CTCs. Depois de seis ciclos de tratamento com
paclitaxel /carboplatin e 0,05 mg/kg do anticorpo anti-IGF-1R seguido por dois ciclos adicio-
nais de 3 mg/kg de anticorpo anti-IGF-1R, o paciente ndo respondeu mais a terapia. Esta
falta de resposta clinica foi associada com um aumento dramatico no nimero de CTCs e de
CTCs com IGF-1R-positivo. A progressdo da doenga neste paciente foi confirmada atraves
de varredura CT. Os dados do painel B sdo apresentados de um paciente com um padrao
semelhante de elevagdo de CTCs e de CTCs com IGF-1R-positivo durante o curso do estu-
do. Nos painéis C e D s3o ilustrados dois pacientes com CTCs antes do inicio da terapia. Os
pacientes receberam 1,5 e 6 mg/kg de anticorpo anti-IGF-1R, respectivamente. O numero
de células positivas de IGF-1R pareceu ser reduzido (painel C) ou permaneceu baixo (painel
D) enquanto o paciente estava sendo tratado com o anti-IGF-1R. Estes dados confirmam
ainda mais uma fungdo potencial dos ensaios de CTCs e de CTCs-IGF-1R na monitoragéo
do efeito do desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos com anticorpos anti-IGF-1R.

Apesar de terem sido prescritas aqui certas realizagées atualmente preferidas da
invencdo, ficara rapidamente aparente para aqueles adestrados na arte, aos quais a inven-
¢3o pertence, que poderdo ser feitas variagdes e modificagdes das realizagbes descritas
sem se afastarem do espirito e do escopo da invengéo. Assim sendo, pretende-se que a
invencgdo seja limitada somente até o ponto requerido pelas reivindicagdes anexas e pelas

regras aplicaveis da lei.
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REIVINDICACOES
1. Método para prever a eficacia da terapia antagonista de IGF-1R em um paciente,

CARACTERIZADO pelo fato de compreender as etapas de:

a) obtencao de um espécime biolégico do paciente;

b) preparagdo de uma amostra onde o espécime bioldgico € misturado com um li-
gante que reage especificamente com as células de tumor, para a exclusio substancial de
outros componentes da amostra;

c) contato da amostra com pelo menos um reagente que se liga especificamente a
células epiteliais;

d) contato da amostra com um agente tendo uma afinidade de ligagdo para recepto-
res de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) nas células; e

e) analise da amostra para a determinacdo da presenca de células de tumor ex-
pressando IGF-1R,
onde o ligante € um anticorpo que se liga especificamente a uma molécula de adesdo da
célula epitelial na célula de tumor, onde o reagente € um anticorpo marcado com FITC que
reconhece citoqueratinas, onde o agente é um anticorpo marcado com PE, e onde a pre-
senca de células de tumor expressando IGF-1R na amostra € preditiva da eficacia da terapia
antagonista de IGF-1R no paciente.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de com-
preender ainda a etapa de determinagdo do niumero de células de tumor que expressam
IGF-1R.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de com-
preender ainda a etapa de adicdo a amostra um corante especifico de célula para permitir a
exclusao de células ndo nucleadas residuais e de fragmentos de células da analise.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-3,
CARACTERIZADO pelo fato das células de tumor marcadas serem analisadas por pelo
menos um processo selecionado do grupo consistindo de citometria de fluxo de parametros
multiplos, microscopia de imunofluorescencia, citometria de varredura a laser, analise de
imagem com base em campo brilhante, volumetria capilar, analise de imagem de espectro,
analise manual de célula, analise CELLSPOTTER, e analise automatizada de célula.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-3,
CARACTERIZADO pelo fato da amostra ser uma amostra imunomagnética compreendendo
o espécime biolégico misturado com particulas magnéticas acopladas ao ligante, e compre-
endendo ainda a etapa de submissido da amostra imunomagnética a um campo magnético,
de tal forma que a amostra imunomagnética se torne uma suspensao enriquecida de células
de tumor.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 5, CARACTERIZADO pelo fato das par-
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ticulas magnéticas serem coloidais.

7. Método para a monitoracao da eficacia de uma terapia antagonista de IGF-1R
em um paciente, CARACTERIZADG pelo fatc de compreender as etapas de:

a) obtencao de um primeiro espécime biolégico do paciente;

b) preparagao de uma primeira amostra, onde o primeiro espécime bioldgico & mis-
turado com um ligante que reage especificamente com células de tumor, para a exclusao
substancial de outros componentes da amostra;

¢) contato da primeira amostra com pelo menos um reagente que se liga especifi-
camente a células epiteliais;

d) contato da primeira amostra com um agente tendo afinidade de ligagao para re-
ceptores de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) nas células;

e) analise da primeira amostra para a determinagdo da presenca e do numero de
células de tumor expressando IGF-1R;

f) administragao ao paciente de uma terapia antagonista de IGF-1R;

g) depois da administragido da terapia antagonista de IGF-1R, obtencao de um se-
gundo espécime biolégico do paciente;

h) preparagdo de uma segunda amostra do segundo espécime biolégico, onde o
segundo espécime biolégico € misturado com o ligante que reage especificamente com cé-
lulas de tumor, e execucao das etapas c) - €) na segunda amostra; e

i) comparacdo do numero de células de tumor expressando IGF-1R na primeira
amostra com o numero de células de tumor expressando IGF-1R na segunda amostra,
com um nuimero menor na segunda amostra sendo indicativo da eficacia da terapia antago-
nista de IGF-1R no paciente, onde o ligante € um anticorpo que se liga especificamente a
uma molécula de adesao de célula epitelial na célula de tumor, onde o reagente € um anti-
corpo marcado com FITC que reconhece citoqueratinas, e onde o agente € um anticorpo
marcado com PE.

8. Método, de acordo com a reivindicagido 7, CARACTERIZADO pelo fato de que
as células de tumor marcadas s&o analisadas por pelo menos um processo selecionado do
grupo consistindo de citometria de fluxo de parametros multiplos, microscopia de imunofluo-
rescencia, citometria de varredura a laser, analise de imagem com base em campo brithan-
te, volumetria capilar, andlise de imagem de espectro, anadlise manual de célula, analise
CELLSPOTTER, e analise automatizada de célula.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, CARACTERIZADO pelo fato da amos-
tra ser uma amostra imunomagnética compreendendo o espécime biolégico misturado com
particulas magnéticas acopladas ao ligante, e compreendendo ainda a etapa de submissao
da amostra imunomagnética a um campo magnético, de tal forma que a amostra imuno-

magnética se torne uma suspensao enriquecida de células de tumor.



10. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato das par-
ticulas magnéticas serem coloidais.

11. Método, de acordo com qualguer das reivindicagbes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato da terapia antagonista de IGF-1R compreender um anticorpo
anti IGF-1R.
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RESUMO

“METODOS PARA PREVER E MONITORAR A EFICACIA DA TERAPIA
ANTAGONISTA DE iGF-1R”

Sao apresentados métodos para a detecgdo, contagem e analise de células circu-
lantes de tumor que expressam receptores de fator 1 de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1R). Estes métodos sao (teis para a pesquisa de cancer e o estadiamento, desenvol-
vimento de regimes de tratamento, e para a monitoragao de respostas ao tratamento, recor-
réncia de cancer ou semelhante. Sdo também apresentados conjuntos de teste que facilitam
a detecgéo, contagem e analise de tais células circulantes de tumor.
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