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ES 272423213

DESCRIPCION

Procedimientos de deteccion de células tumorales circulantes positivas para 5T4 y procedimientos de diagnostico de
cancer positivo para 5T4 en un sujeto mamifero

Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere, en general, a un procedimiento de deteccién de células tumorales circulantes positivas
para 5T4 en un sujeto mamifero y a procedimientos de diagndstico de cancer positivo para 5T4 en un sujeto mamifero.

Antecedentes de la invencion

El antigeno 5T4 humano se expresa en numerosos tipos de cancer y esta sustancialmente ausente en los tejidos
normales. Recientemente, se han desarrollado anticuerpos monoclonales de alta afinidad que se unen especificamente al
antigeno 5T4 y se han conjugado agentes citotdxicos a los anticuerpos 5T4 para formar conjugados de farmacos de
anticuerpos para su uso en el tratamiento del cancer positivo para 5T4 (patentes US N° 8.044.178 y 8.309.094). De esto
se deduce que una evaluacién de la expresion de 5T4 podria ser un enfoque Util para identificar pacientes con cancer
positivo para 5T4. Un enfoque seria la deteccion del antigeno 5T4 en células tumorales circulantes (CTCs) en pacientes
con cancer.

Se han observado células tumorales circulantes en la sangre periférica de pacientes con canceres derivados de epitelio en
concentraciones ultra bajas (Kraeft et al., Clin Cancer Res 10: 3020-3028, 2004). Se ha demostrado que el numero de
estas células esta correlacionado con el resultado para cohortes de pacientes con cancer de mama metastasico con
enfermedad progresiva en el momento del muestreo (Cristofanilli et al., N Engl J Med 351: 781-791, 2004). Por esta
razon, su caracterizacion tiene un considerable interés biomédico con el fin de comprender cémo pueden desplazarse
estas células a través del torrente sanguineo a sitios anatdbmicamente distantes y formar una enfermedad metastasica.
Por consiguiente, la identificacion de las CTCs asociadas con el cancer positivo para 5T4 podria proporcionar una valiosa
herramienta de diagndstico para la identificacion de los pacientes.

En la actualidad, las CTCs se detectan y analizan principalmente por medio de marcadores inmunocitoquimicos, tales
como EpCam, y del uso de tincion nuclear con DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol), una tincién fluorescente que se une
fuertemente a las regiones ricas en A-T en el ADN. Aunque estos enfoques han tenido éxito en la enumeracién y en la
distincion de las CTCs, difieren de los enfoques citopatolégicos estandar, ya que omiten la correlacion con la tincion
morfolégica estandar de la que depende la patologia diagndstica. Esto crea dificultades para comparar las CTCs con las
células tumorales de otros sitios obtenidas mediante procedimientos de diagndstico rutinarias. Aunque la capacidad para
detectar CTCs tiene el potencial de ayudar en el tratamiento diagnéstico e individualizado del cancer y en la eficacia del
tratamiento, la comprension de la biologia de las CTCs podria mejorarse incluyendo procedimientos citopatoldgicos
estandar. Existe una necesidad en la técnica de utilizar imagenes de alta resolucion detalladas de las CTCs con
procedimientos de tincion de patologia diagndstica convencionales y microscopia de campo claro para conferir la
posibilidad de realizar un diagnostico citopatoldgico estandar de células de carcinoma positivas para 5T4 circulantes y
avanzar en la adopcion de un diagndstico usando CTCs-positivas para 5T4 en la clinica. El documento W02007/089911
se refiere a procedimientos de deteccion de células tumorales circulantes y de diagndstico de cancer en un sujeto
mamifero para indicar la presencia de cancer metastasico o en estadio temprano. El documento W0O2010/070276 se
refiere a un procedimiento para detectar un cancer positivo para 5T4 en un sujeto, que comprende identificar y/o aislar
exosomas en una muestra del sujeto; y detectar el 5T4 asociado al exosoma.

Resumen de la invencién y divulgacion

La invencién se define en las reivindicaciones. En una realizacion, la presente divulgacion proporciona un procedimiento
de deteccion de células tumorales circulantes positivas para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de tener cancer
positivo para 5T4, que comprende: analizar una muestra de sangre del sujeto, en el que la muestra de sangre comprende
una poblacién de células; colocar la muestra de sangre sobre un sustrato; detectar la presencia o la ausencia de un primer
marcador en la muestra de sangre que se une selectivamente a las células nucleadas; detectar la presencia o la ausencia
de un segundo marcador en la muestra de sangre que se une a las células tumorales circulantes; detectar la presencia o
la ausencia de un tercer marcador en la muestra de sangre que se une a la poblacion de células o un subconjunto de la
poblacion de células que no se ha determinado que sean células tumorales; detectar la presencia o la ausencia de un
cuarto marcador en la muestra de sangre que se une selectivamente a las células tumorales circulantes en el que dicho
cuarto marcador es el antigeno 5T4 humano; y, analizar la poblacién de células detectada por los marcadores primero,
segundo, tercero y cuarto para identificar y caracterizar las células tumorales circulantes.

En otra realizacién, el procedimiento para detectar la presencia o la ausencia de células tumorales circulantes positivas
para 5T4 en un mamifero sospechoso de tener cancer positivo para 5T4 indica la presencia de cancer positivo para 5T4
en estadio temprano, un estado libre de enfermedad o un estado de enfermedad no medible en el sujeto mamifero.
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En ofra realizacion, la presencia o ausencia de las células tumorales circulantes en la muestra de sangre indica la gestién
de la terapia durante la terapia de cancer positivo para 5T4 o la recuperacién del cancer.

En otra realizacién, la poblacién de células es una poblacién de células mixta, el sustrato es un sustrato plano, un
dispositivo microfluidico o un cartucho que contiene una poblacion de células enriquecida.

En otra realizacion, la colocacion de la muestra de analisis en el sustrato forma una monocapa bioldgica.

En otra realizacién, la poblacién de células se analiza por medio de detalle nuclear, contorno nuclear, presencia o
ausencia de nucleolos, calidad de citoplasma o cantidad de citoplasma, en el que dicho analisis usa DAPI.

En otra realizacion, la poblacién de células se analiza midiendo células intactas con una alta relacién nuclear a
citoplasmica, células intactas con una baja relacién nuclear a citoplasmica, células apoptoticas tempranas o células
apoptoticas tardias, e identificando las células tumorales circulantes.

En otra realizacion, el primer marcador, el segundo marcador, el tercer marcador y el cuarto marcador son marcadores
fluorescentes.

En ofra realizacion, el primer marcador es una tincion citolégica para identificar la célula tumoral circulante por medio de
la morfologia, el tamafio o la relacion nuclear a citoplasmica.

En otra realizacion, la tincion citolégica es DAPI.
En otra realizacion, la tincion citoldgica es la tincion de Wright-Giemsa.
En otra realizacion, el segundo marcador o el tercer marcador es un marcador especifico de célula.

En oftra realizacion, el marcador especifico de célula es citoqueratina, CD45, y segun la presente divulgacion, M30,
receptor de quimiocinas, CXCR1, CXCR4, CD44, CD24, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, EGFR o HuR.

En otra realizacion, la deteccion de la presencia del primer marcador, la presencia del segundo marcador, la presencia del
tercer marcador o la presencia del cuarto marcador, comprende ademas analizar la poblacién de células por medio de
unién celular al sustrato, escanear la poblacién de células en el sustrato y tomar imagenes de las células mediante
microscopia digital usando reubicacion.

En otra realizacion, la deteccién de células tumorales circulantes positivas para 5T4 en la muestra de sangre indica la
presencia de cancer positivo para 5T4, en el que dicho cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en carcinomas
de vejiga, de mama, de cuello uterino, colorrectal, de endometrio, de rifién, de higado, de pulmon, de eséfago, de ovario,
de préstata, de pancreas, de piel, de estdmago y de testiculos. Preferiblemente, dicho cancer se selecciona de entre el
grupo que consiste en carcinomas colorrectal, de mama, pancreatico y de células de pulmén no pequefias.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer positivo para 5T4 en un sujeto
mamifero sospechoso de tener cancer positivo para 5T4, que comprende: analizar una muestra de sangre del sujeto, en el
que la muestra de sangre comprende una poblacién de células; colocar la muestra de sangre sobre un sustrato; detectar
la presencia o la ausencia de un primer marcador en la muestra de sangre que se une selectivamente a las células
nucleadas; detectar la presencia o la ausencia de un segundo marcador en la muestra de sangre que se une a las células
tumorales circulantes; detectar la presencia o la ausencia de un tercer marcador en la muestra de sangre que se une a la
poblacion de células o a un subconjunto de la poblacion de células que no se ha determinado que sean células tumorales;
detectar la presencia o la ausencia de un cuarto marcador en la muestra de sangre que se une selectivamente a las
células tumorales circulantes en el que dicho cuarto marcador es antigeno 5T4 humano; y, analizar y cuantificar la
poblacion de células detectada por los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto para identificar y caracterizar las
células tumorales circulantes.

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento en el que dicha cuantificacion del antigeno 5T4 humano
en las células tumorales circulantes se usa para generar una puntuacion H, en la que dicha puntuaciéon H se usa para
seleccionar una poblacién de pacientes con cancer positivo para 5T4, y en la que dichas células tumorales circulantes se
caracterizan utilizando un ensayo de 5T4 de 4 colores optimizado.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento de cribado de un conjugado anticuerpo-farmaco para el
tratamiento del cancer positivo para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de tener cancer, que comprende: administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva del conjugado anticuerpo-farmaco al sujeto sospechoso de tener cancer; analizar
una muestra de sangre del sujeto antes y después del tratamiento con el farmaco candidato, en el que la muestra de
sangre comprende una poblacién de células sospechosas de contener células tumorales circulantes positivas para 5T4;
colocar la muestra de sangre sobre un sustrato; detectar la presencia o la ausencia de un primer marcador en la muestra
de sangre que se une selectivamente a las células nucleadas; detectar la presencia o la ausencia de un segundo
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marcador en la muestra de sangre que se une a las células tumorales circulantes; detectar la presencia o la ausencia de
un tercer marcador en la muestra de sangre que se une a la poblacion de células o a un subconjunto de la poblacion de
células que no se ha determinado que sean células tumorales; detectar la presencia o la ausencia de un cuarto marcador
en la muestra de sangre que se une selectivamente a las células tumorales circulantes en el que dicho cuarto marcador es
antigeno 5T4 humano; y analizar la poblacion de células detectada por los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto
para identificar la célula tumoral circulante en la muestra de sangre antes del tratamiento con el conjugado anticuerpo-
farmaco en comparacion con después del tratamiento con el conjugado anticuerpo-farmaco, en el que un cambio en la
relacion de las células tumorales circulantes positivas para 5T4 a las células tumorales circulantes negativas para 5T4 en
la muestra de sangre después del tratamiento en comparacion con la relacién de las células tumorales circulantes
positivas para 5T4 a negativas para 5T4 en la muestra de sangre antes del tratamiento puede indicar la eficacia del
conjugado anticuerpo-farmaco para reducir las células tumorales circulantes positivas para 5T4, en el que dicho
compuesto conjugado anticuerpo-farmaco es anti-5T4-A1-mcMMAF.

En una realizacion, la invencién proporciona un procedimiento de deteccién de células tumorales circulantes positivas
para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de tener cancer positivo para 5T4, que comprende: analizar una muestra de
sangre del sujeto, en el que la muestra de sangre comprende una poblacion de células; colocar la muestra de sangre
sobre un sustrato; detectar la presencia o la ausencia de células nucleadas usando un primer marcador en la muestra de
sangre que se une selectivamente a células nucleadas en el que dicho primer marcador es DAPI; detectar la presencia o
la ausencia de un segundo marcador en la muestra de sangre que se une a las células tumorales circulantes en el que
dicho segundo marcador es citoqueratina; detectar la presencia o la ausencia de un tercer marcador en la muestra de
sangre que se une a la poblacién de células o a un subconjunto de la poblacion de células que no se ha determinado que
sean células tumorales, en el que dicho tercer marcador es CD45; detectar la presencia o la ausencia de un cuarto
marcador en la muestra de sangre que se une selectivamente a las células tumorales circulantes en el que dicho cuarto
marcador es antigeno 5T4 humano; y, analizar la poblacién de células detectada por los marcadores primero, segundo,
tercero y cuarto para identificar y caracterizar las células tumorales circulantes.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1a compara el intervalo de expresion de 5T4 utilizado en el calculo de una puntuacion H.

La Fig. 1b proporciona lineas celulares de calibracion que representan los umbrales establecidos para la expresion baja,
media y alta de 5T4 en el cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC).

La Fig. 2a muestra el grafico de dispersion de la expresion de 5T4 para CTCs individuales y agrupaciones de CTC de
muestras de pacientes con CPNM analizadas con el ensayo de diagnostico de 5T4 de 4 colores, optimizado.

La Fig. 2b muestra los datos de 17 muestras de pacientes con CPNM analizadas con el ensayo diagndstico de 5T4 de 4
colores optimizado y las puntuaciones H calculadas usando las lineas celulares de calibracion.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende cominmente una persona experta en la técnica a la que se pertenece la invencion.
Aunque en la practica puede usarse cualquier procedimiento y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria para ensayar la presente invencién, en la presente memoria se describen los materiales y los
procedimientos preferidos. En la descripcion y en las reivindicaciones de la presente invencion, se usara la siguiente
terminologia.

5T4 se refiere al antigeno oncofetal 5T4, una glucoproteina transmembrana altamente glicosilada de 72 kDa que
comprende un nucleo no glicosilado de 42 kDa (véase la patente US N° 5.869.053). El 5T4 humano se expresa en
numerosos tipos de cancer, incluyendo, pero sin limitarse a, carcinomas de vejiga, de mama, de cérvix, de colon, de
endometrio, de rifidn, de pulmdn, de esdfago, de ovario, de prostata, de pancreas, de piel, de estdmago y de testiculos. Se
ha demostrado que las células altamente tumorigenas, denominadas también células madre cancerosas o células
iniciadoras de tumores, tienen niveles elevados de expresion de 5T4 (documento WO2010/111659). Los anticuerpos anti-
5T4 incluyen anticuerpos que se unen especificamente al antigeno 5T4 humano (véase la patente US N° 8.044.178).

"Monocapa biolégica" se refiere a una muestra de sangre que puede existir en varios estados de separacion o de
purificacion celular. Por ejemplo, la monocapa biolégica puede purificarse parcialmente y puede contener células
mononucleares y otras células después de que haya ocurrido la lisis de los glébulos rojos.

"La clasificacion de la poblacién de células antes de montar la muestra en un sustrato” se refiere a la eliminacion de un
subconjunto de la poblacion de células de la muestra, por ejemplo, la muestra de sangre. La clasificacion puede ocurrir
por lisis celular selectiva y centrifugacion de una subfraccion de células. La clasificacion puede ocurrir también usando un
marcador celular fluorescente y una clasificacion de células activada por fluorescencia. La clasificacion de células para un
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marcador celular puede ocurrir como una seleccidon positiva para células tumorales circulantes o como una seleccion
negativa para eliminar células no tumorales.

El "sustrato" contiene la muestra de ensayo, por ejemplo, una muestra de sangre que contiene células montadas para su
deteccion y andlisis. En un aspecto, el sustrato puede ser plano. En un aspecto adicional, el sustrato puede tener cierta
curvatura.

"Sujeto”, "sujeto mamifero" o "paciente" se refiere a cualquier paciente o sujeto mamifero al que pueden aplicarse los
procedimientos de la invencion. "Mamifero" se refiere a pacientes humanos y primates no humanos, asi como a animales
experimentales, tales como conejos, ratas, ratones y otros animales. En una realizacion ejemplar, de la presente
divulgacion, para identificar los pacientes sometidos a tratamiento segun los procedimientos de la divulgacion, se emplean
procedimientos de cribado aceptados para determinar los factores de riesgo asociados con una enfermedad o afeccion
objetivo o sospechada, por ejemplo, cancer positivo para 5T4, o para determinar el estado de una enfermedad o afeccion
existente en un sujeto. Estos procedimientos de cribado incluyen, por ejemplo, examenes convencionales para determinar
los factores de riesgo que pueden estar asociados con la enfermedad o la afeccién objetivo o sospechada. Estos y otros
procedimientos de rutina permiten al médico seleccionar pacientes que necesitan terapia mediante el uso de los
procedimientos y de las formulaciones de la divulgacion.

"Muestra de sangre", "espécimen de sangre", "muestra de ensayo" y "muestra de sangre" se usan indistintamente y se
definen como la cantidad de sangre extraida o tomada de un sujeto, generalmente mediante una estructura de puncion
venosa o de puncion transcutanea de una vena con un estilete o canula rigido afilado que transporta un catéter de plastico
flexible o mediante una aguja de acero fijada a una jeringa o un catéter, para su uso en pruebas médicas que incluyen
pruebas de diagndstico.

"Cancer", "tumor maligno", "tumor solido" o "trastorno hiperproliferativo" se usan como términos sinénimos y se refieren a
cualquiera de una serie de enfermedades que se caracterizan por una proliferacion incontrolada, anormal, de células
positivas para 5T4, la capacidad de las células positivas para 5T4 afectadas para diseminarse localmente o a través del
torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo (es decir, se metastatizan), asi como cualquiera de una
serie de caracteristicas estructurales y/o caracteristicas moleculares.

Un "primer marcador”, un "segundo marcador”, un "tercer marcador" y un "cuarto marcador" identifican una célula tumoral
circulante mediante una tincion citoldgica o mediante un marcador especifico de la célula y se definen en las
reivindicaciones. En la divulgacion mas amplia pueden preverse mas marcadores. El primer marcador es una tincién
citolégica que incluye, pero que no se limita a, DAPI, tincion de Wright-Giemsa o tal como se divulga otras tinciones
citolégicas conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, B.F. Atkinson, Atlas of Diagnostic Cytopathology. 22 edicion, W.B.
Saunders Company, Ed., 2003. Los marcadores segundo y tercero son marcadores especificos de célula que incluyen,
pero que no se limitan a, marcadores para citoqueratina, CD45, y segun la divulgacion M30, receptor de quimiocinas,
CXCR1, CXCR4, CD44, CD24, isoformas del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3),
receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), o factor de estabilidad de ARNm HuR. El cuarto marcador se refiere al
antigeno 5T4.

Estos marcadores identifican diversos tipos de células, incluyendo células de origen hematopoyético, citoqueratinas en
células epiteliales, células de cancer de mama, células de cancer de prostata, CD44, receptor de superficie celular que
reconoce acido hialurénico, receptores de quimiocinas, tales como CXCR1 o CXCRA4.

"Clasificacién” en el contexto de células, tal como se usa en la presente memoria, ser refiere tanto a la clasificacion fisica
de las células, tal como puede conseguirse usando, por ejemplo, un clasificador de células activadas por fluorescencia,
asi como al andlisis de células basado en la expresion de marcadores de superficie celular, Por ejemplo, analisis FACS en
ausencia de clasificacion.

"Andlisis de la poblacion de células mediante detalle nuclear, contorno nuclear, presencia o ausencia de nucleolos, calidad
del citoplasma o cantidad de citoplasma" y "analisis de la poblacion de células mediante la medicion de células intactas
con una alta relacién nuclear a citoplasmica, células intactas con una baja relacion nuclear a citoplasmatica, células
apoptéticas tempranas o células apoptéticas tardias, e identificacion de células tumorales circulantes” pueden ocurrir
utilizando técnicas y procedimientos analiticos, tal como se describe en BF Atkinson, id.

La "gestion de la terapia contra el cancer o la recuperacion del cancer” se refiere a las pruebas de diagndstico in vivo o in
vitro para determinar la etapa de progresion del cancer o la efectividad de un tratamiento de terapia contra el cancer
particular.

"Células tumorales circulantes (CTC)" se refiere a células tumorales intactas o a grupos de células tumorales que son
positivas para pan citoqueratina y negativas para CD45. Las CTCs incluyen también células que son positivas para 5T4 y
negativas para CD45; células que son positivas tanto para pan citoqueratina como para 5T4 y negativas para CD45; vy,
células que son morfolégicamente consistentes con células malignas. Anteriormente, se ha informado acerca de
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procedimientos para categorizar y detectar las CTCs (documentos WO2011/028905, WO2011/050103 vy
US2009/0317836).

"Puntuacion H" es una puntuacién ponderada que suma los porcentajes de CTCs dentro de cada categoria (baja, media y
alta) multiplicados por sus respectivos valores de categoria, generando una puntuacion entre 0y 300.

Existen varios procedimientos de deteccion de células tumorales circulantes conocidos en la técnica. El bajo nivel de
concentracién de células epiteliales malignas en las muestras de sangre, aproximadamente una de cada 10° a 107 células
nucleadas totales, las hace dificiles de detectar. La deteccion y la enumeracién de CTCs se ha intentado con varios
procedimientos, que incluyen: PCR, citometria de flujo, enfoques inmunologicos basados en imagenes, técnicas
inmunomagnéticas, técnicas microfluidicas y tecnologia de microchip.

Por ejemplo, el sistema AdnaTest Breast Cancer® utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) para detectar células tumorales circulantes (AdnaGen AG, Langenhagen, Alemania; OncoVista, Inc., San
Antonio, TX). La prueba presenta un procedimiento de enriquecimiento de CTC que utiliza una mezcla patentada de
esferas inmunomagnéticas revestidas con uno de los tres anticuerpos contra antigenos de superficie epitelial. EI nimero
de CTCs se determina a continuacién indirectamente mediante un procedimiento de RT-PCR semicuantitativo.

El CellSearch System™ (Veridex LLC, Warren, NJ) fue desarrollado con el propédsito de detectar las CTCs en sangre
entera. El sistema CellSearch implica una técnica de mezclado de una muestra de sangre con particulas de hierro
revestidas con un anticuerpo que se adhiere a las células epiteliales. A continuacién, las células epiteliales son
distinguidas de los leucocitos por los anticuerpos que han sido marcados con un tinte fluorescente de manera que las
células cancerosas puedan distinguirse y contarse facilmente.

OncoQuick™ (Greiner Bio-One-, Inc. Longwood, FL) es otro sistema de ensayo que se ha desarrollado para detectar
células tumorales circulantes. Este sistema es un sistema de gradiente de densidad mejorado que combina la
centrifugacion con gradiente de densidad y las técnicas basadas en el sistema inmunolégico.

Un procedimiento de enumeracién del nimero de CTCs en una muestra de un paciente que comprende hacer fluir dicha
muestra a través de un dispositivo microfluidico que enriquece de manera selectiva una o mas células tumorales
circulantes se describe en la solicitud de patente US N° 2010/0233693. El dispositivo microfluidico puede enriquecer una o
mas CTCs en base al tamafio, a la afinidad, a la deformabilidad o a la forma.

Un procedimiento de aislamiento y de analisis de las CTCs utilizando un dispositivo de micro-canales se describe en la
solicitud de patente US N° 2010/0255479. Este procedimiento permite capturar objetivos biologicos de la solucion
marcando previamente o mezclando previamente una muestra que contiene una CTC con un compariero de enlace que
se une especificamente a las células para mejorar la captura de la CTC en un dispositivo de micro-canales.

Cada uno de los procedimientos indicados anteriormente de deteccidn de células tumorales circulantes requiere una etapa
de enriquecimiento celular. Una caracteristica distintiva de la presente invencion es un ensayo sin enriquecimiento que
demuestra la capacidad de identificar un nimero significativo de CTCs en una mayoria de los pacientes con cancer
positivo para 5T4.

Un aspecto de la presente invencion se refiere en general a un procedimiento de deteccién de células tumorales
circulantes positivas para 5T4 (CTCs) en un sujeto mamifero o un procedimiento de diagnéstico de un cancer positivo
para 5T4 en estadio temprano en un sujeto mamifero. La presente invencién se refiere ademas a un procedimiento de
cribado de un compuesto candidato a farmaco en un sujeto mamifero para el tratamiento de un cancer positivo para 5T4.

Se proporciona un procedimiento de deteccion de CTCs positivas para 5T4 en el sujeto mamifero que comprende obtener
del mamifero sospechoso de tener cancer, una muestra de sangre que comprende una poblaciéon de células mixtas
sospechosas de contener CTCs, montar las células sanguineas y las CTCs en un sustrato para formar una monocapa
bioldgica, detectar en la monocapa biolégica un primer marcador que se une selectivamente a las células nucleadas,
detectar en la monocapa bioldgica un segundo marcador que se une a las CTCs, detectar en la monocapa bioldgica un
tercer marcador que se une a la poblacion de células mixta o a un subconjunto de la poblacién de células mixta, detectar
en la monocapa biolégica un cuarto marcador que se une selectivamente a las células positivas para 5T4, analizar la
poblacion de células detectada por los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto para identificar las CTCs; la
presencia de las CTCs en la muestra de sangre que indica la presencia de cancer positivo para 5T4 o cancer positivo para
5T4 en estadio temprano en el sujeto mamifero. La presencia o la ausencia de las CTCs en la muestra de sangre puede
indicar la presencia de un estado libre de enfermedad o un estado de enfermedad no medible en el sujeto mamifero.

El procedimiento proporciona un protocolo de unién celular para identificar células derivadas de epitelio dentro de una
muestra de sangre, junto con un procedimiento de deteccion de CTCs positivas para 5T4 en la sangre de pacientes con
cancer. En este protocolo, los glébulos blancos (GBs) vivos, por ejemplo, los leucocitos y otras células de la sangre se
aislan en un portaobjetos, por ejemplo, como una monocapa biolégica. Los leucocitos incluyen, pero no se limitan a:
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linfocitos T; monocitos, eosindfilos y neutrofilos, implicados en la fagocitosis; y basdfilos implicados en la respuesta
inflamatoria.

El procedimiento proporciona ademas el marcado fluorescente de los glébulos blancos y las CTCs unidos en portaobjetos
adhesivos revestidos especialmente. Las células se marcan de manera fluorescente con un primer marcador que se une
selectivamente a las células nucleadas en el que dicho primer marcador es DAPI, un segundo marcador que se une a las
células tumorales circulantes en el que dicho segundo marcador es citoqueratina (CK) un componente esencial de las
CTCs, un tercer marcador que se une a la poblacién de células o a un subconjunto de la poblacion de células que no se
ha determinado que sean células tumorales, dicho tercer marcador es CD45, y un cuarto marcador que se une
selectivamente a las células tumorales circulantes en el que dicho cuarto marcador es el antigeno 5T4 humano. A
continuacioén, el portaobjetos se escanea en busca de sitios de fluorescencia y se analiza con computacion de alto
rendimiento que utiliza algoritmos que ponderan los parametros celulares detectados por los marcadores primero,
segundo, tercero y cuarto para identificar y caracterizar las células tumorales circulantes.

El procedimiento proporciona ademas procedimientos que utilizan microscopia fluorescente y el protocolo de union celular
para investigar la prevalencia de las CTCs en pacientes con cancer positivo para 5T4. Una ventaja adicional del
procedimiento permite a un patdlogo reubicar y examinar las células de interés para la confirmacion y la caracterizacion
patolégica. En la presente divulgacion, el protocolo incluye ademas eliminar el cubreobjetos y/o solubilizar el medio de
montaje soluble en agua en cada portaobjetos tefiido fluorescentemente y volver a tefiir las mismas células usando un
segundo marcador de células, por ejemplo, una tincion de Wright-Giemsa estandar, para proporcionar informacion
adicional acerca de la morfologia, del tamafio y de la heterogeneidad de las CTCs. Las células raras individuales CK*
conocidas y las agrupaciones de células raras localizadas mediante calculos de alto rendimiento y el protocolo de unién
celular pueden evaluarse morfolégicamente. Aunque las imagenes fluorescentes de las CTCs han ayudado a su
identificacion verificada, la tincion de Wright-Giemsa ha proporcionado informacion citolégica adicional sobre las CTCs.
En un aspecto adicional de la divulgacion, el procedimiento puede usarse para evaluar diferentes marcadores celulares
que son especificos para un estado de enfermedad, un tipo de célula o un estado de célula.

La capacidad de detectar y caracterizar las CTCs tiene el potencial de ayudar en el diagnostico y en el tratamiento
individualizado de pacientes con cancer positivo para 5T4s. Debido a su rareza, se requieren procedimientos especiales
para investigar las CTCs. La presente divulgacion proporciona un enfoque de biopsia en fase fluida que permite el uso de
procedimientos citopatolégicos estandar para la caracterizacion morfolégica detallada de las CTCs en la sangre obtenida
de pacientes con cancer y proporciona detalles de las caracteristicas citoldgicas de un espectro de CTCs sin usar
enriquecimiento basado en proteinas de superficie. Las células nucleadas recuperadas de la sangre entera se depositan
en portaobjetos adhesivos, se marcan de manera inmunofluorescente y se analizan para detectar CTCs positivas para
5T4 mediante microscopia digital. La combinacién de estas técnicas con los procedimientos de tincion de rutina permite la
identificacion y la evaluaciéon de las CTCs mediante microscopia optica. Usando procedimientos patolégicos
convencionales para observar las células, las CTCs exhiben un alto grado de pleomorfismo inter- e intra- pacientes en
preparaciones de sangre entera, y las CTCs intactas se identifican con relaciones de relacion nuclear a citoplasmica tanto
altas como bajas junto con las CTCs que exhiben signos apoptdticos. Las observaciones morfolégicas sugieren que el
espectro completo de células presentes en los sitios de tumores primarios y metastasicos puede verse también circulando
en la sangre, y ademas proporciona un posible marco de clasificacion morfolégica dentro del cual investigar las
propiedades de los subconjuntos celulares implicados en la metastasis.

Microscopia Digital Automatizada. Las coordenadas de las células prospectivas se introducen al sistema de imagenes de
eventos raros (REIS), un sistema de microscopia digital de escaneo completamente automatizado. Los componentes de
hardware del REIS y el software de escaneo patentado se han descrito en detalle en otra parte (Krivacic et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 101: 10501-10504, 2004).

Mediciones. Los objetos fluorescentes detectados se analizan con operaciones de filiro de software para diferenciar las
células raras de los falsos positivos. Debido a que las celdas son generalmente mas pequefas que la resolucion del punto
laser (20 um), el primer filtro pasa todos los objetos cuyo tamafio esta por debajo de un umbral de tamafio (20 um). Un
segundo filtro analiza la relacion entre las intensidades de la fluorescencia desde diferentes canales para eliminar los
agregados de tintes homogéneos, un artefacto comun de la tincién por inmunofluorescencia.

Una muestra puede prepararse como una monocapa biolégica extrayendo una muestra de un fluido biolégico que incluye,
pero que no se limita a, sangre o partes de sangre de un sujeto. En un aspecto, la muestra es una monocapa de células.
La muestra de fluido se trata con un material fluorescente, tal como, pero que no se limita a, un colorante marcador, que
se une selectivamente a diferentes tipos de moléculas bioldgicas, que pueden estar en la superficie o en el interior de la
célula, tales como proteinas, acidos nucleicos u otras moléculas. En la técnica se conocen marcadores adecuados para
marcar un numero de diferentes tipos de células de interés clinico, incluyendo tipos de células cancerosas seleccionadas,
células fetales u otras células apropiadas que deben considerarse. Pueden desarrollarse marcadores para muchas otras
células, tales como las células cerebrales, las células hepaticas, asi como células bacterianas, entre otras. El material
emite una salida caracteristica, tal como fluorescencia o fosforescencia, sensible a una irradiacion de excitacion
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seleccionada, tal como la irradiacion de una longitud de onda o espectro de luz seleccionados, irradiacion de rayos X,
irradiacion de electrones, etc. La luminiscencia caracteristica tiene tipicamente una longitud de onda caracteristica o un
rango espectral de longitudes de onda. Aunque los tintes son el procedimiento de marcado predominante, existen otras
técnicas que incluyen el uso de marcadores conocidos como puntos cuanticos y sondas de nano-particulas de ADN.

En la presente memoria, se divulga y se proporciona un procedimiento de obtencién de una posicién de una célula rara,
por ejemplo, una célula tumoral circulante (CTC) positiva para 5T4 dentro de una monocapa biolégica. véase, por
ejemplo, la solicitud US N° 2004/0131241. Un portaobjetos que transporta al menos una célula rara y tiene marcas de
reticula dispuestas en posiciones que forman un angulo sustancialmente recto, es posicionado en un soporte de
portaobjetos de un primer sistema de obtencion de imagenes. Se define un primer espacio de coordenadas del sistema de
obtencion de imagenes y se designan las coordenadas de las marcas de reticula en el primer espacio de coordenadas. Se
define un segundo espacio de coordenadas de un segundo sistema de obtencién de imagenes, y se designan las
coordenadas de las marcas de reticula en el segundo espacio de coordenadas. Usando las coordenadas designadas de
las marcas de reticula del primer espacio de coordenadas, se calculan los parametros de conversién de coordenadas.
Posteriormente, se designan las coordenadas de al menos un objeto en el primer espacio de coordenadas, y las
coordenadas del primer espacio de coordenadas del objeto se convierten a coordenadas Unicas en un segundo espacio
de coordenadas, usando los parametros de conversion de coordenadas.

Una vez localizada la célula rara o la CTC, puede retirarse el cubreobjetos de la monocapa biolégica o los medios de
montaje solubles en agua pueden solubilizarse en cada portaobjetos tefiido con fluorescencia. Las mismas células pueden
volverse a tefiir usando un segundo marcador de células, por ejemplo, la tinciéon de Wright-Giemsa estandar para
proporcionar informacién sobre la morfologia, el tamafio y la heterogeneidad de la CTC. Las células raras individuales
(CK™) positivas para citoqueratina conocidas y los grupos de células raras pueden situarse y evaluarse morfolégicamente.
Aunque las imagenes fluorescentes de las CTCs han ayudado a su identificacion verificada, la tincion de Wright-Giemsa
ha proporcionado informacién adicional acerca de las CTCs.

Tal como se divulga, este procedimiento puede usarse para evaluar diferentes marcadores celulares que son especificos
para una enfermedad, un estado de enfermedad, un tipo de célula o un estado celular. Los procedimientos de la presente
invencién ayudaran a la caracterizacion de las CTC. Permite una verificacion de alta calidad de las CTCs a partir de
sangre obtenida de pacientes con cancer positivo para 5T4 sin enriquecimiento, y proporciona informacion acerca de la
morfologia y las caracteristicas de las CTCs.

La busqueda de CTCs metastasicas raras sugiere que muchas CTCs son apoptoticas e incapaces de formar metastasis y
estima que solo 1 célula cancerosa diseminada en 10.000 puede incluso establecer una metastasis. De esta manera, la
deteccion, la clasificacion morfolégica y la caracterizacion molecular de estas células raras podrian ser el objetivo de
terapias novedosas y dirigidas, demostrando la importancia clinica de las CTCs.

Tratamiento del cancer

Un procedimiento de tratamiento del cancer es la inmunoterapia, en la que un anticuerpo especifico para el antigeno 5T4
puede conjugarse con un farmaco adecuado, como un agente citotoxico o citostatico, un agente inmunosupresor, un
radiois6topo, una toxina, etc. El conjugado anticuerpo farmaco (ADC) puede usarse para administrar un medicamento a
una célula tumoral positiva para 5T4 o a una célula cancerosa en un paciente. Los ADCs para el tratamiento de los
canceres positivo para 5T4s se han divulgado en la patente US N° 8.309.094. Los ejemplos de ADCS son 5T4-A1-
mcMMAF, 5T4-A1-veMMAE y 5T4-vc-MMAD, en el que 5T4-A1 es un anticuerpo humanizado que se une especificamente
al antigeno 5T4 y MMAE, MMAE y MMAD son derivados de la auristatina. Se ha demostrado que las auristatinas
interfieren con la dinamica de los microtubulos y la divisién nuclear y celular y tienen actividad anticancerigena.

Ensayo de diagnéstico

Una realizacion de la presente invencion se ilustra en la Figura 1a donde la cuantificacion del antigeno 5T4 en las CTCs
se usa para generar una 'Puntuacién H' sumando los porcentajes de CTCs dentro de cada categoria multiplicados por sus
valores de categoria respectivos, generando una puntuacion entre 0 y 300. Tal como se muestra en la Figura 1b, el
sistema de puntuacion utiliza la expresion 5T4 determinada por el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado descrito en el
Ejemplo 1 usando el panel de lineas celulares NSCLC seleccionadas en base a los niveles de expresion de 5T4. Estos
niveles se confirmaron mediante experimentos de tincidon inmunocitoldgica estandar (ICC). Estas lineas celulares
representan niveles de expresion de 5T4 altos (lineas celulares MDA-MB-435 y NCI-H226), medios (lineas celulares NCI-
H1975 y MDA-MB-361) y bajos (lineas celulares NCI-H522 y NCI-H2122). El nivel medio de expresion de 5T4 en cada
una de estas lineas se uso para establecer los umbrales para la expresion alta, media y baja de 5T4 en este ensayo.

En otra realizacién de la presente invencién, los pacientes con cancer son cribados para la presencia de CTCs que
expresan el antigeno 5T4 utilizando el ensayo de diagndstico de 4 colores de 5T4 optimizado descrito en el Ejemplo 1.
Este ensayo ayudara a determinar el nivel de expresion del antigeno 5T4 en las CTCs mediante la enumeracion y la
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caracterizacion de las CTCs, asi como la determinacion de una correlacion entre la expresion de las CTCs de 5T4 diana y
la expresion de 5T4 en el tumor primario. El grafico de dispersion de la expresion de 5T4 mostrado en la Figura 2a
corresponde tanto a CTCs individuales como a clusteres de CTCs calibrados por las lineas celulares de control. Ta como
se muestra en la Figura 2b, 17 muestras de pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) se
procesaron con el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado. De esta manera, el ensayo de 4 colores de 5T4 de la presente
invencién se usa para determinar una categoria de puntuacion H que, a continuacion, se usa en el célculo de la
puntuaciéon H. Finalmente, el ensayo de diagndstico que identifica las CTCs objetivo que expresan 5T4 se usara para
identificar una poblacién de pacientes con cancer tratable y como un medio de monitorizacién de las CTCs en los
pacientes con cancer durante el tratamiento con un ADC, tal como 5T4-A1-mcMMAF.

Un aspecto adicional de la presente invencién es el uso de la Puntuacién H como un sistema de puntuacién preliminar
para caracterizar 5T4 en las CTCs. Tal como se ha indicado anteriormente, la puntuacién H es una puntuacién ponderada
que suma los porcentajes de CTCs dentro de cada categoria multiplicados por sus respectivos valores de categoria,
generando una puntuacion entre 0 y 300. Las CTCs se dividen en 4 categorias (0-3) en base a la expresion de 5T4
individual tal como se muestra en la Fig. 1a. Debe haber presentes un minimo de 10 CTCs para poder calcular una
puntuacion H razonablemente Util.

Para los pacientes, las puntuaciones H se calcularan de dos maneras: (1) Puntuacion H tradicional (THS): la intensidad
promedio de 5T4 de cada evento (CTC individual o agrupacién de CTCs) se cuenta como un Unico punto de datos; (2)
Puntuacion H ponderada por agrupacion (CWHS): cada intensidad de 5T4 promedio de las CTCs (individual o dentro de
una agrupacion) se cuenta como un Unico punto de datos.

Un ejemplo de un calculo de puntuacion H que utiliza los valores para la categoria de puntuacién H y el % de CTCs por
categoria es el siguiente: Puntuacion H Categoria 0 (1,5% de CTCs); Puntuacion H Categoria 1 (15,0% de CTCs);
Puntuacion H Categoria 2 (68% de CTCs); Puntuacion H Categoria 3 (15,5% de CTCs). Puntuacion H = (1,5 x 0) + (15,0
X2)+(68,0x2)+(15,5x 3) =198

A continuacion, la puntuacion H puede utilizarse para seleccionar la poblacién de pacientes que tendria la mayor
probabilidad de éxito para el tratamiento con un ADC, como 5T4-A1-mcMMAF u otros ADC especificos de 5T4. La Figura
2b proporciona el calculo de la puntuacion H para 14 de 17 pacientes con NSCLC que utilizan el ensayo de 4 colores de
5T4 de la presente invencion.

En otras divulgaciones, se proporcionan procedimientos de tratamiento del cancer, incluyendo la identificacion de un
paciente que tiene cancer positivo para 5T4 mediante la identificacion de CTCs positivas para 5T4 con el ensayo de 4
colores de 5T4 optimizado, la clasificacion de dicho paciente mediante la determinacién de una puntuacion H y la
administracion a un paciente que lo necesita de una cantidad efectiva de un ADC que se una especificamente a un cancer
positivo para 5T4. Ademas, el paciente es monitoreado a intervalos durante la terapia para detectar la presencia de CTCs
positivas para 5T4 utilizando el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado. La deteccién de un numero reducido de células
tumorales circulantes positivas para 5T4 en la muestra de sangre después del tratamiento con un ADC en comparacion
con el numero de células tumorales circulantes positivas para 5T4 en una muestra de sangre antes del tratamiento con el
ADC puede indicar la efectividad del compuesto de conjugado anticuerpo farmaco en el tratamiento del cancer positivo
para 5T4 en el sujeto mamifero.

En otra realizacién, un analisis de la poblacion de células utilizando el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado para
identificar y caracterizar las células tumorales circulantes en las muestras de ensayo antes del tratamiento con el
conjugado anticuerpo-farmaco en comparacion con después del tratamiento con el conjugado anticuerpo-farmaco, en el
que un cambio en la relacién de las células tumorales circulantes positivas para 5T4 a negativas para 5T4 en la muestra
de sangre después del tratamiento en comparacion con la relacion de células tumorales circulantes positivas para 5T4 a
negativas para 5T4 en una muestra de sangre antes del tratamiento puede indicar la eficacia del conjugado anticuerpo-
farmaco en la reduccién de las células tumorales circulantes positivas para 5T4.

En algunas divulgaciones, el procedimiento de tratamiento del cancer incluye identificar a un paciente que tiene cancer
positivo para 5T4 identificando las CTCs positivas para 5T4 con el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado y administrar a
dicho paciente una cantidad efectiva de un ADC que se une especificamente a un cancer positivo para 5T4 en
combinacion con un agente quimioterapéutico. El agente quimioterapéutico es aquel con el que no se ha encontrado que
el tratamiento del cancer sea refractario. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico es aquel con el que se ha
encontrado que el tratamiento del cancer es refractario. EIl ADC puede administrarse a un paciente que ha sido sometido
también a un tratamiento, como una cirugia para el tratamiento del cancer. En otra realizacion, el procedimiento adicional
de tratamiento es la radioterapia. Ademas, el paciente es monitoreado a intervalos durante la terapia para detectar la
presencia de CTCs positivas para 5T4 utilizando el ensayo de 4 colores de 5T4 optimizado.
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Etiqueta detectable

El marcador o grupo detectable particular usado en el ensayo puede ser detectable por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos. El tipo particular de marcador no es un
aspecto critico de la invencién, siempre que no interfiera significativamente con la unién especifica de un anticuerpo al
marcador celular en la célula o la célula tumoral circulante usada en el ensayo. El grupo detectable puede ser cualquier
material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Dichos marcadores detectables han sido bien desarrollados
en el campo de los ensayos o inmunoensayos y, en general, la mayoria de los marcadores utiles en dichos
procedimientos pueden aplicarse a la presente invencion. De esta manera, un marcador es cualquier composicion
detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos. Los
marcadores Utiles en la presente invencion incluyen los tintes fluorescentes AlexaFlour® (Invitrogen), las perlas
magnéticas (por ejemplo, Dynabead.TM.), los tintes fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas,
rodamina, etc.), marcadores radioactivos, otros agentes de obtencién de imagenes tales como microburbujas (para
imagenes de ultrasonido), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras usadas
comunmente en un ELISA) y marcadores calorimétricos tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreado
(por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

El marcador puede acoplarse directa o indirectamente al componente deseado del ensayo segun procedimientos bien
conocidos en la técnica. Tal como se ha indicado anteriormente, puede usarse una amplia variedad de marcadores, en el
que la eleccién del marcador depende de la sensibilidad requerida, de la facilidad de conjugacion con el compuesto, de los
requisitos de estabilidad, de la instrumentacion disponible y de las disposiciones de eliminacion.

Frecuentemente, los marcadores no radiactivos se unen mediante medios indirectos. Generalmente, una molécula de
ligando (por ejemplo, biotina) se une covalentemente a la molécula. A continuacion, el ligando se une a una molécula anti-
ligando (por ejemplo, estreptavidina) que es intrinsecamente detectable o que esta unida covalentemente a un sistema de
sefializacion, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente. Pueden
usarse una serie de ligandos y anti-ligandos. Cuando un ligando tiene un anti-ligando natural, por ejemplo, biotina, tiroxina
y cortisol, puede usarse junto con los anti-ligandos naturales, marcados. De manera alternativa, cualquier compuesto
hapténico o antigénico puede usarse en combinacién con un anticuerpo.

Las moléculas pueden conjugarse también directamente a compuestos generadores de sefiales, por ejemplo, mediante
conjugacion con una enzima o un fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran principalmente hidrolasas,
particularmente fosfatasas, esterasas y glicosidasas, u oxidorreductasas, particularmente peroxidasas. Los compuestos
fluorescentes incluyen los tintes fluorescentes AlexaFlour® (Invitrogen), fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Los compuestos quimioluminiscentes incluyen luciferina y 2,3-
dihidroftalazinedionas, por ejemplo, luminol. Para una revisién de diversos sistemas de marcado o de produccion de
sefales que pueden usarse, véase la patente US N° 4.391.904.

Los medios para detectar marcadores son bien conocidos por las personas expertas en la técnica. De esta manera, por
ejemplo, cuando el marcador es un marcador radiactivo, los medios para la deteccion incluyen un contador de centelleo o
una pelicula fotografica, como en la autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, puede detectarse
excitando el fluorocromo con la luz de la longitud de onda adecuada y detectando la fluorescencia resultante. La
fluorescencia puede detectarse visualmente, por medio de una pelicula fotografica, mediante el uso de detectores
electronicos, tales como dispositivos de carga acoplada (CCD) o fotomultiplicadores, etc. De manera similar, los
marcadores enzimaticos pueden detectarse proporcionando los sustratos apropiados para la enzima y detectando el
producto de reaccion resultante. Finalmente, los marcadores calorimétricos simples pueden detectarse simplemente
observando el color asociado con el marcador.

Ejemplo 1
Ensayo de diagnéstico de 4 colores de 5T4 optimizado

Se desarrollé un ensayo de 4 canales optimizado para la identificacion de CTCs positivas para 5T4. Las CTCs se tifieron
con cuatro tinciones diferentes y se midieron en cuatro canales separados. Por ejemplo, las CTCs pueden tintarse con
anti-CK-AlexaFluor ®555 (rojo); anti-CD45-AlexaFluor 488® (verde); anti-5T4-AlexaFluor 660® (purpura); y, los nicleos
celulares se tintan de azul con DAPI. Debido a que los tintes fluorescentes AlexaFlour® (Invitrogen) estan disponibles en
muchos colores, hay disponibles combinaciones de tincion alternativas.

Pacientes y recogida de muestras de sangre.

Se recogieron muestras de pacientes con cancer metastasico en tubos de sangre anticoagulados y se procesaron en 24
horas. Se extrajeron también muestras de sangre de los controles normales.

Procesamiento de las muestras de sangre para la deteccion de CTCs

Las muestras de sangre se sacudieron durante 5 minutos antes de realizar el recuento de glébulos blancos (WBC) usando
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el sistema Hemocue WBC (HemoCue, Suecia). En base al recuento de WBC, un volumen de sangre se sometio a lisis de
eritrocitos (solucion de cloruro de amonio). Después de la centrifugacion, las células nucleadas se volvieron a suspender
en PBS y se unieron como una monocapa en portaobjetos de vidrio realizados a medida. Los portaobjetos de vidrio tienen
el mismo tamario que los portaobjetos de microscopia estandar, pero tienen un revestimiento patentado que permite una
retencion maxima de células vivas. Cada portaobjetos contiene aproximadamente tres millones de células nucleadas; de
esta manera, la cantidad de células colocadas en placas por portaobjetos dependia del recuento de gldbulos blancos de
los pacientes.

Para la deteccion de CTCs en pacientes con cancer para este estudio, se usaron cuatro portaobjetos como ensayo. Los
portaobjetos restantes creados para cada paciente se almacenaron a -80°C para futuros experimentos. Se descongelaron
cuatro portaobjetos de cada paciente, a continuacion, las células se fijaron con paraformaldehido al 2%, se
permeabilizaron con metanol frio y los sitios de unién no especificos se bloquearon con suero de cabra. Los portaobjetos
se incubaron posteriormente con anticuerpo monoclonal anti-pan citoqueratina (Sigma) y tinte fluorescente CD45-Alexa
(Serotec) durante 40 minutos a 37°C. Después de lavados con PBS, los portaobjetos se incubaron con anticuerpo de
cabra anti-ratén-tinte Fluorescente Alexa (Invitrogen) durante 20 minutos a 37°C. Después de los lavados con PBS, los
portaobjetos se incubaron a continuacién con un anticuerpo anti-5T4-tinte fluorescente Alexa durante 20 minutos a 37°C.
Las células se contrastaron con DAPI durante 10 minutos y se montaron con un medio de montaje acuoso.

Obtencién de imagenes y andlisis técnico

Los cuatro portaobjetos de cada paciente se escanearon usando un microscopio de escaneo fluorescente realizado a
medida que se desarrollé y optimizd para un escaneo rapido y fiable. Cada portaobjetos se escaned completamente con
un aumento de 10x en cuatro colores y produjo mas de 6.900 imagenes. Las imagenes resultantes se pasaron a un
algoritmo de analisis que identifica posibles CTCs candidatas en base a numerosas medidas, incluyendo la intensidad de
citoqueratina, la intensidad de CD45, la intensidad de 5T4, asi como la forma y el tamafio nuclear y citoplasmico. A
continuacién, un analista técnico revisé los posibles candidatos generados por el algoritmo y elimind los candidatos que
obviamente no son células, tales como los agregados de tintes.

Anadlisis e interpretacion profesional.

Todas las posibles CTCs candidatas se presentaron a un hematopatoélogo para su analisis e interpretacion a través de un
informe basado en la Web donde el hematopatélogo incluye o excluye cada célula candidata como CTC. Las células se
clasificaron como CTCs si eran positivas para citoqueratina, positivas para 5T4, negativas para CD45, contenian un
nucleo DAPI intacto sin cambios apoptdticos identificables (ampollas, aspecto degenerado) o una apariencia alterada, y
eran morfolégicamente diferentes de los glébulos blancos circundantes. Las células deben tener un citoplasma que sea
claramente circunferencial y en cuyo interior esté contenido todo el nucleo. El citoplasma puede mostrar cambios
apoptoticos tales como ampollas y densidades irregulares o alteraciones leves en el limite citoplasmico periférico, pero no
debe estar tan alterado que se cuestione su asociacion con el nucleo. Las imagenes se presentaron como imagenes
digitales, con capacidad de visualizacion de canales fluorescentes individuales, asi como una imagen compuesta. Cada
imagen de célula se anot6 con datos estadisticos auxiliares con respecto al tamafio nuclear relativo, a las intensidades de
fluorescencia y a las intensidades de fluorescencia comparativa. Cada candidato a CTC se presenté en un campo de
visién con suficientes globulos blancos circundantes para permitir una comparacion contextual entre las caracteristicas
citomorfoldgicas de la célula en cuestion frente a los glébulos blancos de fondo.

Tincién de Wright-Giemsa. Los cubreobjetos se retiraron de los portaobjetos tefiidos con fluorescencia y se enjuagaron en
PBS. A continuacion, el portaobjetos se inundd con tincion de Wright-Giemsa (Fisher Scientific, Kalamazoo, Michigan)
durante 3 minutos. Se afiadieron 1,5 ml de tampon fosfato pH 6,8 (Fisher Scientific, Kalamazoo, Michigan) al portaobjetos
revestido de tincion y la tincién y el tampdn se mezclaron juntos sacudiéndolos suavemente durante 1 minuto. A
continuacion, la mezcla se dejo reposar en el portaobjetos durante 2 minutos mas antes de enjuagar con agua
desionizada y permitir que se secara al aire.

Las etapas utilizadas en el procedimiento de identificacion y de caracterizacion de CTCs del ensayo de 4 colores de 5T4
optimizado son: (1) preparar los portaobjetos; (2) almacenar los portaobjetos; (3) descongelar y tefiir los portaobjetos; (4)
escanear los portaobjetos; (5) ejecutar algoritmos; y, (6) andlisis e informes técnicos.

El ensayo CTC se desarrollé especificamente teniendo en cuenta el entorno clinico, asi como la necesidad de innovacion
tecnoldgica temprana y la automatizacion futura. Todos los procedimientos de laboratorio siguen estrictos procedimientos
operativos estandar que se han optimizado, probado y validado. La recogida de datos y la identificacién de candidatos se
han automatizado mediante interfaces especificas que permiten la toma de decisiones por parte del patélogo y el
seguimiento subsiguiente de estas decisiones.

Este sistema promete permitir una nueva investigacion en la clasificacion morfolégica y la caracterizacion molecular de
las CTCs, asi como aplicaciones para el cribado en el punto de atencién, la monitorizacion y la gestion de pacientes con

cancer.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccién de células tumorales circulantes positivas para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de
tener cancer positivo para 5T4, que comprende:

analizar una muestra de sangre del sujeto mamifero, en el que la muestra de sangre comprende una poblacién de
células;

montar la muestra de sangre sobre un sustrato;

detectar la presencia o la ausencia de células nucleadas utilizando un primer marcador en la muestra de sangre; en el
que el primer marcador es DAPI;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un segundo marcador en una célula en la muestra de sangre, en
el que el segundo marcador es citoqueratina;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un tercer marcador en la muestra de sangre, en el que el tercer
marcador es CD45;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un cuarto marcador en la muestra de sangre, en el que el cuarto
marcador es antigeno 5T4 humano; v,

analizar los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto en la poblacion de células para identificar y caracterizar las
células tumorales circulantes.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la deteccion de la presencia de células tumorales circulantes
positivas para 5T4 en la muestra de sangre indica la presencia de cancer positivo para 5T4 en etapa temprana en el
sujeto mamifero.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la deteccion de la ausencia de células tumorales circulantes positivas
para 5T4 en la muestra de sangre indica un estado libre de enfermedad o un estado de enfermedad no medible en el
sujeto mamifero, en el que la enfermedad es cancer positivo para 5T4.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la deteccién de la presencia o la ausencia de células tumorales
circulantes positivas para 5T4 en la muestra de sangre indica la gestion de la terapia durante la terapia contra el cancer
positivo para 5T4 o la recuperacion del cancer.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el sustrato
(a) es un sustrato plano,
(b) es un dispositivo microfluidico,
(c) es un cartucho que contiene una poblacién de células enriquecida, o
(d) comprende la muestra como una monocapa biolégica.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el primer marcador, el segundo marcador, el tercer marcador o el
cuarto marcador se detectan usando fluorescencia.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el primer marcador se usa para analizar la poblacion de células
mediante detalle nucleare, contorno nuclear, presencia o ausencia de nucleolos, calidad del citoplasma o cantidad de
citoplasma.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 7, que comprende ademas analizar la poblacion de células mediante la medicién
de células intactas con una alta relacion nuclear a citoplasmica, células intactas con una baja relacion nuclear a
citoplasmica, células apoptéticas tempranas o células apoptdticas tardias, e identificar las células tumorales circulantes y
los grupos de células tumorales circulantes.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 1, que comprende ademas una tincion citoldgica para identificar la célula tumoral
circulante por mediante la morfologia, el tamafio o la relacién nuclear a citoplasmica, en el que la tincién citologica es la
tincion de Wright-Giemsa.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas analizar la poblacién de células mediante la union
de las células al sustrato, escanear la poblacién de células en el sustrato y obtener imagenes de las células mediante
microscopia digital usando reubicacion.
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11. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la deteccion de la presencia de células tumorales circulantes
positivas para 5T4 en la muestra de sangre indica la presencia de cancer 54 positivo en el sujeto mamifero,
opcionalmente, en el que el cancer positivo para 5T4 se selecciona de entre el grupo que consiste en carcinomas de
vejiga, mama, cérvix, colon, endometrio, rifidn, pulmén, eséfago, ovario, prostata, pancreas, piel, estomago y testiculos.

12. Procedimiento de diagndstico de cancer positivo para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de tener cancer positivo
para 5T4, que comprende:

analizar una muestra de sangre del sujeto mamifero, en el que la muestra de sangre comprende una poblacién de
células;

montar la muestra de sangre sobre un sustrato;

detectar la presencia o la ausencia de células nucleadas usando un primer marcador en la muestra de sangre; en el
que el primer marcador es DAPI;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un segundo marcador en una célula en la muestra de sangre; en
el que el segundo marcador es citoqueratina; detectar la presencia o la ausencia de la expresién de un tercer marcador
en una célula en la muestra de sangre; en el que el tercer marcador es CD45; detectar la presencia o la ausencia de la
expresion de un cuarto marcador en una célula en la muestra de sangre, en el que el cuarto marcador es el antigeno
5T4 humano, y

analizar y cuantificar los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto en la poblacién de células para identificar y
caracterizar las células tumorales circulantes, opcionalmente, en el que la cuantificacion del antigeno 5T4 humano en las
células tumorales circulantes se usa para generar una puntuaciéon H, en el que la puntuacion H se usa para seleccionar
una poblacién de pacientes con cancer positivo para 5T4.

13. Procedimiento de cribado de la actividad o la eficacia de un conjugado de anticuerpo-farmaco para el tratamiento del
cancer positivo para 5T4 en un sujeto mamifero sospechoso de tener cancer, que comprende:

analizar una muestra de sangre del sujeto mamifero al que se ha administrado una cantidad terapéuticamente eficaz
del conjugado anticuerpo-farmaco, en el que la muestra de sangre comprende una poblacion de células;

montar la muestra de sangre sobre un sustrato;

detectar la presencia o la ausencia de células nucleadas usando un primer marcador en la muestra de sangre; en el
que el primer marcador es DAPI;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un segundo marcador en una célula en la muestra de sangre; en
el que el segundo marcador es citoqueratina;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un tercer marcador en una célula en la muestra de sangre; en el
que el tercer marcador es CD45;

detectar la presencia o la ausencia de la expresion de un cuarto marcador en una célula en la muestra de sangre; en el
que el cuarto marcador es el antigeno 5T4 humano; y,

analizar los marcadores primero, segundo, tercero y cuarto en la poblacion de células para identificar y caracterizar las
células tumorales circulantes en la muestra de sangre antes del tratamiento con el conjugado anticuerpo-farmaco en
comparacion con después del tratamiento con el conjugado anticuerpo-farmaco,

en el que un cambio en la relacidon de las células tumorales circulantes positivas para 5T4 a las células tumorales
circulantes negativas para 5T4 en la muestra de sangre después del tratamiento en comparacién con la relacion de las
células tumorales circulantes positivas para 5T4 a las células tumorales circulantes negativas para 5T4 en la muestra de
sangre antes del tratamiento puede indicar la eficacia del conjugado anticuerpo-farmaco en la reduccion de células
tumorales circulantes positivas para 5T4, opcionalmente en el que el conjugado anticuerpo-farmaco es anti-5T4-A1-
mcMMAF.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas cuantificar los marcadores primero, segundo,
tercero y cuarto en la poblacién de células para identificar y caracterizar las células tumorales circulantes.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el analisis y la cuantificacion de los marcadores primero, segundo,
tercero y cuarto en la poblacién de células se utilizan para determinar la inclusion o la exclusion de sujetos mamiferos
para el tratamiento de cancer positivo para 5T4.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 12, que comprende ademas la cuantificacion del antigeno 5T4 humano en las
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células tumorales circulantes para generar una puntuacién H, en el que la puntuacién H se usa para seleccionar una
poblacién de pacientes con cancer positivo para 5T4.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 12, 13, 14 o 15, en el que la deteccion de la presencia del primer marcador,
la presencia del segundo marcador, la ausencia del tercer marcador y la presencia del cuarto marcador indica la presencia
de células tumorales circulantes positivas para 5T4.
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FIG. 1A
Expresion 5T4 Nula Baja Media Alta
Categoria Puntuacion H 0 1 2 3
Intervalo de expresion <3 3-8 8-20 =20
de 5T4 Epic
FIG. 1B
Linea celular Puntuacién-H
MDA-MB-435 280
NCI-H226 246
NCI-H1975 197
MDA-MB-361 137
NCI-H522 103
NCI-H2122 83
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FIG. 2B

N°® de paciente | Puntuacion H
9322 69
1077 67
8225 68
8126 35
9394 a7
9511 74
8424 47
1085 47
2079 74
8776 n/a
9497 15
1092 27
9380 19
9689 nfa
8667 47
8661 nfa
8425 61
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