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DESCRIPCION

Células progenitoras hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea y células progenitoras endoteliales como
indicadores pronésticos para el cancer

Referencia cruzada a aplicaciones relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad sobre la solicitud provisional de EE. UU. 61/446.296 presentada el 24 de
febrero de 2011, y la solicitud provisional de EE. UU. 61/525.285, presentada el 19 de agosto de 2011.

Antecedentes de la divulgacion

El cancer de mama sigue siendo el cancer diagnosticado mas cominmente entre las mujeres y la segunda causa de
mortalidad por cancer en los Estados Unidos (Jemal A, et al., CA Cancer J Clin; 60: 277-300 (2010)). A pesar de los
importantes avances en la terapia adyuvante para el cancer de mama en estadios tempranos, los pacientes siguen
teniendo de un 20 a un 50 % de probabilidades de recaida en 10 afios (Brewster AM, et al., J Natl Cancer Inst; 100:
1179-83 (2008)). La metastasis, la etapa final de la progresion del cancer, es responsable de la mayoria de las
muertes relacionadas con el cancer y puede producirse después de un periodo de tiempo extraordinariamente largo
después el diagnostico inicial y el tratamiento (Chiang AC, et al., N Engl J Med; 359: 2814-23 (2008), Saphner T, et
al., J Clin Oncol; 14: 2738-46 (1996)). Tradicionalmente, la probabilidad de metastasis se habia correlacionado con
el tamafio tumoral y el estado ganglionar en el cancer de mama, pero los datos recientes sugieren que el subtipo
molecular puede superar en ultimo término todos los factores prondsticos tradicionales teniendo los subtipos basal y
HER2/neu los peores prondsticos (Perou CM, et al., Nature; 406: 747-52 (2000), Sorlie T, et al., Proc Natl Acad Sci U
S A; 98: 10869-74 (2001), Sorlie T, et al., Proc Natl Acad Sci U S A; 100: 8418-23 (2003), Cheang MC, et al., Annu
Rev Pathol; 3: 67-97 (2008)). Aunque se han hecho grandes avances para delinear los factores de riesgo asociados
con la recurrencia, no existe un ensayo fiable para anunciar una recaida clinica. Hay disponibles varios marcadores
tumorales basados en el suero en la practica clinica para el cancer de mama, sin embargo, habitualmente es
demasiado tarde para una intervencion clinica cuando un marcador tumoral acaba de volverse anormal, para evitar
una recaida latente. Por lo tanto, las directrices de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) no
recomienda la exploracion de rutina con marcadores tumorales como adyuvantes en pacientes con cancer de mama
(Harris L, et al., J Clin Oncol; 25: 5287-312 (2007)).

Esta bien establecido que la angiogénesis tumoral, el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir del
sistema vascular preexistente, asi como la diferenciacion y migracion de células endoteliales, tiene un papel crucial
en el crecimiento y metastasis de los tumores (Folkman J., N Engl J Med; 285: 1182-6 (1971), Carmeliet P, et al.,
Nature; 407: 249-57 (2000)). Sin embargo, se conoce menos con respecto a los mecanismos que permiten la
transicion de las células cancerosas durmientes, u ocultas, a recaida clinica en pacientes de cancer. Las pruebas
emergentes de los modelos preclinicos sugieren que las sefiales derivadas del tumor estimulan el compartimento
quiescente de la médula 6sea, que resulta en la expansion y movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas
(HPC) (BMD) VEGFR1" y células progenitoras endoteliales (EPC) VEGFR2", entre otras. Las HPC migran hacia el
organo diana y forman agrupamientos, o nichos premetastaticos, que proporcionan un microentorno local permisivo
para el reclutamiento de las células tumorales que llegan y el establecimiento de micrometastasis. Entonces se
reclutan EPC para la periferia de las lesiones micrometastaticas donde modulan un cambio angiogénico, la transicién
de lesiones micrometastaticas avasculares a una enfermedad macrometastatica. En estos modelos murinos, la
inhibicién del VEGFR1" reduce significativamente la localizacién de las HPC en el nicho premetastatico y el
desarrollo de metastasis. De manera similar, el bloqueo de la movilizaciéon de EPC inhibe fuertemente la
vasculogénesis e impide la formacion de macrometastasis (Lyden D, et al., Nature Medicine; 7: 1194-201 (2001),
Carmeliet P, et al., Nature; 438: 820-7 (2005), Gao D, et al., Science; 319: 195-8 (2008)).

La contribucion de HPC y EPC a la progresion del cancer humano y la patogénesis se entiende menos. Las HPC se
han implicado en la definicion del nicho premetastatico en los ganglios linfaticos axilares de los pacientes de cancer
de mama y los ganglios linfaticos pélvicos de pacientes de cancer de prostata (Kaplan RN, et al., Nature; 438: 820-7
(2005), Fujita K, et al., Cancer Sci; 100: 1047-50 (2009)). Una revision del papel de las HPC VEGF1" en el inicio de
los cambios tempranos en tejidos premetastaticos se proporciona en Kaplan et al. (Cancer Metastasis Rev; 25: 521-
9 (2006)). Se ha observado una elevacion de EPC en pacientes con cancer con respecto a los controles sanos
(Taylor M, et al., Clin Cancer Res; 15: 4561-71 (2009)). También se han asociado las EPC con un estadio avanzado
y peor prondstico en varios estudios de canceres malignos hematolégicos y algunos pero no todos los canceres de
mama (Gao D, et al., Trends Mol Med; 15: 333-43 (2009), Roodhart JM, et al., Biochim Biophys Acta; 1796: 41-9
(2009), Dome B, et al., Cancer Res; 66: 7341-7 (2006), Furstenberger G, et al., Br J Cancer; 94: 524-31 (2006),
Massa M, et al., J Clin Oncol; 23: 5688-95 (2005), Richter-Ehrenstein C, et al., Breast Cancer Res Treat; 106: 343-9
(2007), Naik RP, et al., Breast Cancer Res Treat; 107: 133-8 (2008)).

Es bien conocido que los regimenes terapéuticos tipicos del cancer, aunque son eficaces en el tratamiento de los
canceres, se asocian con efectos secundarios significativamente negativos. Por lo tanto, en los pacientes en
remision o sin enfermedad activa, se interrumpe o se limita el uso del tratamiento hasta una progresion o recaida
garantizando un tratamiento mas agresivo. En los pacientes en riesgo de progresion o recaida futura de cancer,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734485 T3

seria altamente deseable un biomarcador que indique una progresién o recaida inminente, pero que permita el
tiempo suficiente para tratar al paciente antes de que se produzca la progresion o recaida.

Se ha hecho la hipétesis de que la recurrencia tumoral resulta de micrometastasis residuales ocultas que hacen la
transicion a macrometastasis y se convierte en enfermedad clinicamente detectable. La angiogénesis es
fundamental para este proceso y los modelos preclinicos demuestran inequivocamente que se tiene que activar un
"cambio angiogénico" para la progresion del soporte tumoral (Folkman J., Nat Med.; 1(1):27-31 (1995), Gao D, et al.,
Science.; 319(5860):195-8 (2008), Weidner N, et al., N Engl J Med.; 324:1-8 (1991), Iruela-Arispe M, et al., Thromb
Hemostasis.; 78:672-7 (1997)). Aunque hay muchos componentes criticos de angiogénesis, el cobre ha surgido
como esencial ya que los experimentos demuestran una disminucién de la proliferacion celular endotelial, formacion
de vasos sanguineos y crecimiento tumoral con el agotamiento de cobre (Badet J, et al., Proc Natl Acad Sci USA;
86:8427-31 (1989), Brem S, et al., Am J Pathol.; 137:1121-42 (1990), Juarez JC, et al., Clin Cancer Res;
12(16):4974-82 (2006), Hassouneh B, et al., Mol Cancer Ther.; 6(3):1039-45 (2007)). El cobre parece que modula la
angiogénesis mediante multiples mecanismos incluyendo NF-kB, HIF-1 alfa y mediante la incorporacion en enzimas
superoxido dismutasa-1 que contienen cobre (SOD1), proteina-1 de adhesion vascular (VAP-1) y lisil oxidasa (LOX)
(11-14). El tetratiomolibdato (TM), un quelante del cobre oral desarrollado para la enfermedad de Wilson, bloquea la
angiogénesis mediante la inactivacion de los chaperones de cobre y la disminucion de la incorporacién de cobre en
enzimas que contienen cobre (Alvarez HM, et al., Science.; 327(5963):331-4 (2010)). El cobre también puede tener
un papel en la migracién e invasion ya que el cobre perinuclear se transloca al extremo anterior de las proyecciones
celulares endoteliales durante la angiogénesis (Finney L, et al., Proc Natl Acad Sci U S A.; 104(7):2247-52.3 (2007)).
Eventualmente, se transporta a través de la membrana celular en el espacio extracelular resultando en la activacion
de citocinas proangiogénicas y otras moléculas (Finney L, et al., Proc Natl Acad Sci U S A.; 104(7):2247-52.3
(2007)). Los quelantes de cobre alteran la organizacion de las células endoteliales en los nuevos vasos sanguineos
restringiendo la disponibilidad de cobre extracelular a enzimas que contienen cobre criticas para la fabricacion de
una estructura vascular madura (Finney L, et al., Proc Natl Acad Sci U S A.; 104(7):2247-52.3 (2007)). El
agotamiento de cobre en primates no humanos disminuye la circulacion periférica de las células progenitores
endoteliales (EPC) VEGFR+, que son necesarias para la formacion de nuevos vasos sanguineos (Donate F, et al.,
Br J Cancer.; 98(4):776-83 (2008)). Aunque las células progenitoras hematopoyéticas VEGFR+ (HPC) y células
progenitoras mieloides CD11b+ establecen el nicho premetastatico mediante la remodelacion de la matriz
extracelular (Kaplan RN, et al., Nature.; 438(7069):820-7 (2005), Erler JT, et al., Cancer Cell.; 15(1):35-44 (2009)), la
colonizacién del nicho premetastatico por EPC, entre otras células, activa el cambio angiogénico (Gao D, et al.,
Biochim Biophys Acta.; 1796(1):33-40 (2009)).

El TM quela el cobre mediante dos mecanismos distintos. Cuando se da con alimento, forma un complejo estable
con el cobre y proteina y evita la absorcion del cobre en el tracto abdominal. Cuando se da entre comidas, se
absorbe en la sangre cuando se une al cobre y la albumina sérica. El cobre unido al TM no queda disponible para la
captacion celular y se elimina lentamente. El agotamiento de cobre sistémico se mide mediante la ceruloplasmina
(Cp) sérica, el principal transportador extracelular del cobre, mientras que el cobre que forma un complejo con el TM
es detectable pero no biodisponible (Gartner EM, et al., Invest New Drugs.; 27(2):159-65 (2009)). En los estudios en
fase | inicial de cancer maligno avanzado refractario a la terapia convencional, el TM es bien tolerado y eficaz para
inducir el agotamiento de cobre manteniendo 15 de 40 pacientes con la enfermedad estable durante al menos 90
dias (Brewer G, Clin Ca Res.;6:1-11 (2000)). Un estudio en fase Il daba lugar a una enfermedad estable una
mediana de 34,5 semanas en 13 pacientes con carcinoma celular renal avanzado (Redman B, et al., Clin Ca Res,;
9:1666-16672 (2003)). Los pacientes con mesotelioma maligno en estadio temprano tardaban un el doble de tiempo
de progresion de 10 a 20 meses después del adyuvante TM (24). Aunque se producia una toxicidad hematolégica de
grado 3 0 4 en hasta el 40 % de los pacientes, era reversible y se manejaba facilmente con reducciones de dosis.

Hay actualmente varios biomarcadores basados en el suero, tales como el CEA y CA15-3, en uso clinico como
indicadores de la progresién o recaida del cancer. Lamentablemente, dichos marcadores anuncian eventos de
estadios relativamente tardios en la progresion del cancer, y no pueden predecir las recaidas suficientemente pronto
en el proceso metastatico para ser capaces de disefiar un tratamiento para detener la progresion posterior de la
enfermedad. Nowak et al. (Eur J Cardio-Thor Surg; 37: 758-3 (2010)) describen el aumento del nimero de EPC
VEGF2'CN133"CD34" circulantes en los pacientes de cancer de pulmén en comparacion con los pacientes sanos, y
sugieren una asociacion del numero de estas EPC circulantes con el estadio y la progresiéon tumoral. El documento
US2010/0150932 describe un método para el control de la metastasis en un paciente de cancer controlando los
niveles de células derivadas de médula 6sea VEGF1" y un método de inhibicién de la formacién de tumores
administrando un inhibidor de las células derivadas de la médula 6sea VEGF1". El documento W02008/085951
expone que las EPC son reclutadas hacia el tumor precediendo la formacién de vasos. La eliminacién selectiva de
EPC da como resultado el retraso del crecimiento tumoral. Se describe un método de inhibicion de la angiogénesis
tumoral.

Existe una necesidad urgente de métodos mejores para la prediccion de la progresion del cancer, y de la respuesta
o resistencia a la terapia, que proporcione una sefial suficientemente temprana para que se puedan administrar
tratamientos adicionales para evitar la renovacion de metastasis y el aumento de malignidad.

Breve sumario de la divulgacion
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En un aspecto de la presente invencidn, se proporciona un método in vitro de determinacion de la progresion de un
cancer de mama o la recaida de un cancer de mama en un sujeto, comprendiendo el método la medicion del nivel de
células progenitoras hematopoyéticas (HPC) y células progenitoras endoteliales (EPC) en muestras de sangre
obtenldas de dicho sujeto separadas entre una semana y cuatro meses, donde dichas HPC son
VEGFR1°CD45"CD34" y dichas EPC son VEGFR2'CD133"CD45"™, y la determinacion de si hay un aumento en el
numero de HPC seguido por un aumento en el nimero de EPC donde el aumento es un aumento de al menos un
10 % del nivel de HPC o EPC, y donde un aumento en el numero de HPC seguido por el aumento en el nimero de
EPC indica un aumento del riesgo de progresion o recaida de un cancer de mama en dicho sujeto.

Los niveles de HPC y EPC pueden medirse al mismo tiempo para determinar si hay un aumento de HPC o EPC. Los
aumentos de HPC y EPC indican un aumento de riesgo de la progresion o recaida, pero el espacio de tiempo en el
que la afeccion se puede manifestar difiere dependiendo de si el aumento se ve en las HPC o las EPC. El aumento
de HPC se produce antes que el aumento de EPC, con respecto a la aparicion de la progresidon o recaida. Un
aumento en los niveles de HPC indica un aumento del riesgo de progresion o recaida dentro de un afio, mientras
que un aumento en los niveles de EPC indica que dichos eventos pueden ocurrir dentro de cuatro meses.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona una agente terapeutico del cancer para su uso en un método de
reduccion del riesgo de progresién del cancer de mama o recaida del cancer de mama en un sujeto, donde el sujeto
tiene un aumento del nimero de células progenitoras hematopoyéticas (HPC) segwdo por un aumento del nimero
de células progenltoras endoteliales (EPC), donde dichas HPC son VEGFR1°CD45'CD34" y dichas EPC son
VEGFR2'CD133"CD45"™ , segun se mide utilizando el método in vitro de la invencioén, y donde el agente terapéutico
del cancer reduce el nlvel o actividad de las HPC y/o reduce el nivel o actividad de las EPC, donde el agente
terapéutico del cancer para reducir el nivel o actividad de las HPC es un anticuerpo anti-VEGFR1, y donde el agente
terapéutico para reducir el nivel o actividad de las EPC es uno o ambos de entre un quelante del cobre y un
anticuerpo anti-VEGFR2.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un método in vitro de determinacion de la respuesta o
resistencia al tratamiento del cancer en un sujeto sometido a tratamiento del cancer de mama, comprendlendo el
método la medicion del nivel de células progenltoras hematopoyetlcas (HPC) VEGFR1°CD45'CD34" y el nivel de
células progenitoras endoteliales (EPC) VEGFR2'CD133*CD45%™ en muestras de sangre obtenidas de dicho sujeto
separadas entre una semana y cuatro meses, y la determinacion de si hay una disminucién o aumento de los niveles
de HPC y/o EPC, donde una disminucion de al menos un 5 % de los niveles de HPC y/o EPC indica que dicho
cancer de mama del sujeto esta respondiendo a dicho tratamiento del cancer, y donde un aumento de al menos un
10 % de los niveles de HPC y EPC indica que dicho cancer de mama del sujeto es resistente al tratamiento del
cancer.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Este esquema representa los 2 estudios de los que se han agrupado las observaciones. El Estudio 1
contenia 2 cohortes de pacientes de cancer de mama (estadios 1 a 3 y pacientes metastaticos), mientras que el
Estudio 2 representa pacientes de cancer de mama en estadio 2 a 4 sin evidencia de enfermedad, pero con alto
riesgo de recaida. Abreviaturas: BC = cancer de mama, NED = sin evidencia de enfermedad, n = nimero de
pacientes, t = numero de ciclos de tratamlento TM = tetratiomolibdato, ® = pacientes que pueden haber tenido
mas de 1 respuesta a lo largo del estudio, ° = 1 paciente que era NED con terapia recayo, por lo tanto, estaba
comprendido en el grupo de "recaida", © = evaluable en 4 pts.

Figuras 2A-2B: Se observa un aumento de HPC VEGFR1" (A) y EPC VEGFR2" (B) desde la linea basal (barra
blanca) inmediatamente antes de la recaida (barra negra) en 7 pacientes de cancer de mama sin evidencia de
enfermedad al entrar en el estudio.

Figura 3: Se observa un patrén de caracteristicas de células progenitoras hemangiogénicas VEGFR1" y
VEGFR2" antes de la recaida del cancer de mama de los que no habia evidencias de enfermedad al entrar en el
estudio. Un aumento inicial de HPC VEGFR1" es seguido por un aumento de EPC VEGFR2" antes de una
recaida visible. Se muestran los valores de la mediana de la linea basal, el aumento de HPC, el aumento de EPC
y en la recaida de los pacientes con recaida (n = 3). Entre paréntesis, el intervalo en meses antes de una recaida
visible.

Figuras 4A-4F: Cambio en las HPC VEGFR2" y EPC VEGFR2" desde la linea basal a un momento posterior
estratificado segun la respuesta a la terapia, como se define por (A, B) progresion de la enfermedad, (C, D)
enfermedad que responde, y (E, F) enfermedad estable. 1 punto de datos esta fuera de los limites del eje de los
graficos (A, B) y 2 en los graficos (C, D). La linea horizontal son los valores de la mediana.

Figuras 5A-5C: Recuento de células progenitoras hematopoyéticas (CD34'/CD45'|VEGFR1"): (A) Se utilizé la
ventana de analisis R1 para seleccionar los eventos de células nucleadas y la ventana de analisis R2 para
seleccionar los eventos linfociticos. (B) Se utilizé la ventana de analisis R2 para seleccionar los eventos de
CD34", CD45" de la ventana de analisis de R1. (C) Las ventanas de andlisis del cuadrante se utilizaron para
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identificar los eventos VEGFR1" de la ventana de analisis R3: se utilizé el isotipo de control (panel superior) para
colocar con precision la ventana de analisis del cuadrante para las células con CD34, VEGFR1 tefidas (panel
inferior). Se calculé el nimero absoluto de HPC por ml de sangre multiplicando el nimero de eventos HPC
recolectados por una relacion del recuento absoluto de linfocitos/ ml de muestra de sangre respecto al numero de
linfocitos (determinado por la ventana de analisis R2) en los datos recolectados (HPC/ml = recuento absoluto de
linfocitos x eventos HPC/nimero de eventos en la ventana de andlisis de linfocitos).

Figuras 6A-6C: Recuento de células progenitoras endoteliales (CD45"™ |CD133" | VEGFRZ2'): (A) Se utilizo la
ventana de analisis R1 para seleccionar los eventos de células nucleadas, y se utilizé la ventana de analisis R2
para seleccionar los eventos linfociticos. (B) Se utilizé la ventana de analisis R3 para seleccionar los eventos de
CD45%™ de la ventana de andlisis de R1. (C) Las ventanas de analisis del cuadrante se utilizaron para identificar
los eventos CD133", VEGFR2" de la ventana de andlisis R3: se utilizé el isotipo de control (panel superior) para
colocar con precision la ventana de analisis del cuadrante para las células con VEGFR2, CD133 tefiidas (panel
inferior). Se calcul6é el numero absoluto de EPC por ml de sangre multiplicando el nimero de eventos EPC
recolectados por una relacion del recuento absoluto de linfocitos/ ml de muestra de sangre respecto al nimero de
linfocitos (determinado por la ventana de analisis R2) en los datos recolectados (EPC/mI = recuento absoluto de
linfocitos x eventos EPC/nimero de eventos en la ventana de analisis de linfocitos).

Figuras 7A-7B: (A) ceruloplasmina (Cp) de los pacientes del estudio. (B) reduccion de cobre en los pacientes
TNBL en comparacioén con otros subtipos.

Figuras 8A-8B: (A) Disminucion de EPC con el agotamiento de cobre (B) ninguna disminucion de EPC
en estado normal de cobre.

Figuras 9A-9D: En la cohorte con agotamiento de cobre se observo una gran disminucién sostenida de EPC en
la cohorte BC triple negativa (A); en comparacién con los subtipos de luminal A (B); luminal B (C); y HER2 neu

(D).
Descripcion detallada de la divulgacion

Los avances en los tratamientos del cancer han afadido afios a la vida de muchos pacientes de cancer. Sin
embargo, el curso y seguimiento a menudo caro de los pacientes de cancer cuyo cancer esta en remision, o de
quienes el cancer no progresa, solo se informa cuando un paciente de cancer ha progresado o recaido finalmente,
en cuyo punto el cancer normalmente se vuelve mucho mas agresivo y dificil de tratar. Un método de diagnostico de
predictores precoces de la progresion del cancer en un punto lo suficientemente temprano para impedir la recaida o
que se pueda evitar la progresion, seria tremendamente beneficioso para los pacientes de cancer y los
diagnosticadores.

Con todo, dichos factores de prediccion precoz se han mantenido ocultos. Sin embargo, los inventores han
identificado tipos de células circulantes que se han asociado de manera demostrable con el desarrollo del cancer
latente. La aparicion de un numero creciente de estas células en la circulacion sefiala el inicio de eventos fisioldgicos
que culminan con la recaida o progresion del cancer. La identificacion de estas células de "aviso temprano”,
especificamente las células progenitoras hematopoyéticas (HPC) VEGFR1" y células progenitoras endoteliales
(EPC) VEGFR2" proporcionan un biomarcador diagndstico nuevo para la progresion o recaida del cancer. La
identificacion de los aumentos de las HPC y EPC es util ademas para la optimizacion de los regimenes de
tratamiento para los pacientes de cancer en remisién, proporcionando informaciéon de eventos celulares que dan
lugar al desarrollo del cancer que se puede evitar o enlentecer mediante la administracion de tratamientos
apropiados. Adicionalmente, las mediciones de HPC y EPC pueden identificar si el cancer de un paciente responde
o es resistente al tratamiento con agentes terapéuticos del cancer.

Basandose en los datos preclinicos que caracterizan el cambio angiogénico en sistemas de modelos murinos, los
inventores disefaron un estudio para caracterizar el cambio angiogénico en una poblacidon con cancer. A partir del
analisis de la relacion temporal de HPC y EPC en pacientes de cancer, los inventores han descubierto una relacion
predecible de los aumentos de HPC seguidos por aumentos en las EPC, que anuncia una recaida latente en los
pacientes de cancer. Ademas, los inventores han determinado que los cambios cuantitativos en estas células
podrian predecir también la respuesta o resistencia a la terapia en pacientes de cancer que reciben terapia sistémica
para una enfermedad avanzada, que da lugar a la progresion del cancer en dichos pacientes.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion, se proporciona un método in vitro de determinacion de la
progresion de un cancer de mama o la recaida de un cancer de mama en un sujeto, comprendiendo el método la
medicion del nivel de células progenitoras hematopoyéticas (HPC) y células progenitoras endoteliales (EPC) en
muestras de sangre obtenidas de dicho sujeto separadas entre una semana y cuatro meses, donde dichas HPC son
VEGFR1°CD45"CD34" y dichas EPC son VEGFR2'CD133"CD45"™, y la determinacion de si hay un aumento en el
numero de HPC seguido por un aumento en el nimero de EPC donde el aumento es un aumento de al menos un
10 % del nivel de HPC o EPC, y donde un aumento en el numero de HPC seguido por el aumento en el nimero de
EPC indica un aumento del riesgo de progresion o recaida de un cancer de mama en dicho sujeto.
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La expresion "CD45%™ es entendida por el experto y se refiere a células que expresan el marcador CD45, pero con
mucha menos intensidad, como puede determinarse, por ejemplo, en el andlisis de clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS), con respecto a las células CD45" (a las que también se hace referencia como células "CD45
brillantes") tal como monocitos o HPC. Las EPC (a las que también se hace referencia en la técnica como células
progenitoras endoteliales circulantes o CEP) se ha postulado que contribuyen a la angiogénesis y ayudan a la
formacion de nuevos vasos (Bertolini et al., Nat Rev Canc. 6:835-45 (2006); Yoder et al., Blood 109:1801-9 (2007)).
Las EPC son menos maduras que las células endoteliales circulantes (CEC) y que son CD45". Por lo tanto, las EPC
se asocian con eventos angiogénicos tempranos en oposicion a las CEC que representan un fenotipo mas maduro y
se asocian con eventos mas tardios de angiogénesis.

Los métodos de la invencion incluyen la mediciéon de los niveles de HPC y EPC y la determinacién de aumentos o
disminuciones del nimero de células y medidas predictivas. Como se utiliza en el presente documento un "aumento”
indica un aumento pronunciado del nivel de células relevantes, normalmente de una mediciéon a una medicién a una
o0 mas mediciones posteriores. En otros casos, un aumento del nivel de las células relevantes se puede determinar a
partir de una medicion en un sujeto de interés con respecto a un control (por ejemplo, un valor o intervalo de valores
para los individuos normales, es decir, sanos). Los aumentos pueden ser aumentos de dos veces los niveles
celulares (es decir, el doble de recuentos celulares), un aumento de tres veces los niveles celulares (es decir, el
triple de recuentos celulares), un aumento de cuatro veces los niveles celulares (es decir un aumento de cuatro
veces el niumero de células de una medicion anterior), o un aumento de cinco veces o mayor. Ademas del aumento
pronunciado descrito como un aumento, también tienen relevancia aumentos menores de los niveles de células
relevantes para los métodos de la invencién. Los aumentos de los niveles celulares se pueden describir en términos
de porcentajes. Los aumentos también se pueden describir en términos de porcentajes. Por ejemplo, un aumento o
incremento puede ser un aumento de los niveles celulares de un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, o 100 % o mas. Una "disminucién" indica un descenso de una medicién a uno o mas mediciones posteriores.
Una disminucién puede ser de un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, o 85 % o una disminucion mayor de los niveles celulares de una mediciébn a una o mas
mediciones posteriores.

Para medir los niveles de HPC y EPC en un sujeto, se puede tomar una muestra de sangre del sujeto.

La muestra de sangre se somete a analisis para determinar el nimero de HPC y EPC con respecto al numero total
de linfocitos en la muestra. El andlisis puede incluir poner en contacto una muestra con uno o mas anticuerpos
selectivos para los marcadores de superficie celular de HPC y/o EPC; separando o cuantificando las células
basandose en la unién a dichos anticuerpos, y determinando la fraccién de células que se une a los anticuerpos. El
método se puede llevar a cabo en un dispositivo adaptado para separar o cuantificar las células basandose en la
union a los anticuerpos, y ademas dicho dispositivo se programa para proporcionar un informe que identifique la
fraccion de HPC y/o EPC que se unen a los anticuerpos. El dispositivo puede ser un clasificador celular activado por
fluorescencia (FACS). Las mediciones celulares se pueden llevar a cabo, por ejemplo, por inmunoensayos que
incluyen, pero no se limitan a transferencias de Western, inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, hibridacioén in situ
, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzimas), inmunoensayos "sandwich", ensayos
de inmunoprecipitacion, reacciones con precipitina, reacciones con precipitina de difusion en gel, ensayos de
inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacién del complemento, ensayos inmunorradiométricos,
inmunoensayos fluorescentes, inmunofluorescencia o citometria de flujo. De manera alternativa, la deteccién puede
incluir la deteccion o cuantificacion de ARNm de HPC y/o EPC, por ejemplo, mediante PCR en tiempo real.

Las HPC y EPC se pueden identificar por analisis FACS utilizando las estrategias de ventana de analisis que se
proporcionan en el Ejemplo 1y las Figuras 5A-5C y 6A-6C.

Las muestras se obtienen de un sujeto como determine el médico. Las muestras se pueden obtener una vez a la
semana, cada dos semanas, cada cuatro semanas, cada seis semanas, cada mes, cada dos meses, cada tres
meses, 0 cada cuatro meses o mas. Las muestras se pueden obtener separadas cada cuatro a seis semanas, cada
uno a dos meses, cada uno a tres meses, cada uno a cuatro meses, o cada dos a cuatro meses.

El término "cancer" se refiere a una clase de enfermedades en las que un grupo de células presentan un crecimiento
descontrolado, invasion y metastasis. El cancer puede ser un tumor sélido, un tumor no sélido, o una metastasis
distante de un tumor. Los aspectos de la presente invencion se limitan al cancer de mama.

Como se utiliza en el presente documento, "recaida" o "recurrencia" se define como la aparicion de una o mas
lesiones tumorales nuevas en un sujeto que ha tenido cancer previamente pero no tenia ninguna prueba visible de
cancer como resultado de una cirugia y/o terapia hasta la recaida. Dicha recurrencia de las células cancerosas
puede ser local, producirse en la misma area que una o mas lesiones tumorales previas, o distante, produciéndose
en un area previamente libre de lesiones tal como en ganglios linfaticos u otras areas del cuerpo.

La progresion, respuesta al tratamiento y resistencia al tratamiento se definen de acuerdo con las directrices RECIST
(Eisenhauer et al., Eur J Cancer 45:228-247, 2009). Para los pacientes con una enfermedad medible, que se define
como la presencia de al menos una lesién medible ("lesion diana") como se describe en las directrices RECIST, se
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utiliza una evaluacion inicial de las lesiones tumorales/ganglios linfaticos, para determinar la linea base de la carga
tumoral total, para determinar la respuesta futura o progresion.

"Respuesta al tratamiento" incluye la respuesta completa y la respuesta parcial al tratamiento. "Respuesta completa”
(CR) se define como la desaparicion de todas las lesiones diana y lesiones no diana y la normalizacién de los niveles
de marcador tumoral. "Respuesta parcial" (PR) se define como una disminucion de al menos un 30 % en la suma de
los diametros de lesiones diana. Por lo tanto, "respuesta al tratamiento” incluye al menos un 30 %-100 % en la suma
de los diametros de las lesiones diana o la desaparicion de todas las lesiones diana y lesiones no diana y la
normalizacion de los niveles marcadores tumorales. "Progresion” o "enfermedad progresiva" (PD) se define como un
aumento de al menos un 20 % en la suma de los diametros de lesiones diana, progresién (aumento en tamario) de
cualquier lesion no diana existente, y también se determina por la aparicion de una o mas lesiones nuevas. No
CR/no PD se identifica por la persistencia de una o mas lesiones diana y/o el mantenimiento de los niveles de
marcador tumoral por encima de lo normal. "Enfermedad estable" (SD) se define como un aumento insuficiente para
calificarla como una PD, pero con una disminucién insuficiente para calificarla como una PR.

El sujeto o paciente puede ser cualquier mamifero, incluyendo un ser humano. En particular, el sujeto puede ser un
mamifero que tenia previamente un cancer, pero parece haberse recuperado como resultado de una cirugia y/o
terapia, o que en el presente tiene un cancer y se ha sometido a terapia para el cancer, o ha completado un régimen
terapéutico de cancer, o no ha recibido terapia para el cancer.

De acuerdo con la presente divulgacion, en un sujeto que tenia previamente un cancer pero que se ha recuperado,
un aumento de las HPC detectado en dicho sujeto indica un aumento del riesgo o probabilidad de recaida del cancer
en un afio, o dentro de 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 0 3, a menudo dentro de cuatro a ocho meses. El aumento de riesgo
se compara con un sujeto (por ejemplo, el mismo sujeto) sin un aumento en las HPC. De manera similar, en un
sujeto que tiene cancer en el presente, un aumento de las HPC detectadas en dicho sujeto indica un aumento del
riesgo o probabilidad de progresién del cancer dentro de un afio, a menudo dentro de cuatro a ocho meses. Esto
permite una ventana de oportunidad para el tratamiento para evitar la progresion o recaida del cancer del sujeto,
antes de que se produzca la progresion o recaida. Sin quedar unido a teoria alguna, se cree que un aumento de las
HPC sensibiliza los tejidos para el desarrollo futuro del tumor creando areas "nicho" para el crecimiento tumoral, por
lo tanto, un aumento de los niveles de HPC sefializa el inicio de eventos tumorigénicos antes de que se produzca el
crecimiento o recrecimiento tumoral.

Adicionalmente de acuerdo con la presente divulgacion, en un sujeto que previamente tenia un cancer pero que
parece haberse recuperado, un aumento de las EPC detectado en dicho sujeto indica un aumento del riesgo o
probabilidad de que ocurra una recaida dentro de tres a cinco meses, a menudo dentro de uno, dos o tres meses. El
aumento de riesgo se compara con un sujeto (por ejemplo, el mismo sujeto) sin un aumento en las EPC. De manera
similar, en un sujeto que tiene cancer en el presente, un aumento de las EPC detectadas en dicho sujeto indica un
aumento del riesgo o probabilidad de progresion del cancer dentro de un tres a cinco meses, a menudo dentro de
uno, dos o tres meses. "Inminente progresion o recaida” se define por lo tanto como la progresion o recaida de dicho
cancer del sujeto dentro de tres a cinco meses, normalmente dentro de uno, dos o tres meses. Por lo tanto, un
aumento en las EPC indica que la progresion o recaida del cancer es inminente, y se garantiza un tratamiento
agresivo para parar dicha progresion o recaida. Sin quedar ligados por teoria alguna, se piensa que un aumento en
las EPC sefiala un aumento del desarrollo angiogénico necesario para la formacion del tumor.

Los inventores han determinado adicionalmente que el aumento en HPC y/o EPC en una muestra de un sujeto
sometido a un tratamiento terapéutico de un cancer, respecto a las mediciones de HPC y EPC en una muestra del
sujeto en un momento anterior, india que el cancer del sujeto es resistente al tratamiento, y el paciente tiene un
aumento de riesgo de progresion del cancer, con respecto a un sujeto que no presenta un aumento de HPC y/o EPC
en sus muestras de paciente durante el tiempo que se somete a tratamiento. De manera similar, los inventores han
determinado que las disminuciones en los niveles de HPC y/o EPC en una muestra de un paciente, con respecto a
las mediciones de HPC y EPC de la muestra de un paciente en un momento anterior, indica que dicho cancer del
sujeto esta respondiendo al tratamiento, y que el riesgo del sujeto a la progresion esta reducido con respecto a un
sujeto que no muestra una disminucion de los niveles de HPC y/o EPC en sus muestras de pacientes durante el
tiempo que se somete a tratamiento.

Por lo tanto, en otro aspecto, adicional de la presente invencién proporciona un método in vitro de determinacién de
la respuesta o resistencia al tratamiento del cancer en un sujeto sometido a tratamiento del cancer de mama,
comprendiendo el método la medicion del nivel de células progenitoras hematopoyéticas (HPC)
VEGFR1°CD45"CD34" y el nivel de células progenitoras endoteliales (EPC) VEGFR2*CD133"CD45"™ en muestras
de sangre obtenidas de dicho sujeto separadas entre una semana y cuatro meses, y la determinacion de si hay una
disminucion o aumento de los niveles de HPC y/o EPC, donde una disminucion de al menos un 5 % de los niveles
de HPC y/o EPC indica que dicho cancer de mama del sujeto esta respondiendo a dicho tratamiento del cancer, y
donde un aumento de al menos un 10 % de los niveles de HPC y EPC indica que dicho cancer de mama del sujeto
es resistente al tratamiento del cancer.

Debido a que los aumentos de HPC y EPC se han identificado como "avisos tempranos" para la progresion o
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recaida del cancer, el control de los niveles de estas células proporciona una base importante de optimizacion de
regimenes de tratamiento.

Los términos "tratamiento", "tratar", y similares, como se utiliza en el presente documento incluye la mejora o
eliminacién de una enfermedad o afeccion desarrollada una vez que se ha establecido o el alivio de los sintomas
caracteristicos de dicha enfermedad o afeccién. Como se utiliza en el presente documento estos términos también
engloban, dependiendo de la enfermedad del sujeto, la prevencion de la aparicion de una enfermedad o afeccion del
sujeto, incluyendo la reduccion de la gravedad de una enfermedad o afeccién o los sintomas asociados con esta
antes de padecer dicha enfermedad o afeccion. Dicha prevencién o reduccion antes del padecimiento se refiere a la
administracion de uno o mas agentes terapéuticos del cancer a un sujeto que no padecia en el momento de la de la
administracion la enfermedad o afeccion. "Prevencion” también engloba la prevencion de la recurrencia o recaida de
una enfermedad o afeccion existente previamente o de sintomas asociados a estas, por ejemplo, después de un
periodo de mejoria.

Por ejemplo, las células progenitoras hematopoyéticas (HPC) VEGFR1°CD45°CD34" y el nivel de células
progenitoras endoteliales (EPC) VEGFR2'CD133"CD45"™ se pueden controlar en pacientes que parecen haberse
recuperado del cancer, asi como los pacientes que tienen un cancer en el presente. De acuerdo con la presente
divulgacion, para evitar la recaida o progresion del cancer, se indica un tiempo 6ptimo para administrar un agente
terapéutico del cancer que reduzca el nivel o actividad de HPC una vez que se detecta el aumento del nivel de HPC,
y donde se indica un tiempo 6ptimo para administrar un agente terapéutico que reduzca el nivel o actividad de las
EPC y/o células cancerosas una vez que se detecta un aumento en el nivel de EPC. En algunas realizaciones, se
administra un agente terapéutico del cancer a un paciente una vez que se ha detectado un aumento el nivel de HPC
y no se ha detectado un aumento del nivel de EPC.

La expresion "tratamiento del cancer" se refiere a cualquier tratamiento que reduzca los niveles, funcién o actividad
de las HPC, EPC, y/o células cancerosas y/o produzca la destruccion de dichas células. El tratamiento del cancer
incluye la administracion de cualquier agente contra el cancer incluyendo is6topos radioactivos, agentes
quimioterapicos y toxinas tal como toxinas de molécula pequefia o toxinas activas enzimaticamente de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de los mismos. Ejemplos de agentes
citotoxicos incluyen, pero no se limitan a maitansinoides, itrio, bismuto, ricino, cadena A de ricino, doxorrubicina,
taxol, bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxiantracina
diona, actinomicina, toxina diftérica, exotoxina A de Pseudomonas (PE), PE40, abrina, cadena A de abrina, cadena
A de modeccina, alfa-sarcina, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, curicina, crotina,
caliqueamicina, inhibidor de sapaonaria officinalis, y glucocorticoides y otros agentes quimioterapéuticos, asi como
radiois6topos. El tratamiento del cancer incluye adicionalmente la retirada del tejido o células cancerosas mediante
cirugia, biopsia, u otros medios.

Las dosificaciones recomendadas de agentes para el cancer utilizadas actualmente para la prevencion, tratamiento,
y/o manejo del cancer se pueden obtener a partir de cualquier referencia en la técnica incluyendo, pero no se limitan
a Hardman et al., eds., Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis Of Therapeutics, 102 ed., McGraw-Hill,
N.Y., 2001; y Physician’s Desk Reference (60? ed., 2006).

La presente invencién también proporciona un agente terapéutico del cancer para su uso en un método de reduccion
del riesgo de progresion del cancer de mama o recaida del cancer de mama en un sujeto, donde el sujeto tiene un
aumento del nimero de células progenitoras hematopoyéticas (HPC) seguido por un aumento del nimero de células
progenitoras endoteliales (EPC), donde dichas HPC son VEGFR1°'CD45°CD34" y dichas EPC son
VEGFR2'CD133"CD45"™, segtin se mide utilizando el método in vitro de la invencion, y donde el agente terapéutico
del cancer reduce el nivel o actividad de las HPC y/o reduce el nivel o actividad de las EPC, donde el agente
terapéutico del cancer para reducir el nivel de actividad de las HPC es un anticuerpo anti-VEGFR1, y donde el
agente terapéutico para reducir el nivel o actividad de las EPC es uno o ambos de entre un quelante del cobre y un
anticuerpo anti-VEGFR2.

El agente terapéutico del cancer de la presente divulgacion puede ser un antagonista que inhiba las HPC, EPC, y/o
células cancerosas. Un "antagonista" reduce la actividad o funcién de una proteina y/o célula. Por ejemplo, un
compuesto puede actuar como un antagonista inhibiendo, reduciendo o eliminando la expresion proteica, o evitando
la actividad proteica, o evitando la interaccidon de una proteina con otras proteinas, dando como resultado una
inhibicién de las funcién o sefializacién mediada por proteinas, cualquiera de las cuales puede inhibir la actividad o
funcién de una célula. Ejemplos de antagonistas de la presente divulgacion incluyen péptidos, polipéptidos,
proteinas, anticuerpos, oligonucleétidos antisentido, ARNi/ARNip, moléculas pequefias, agentes quimioterapicos y
fragmentos derivados y analogos de los mismos que inhiban la actividad o funcion de HPC, EPC y/o células
cancerosas. Por ejemplo, un antagonista del VEGFR1 puede inhibir la actividad o funcién de HPC, mientras que un
antagonista de VEGFR2 puede inhibir la actividad o funcion de las EPC.

Los tratamientos preferidos reducen el nivel o actividad de las HPC y/o EPC.

Los antagonistas de las HPC y EPC incluyen los anticuerpos terapéuticos comercializados con el nombre cediranib



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734485 T3

(AZD2171/Recent|nRTM, AstraZeneca), sunitinib (SutentRTM, Pfizer), axitinib (Inlyta "™; Pfizer), pazopanib
(Votrient™; GlaxoSmithKline), y bevacizumab (Avastin™™; Genentech). Los antagonistas de HPC/EPC también
incluyen la protelna inflamatoria 1-alfa de macrofagos (MIP 1-alfa) y LD78 (véase la patente de EE. UU. N.°
5.856.301), la cadena alfa de globina de la hemoglobina y la cadena beta de la hemoglobina, (véase la Pat. de EE.
UU. N.° 6.022.848), |nterferon gamma (véase la patente de EE. UU. N.° 5.807.744), G-CSF humano metionil
recombinante (Neupogen R™ ' Filgastim; Amgen), GM-CSF (Leukine™, Sargramostim; Immunex), eritropoyetina
(rhEPO, Epogen™™: Amgen), trombopoyetlna (rhTPO; Genentech), interleucina-11 (rhiL-11, Neu-mega™; American
Home Products), Ilgando de FIt3 (Mobista; Immunex), factor hematopoyético multilinaje (MARstem™; Maret Pharm.),
mielopoyetina (Leridistem; Searle), IL-3, factor |nh|b|dor-1 de progenitor mieloide (Mirostipen; Human Genome
Sciences), factor de células madre (rhSCF, Stemgen®™: Amgen), e inhibidores de CDKA4/6.

Los antagonistas de HPC incluyen los anticuerpos anti-VEGF y los anticuerpos anti-VEGFR1.

Los antagonistas de EPC incluyen los anticuerpos anti-VEGFR2 tales como sorafenib (Nexavar™; Bayer). Un agente
anti-angiogénico que antagoniza con la actividad de EPC es el tetratiomolibdato (TM), un quelante del cobre oral. El
TM y otros quelantes del cobre disminuyen la circulacion periférica de EPC y evitan la angiogénesis.

Los agentes para el cancer, que incluyen antagonistas de HPC, EPC, y/o células cancerosas, se pueden administrar
a un sujeto en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" se
utilizan de manera intercambiable para referirse a una cantidad de una composicién de la invencion que es suficiente
para dar como resultado la prevencion del desarrollo, recurrencia o aparicion de células madre del cancer o un
cancer y uno o mas sintomas del mismo, para mejorar o aumentar el efecto profilactico de otra terapia, reducir la
gravedad y duracion del cancer, mejorar uno o mas de los sintomas del cancer, evitar el avance del cancer, producir
una regresion del cancer, y/o aumentar o mejorar los efectos terapéuticos de los tratamientos anticancer adicionales.

Se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz a un paciente en una o mas dosis suficientes para paliar,
mejorar, estabilizar, revertir o enlentecer la progresion de la enfermedad, o de otra manera reducir las consecuencias
patolégicas de la enfermedad, o reducir los sintomas de la enfermedad. No es necesario que la mejora o reduccion
sea permanente, pero puede ser por un periodo de tiempo que varia desde al menos una hora, al menos un dia, o al
menos una semana o mas. La cantidad eficaz se determina en general por el médico con una base de caso por caso
y esta en la experiencia del experto en la técnica. Normalmente se tienen en cuenta varios factores cuando se
determina una dosificacion apropiada para alcanzar una cantidad eficaz. Estos factores incluyen la edad, sexo y
peso del paciente, la afecciéon que se va a tratar, la gravedad de la afeccion, asi como la via de administracion, forma
de dosificacion y régimen y el resultado deseado.

Si se determina que un tratamiento de cancer es ineficaz, segun se evidencia por un aumento de las HPC y/o EPC
durante el curso del tratamiento, se puede administrar entonces un tratamiento alternativo, por ejemplo, un tipo de
agente diferente, al sujeto con la esperanza que se consiga un mejor resultado.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1 - Los aumentos de HPC y EPC predicen la progresion del cancer

Se inscribieron pacientes de cancer de mama en uno o dos estudios aprobados por la Junta de Revisién Institucional
en el Weill Cornell Medical College (WCMC) Iris Cantor Breast Cancer Center. Se obtuvo un consentimiento
informado por escrito de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Estudio de la poblacion y disefio

Estudio 1: Se inscribieron pacientes con cancer de mama en estadio 1 a 4 confirmado patolégicamente del WCMC
Iris Cantor Breast Cancer Center desde marzo de 2005 a julio de 2009 y se dividieron en 2 cohortes:

Cohorte 1: Se inscribieron pacientes con cancer de mama en estadio 1 a 3 a continuacién de una cirugia definitiva
(lumpectomia y evaluacion axilar o mastectomia) y antes del inicio de la terapia sistémica adyuvante. La terapia
sistémica adyuvante se basaba en la eleccidon del médico y podia consistir en la siguiente: quimioterapia, terapia
hormonal, bioldgica y/o radioterapia. Se obtuvieron especimenes clinicos al inicio de la terapia sistémica, a la mitad
de la quimioterapia sistémica y cada tres meses como seguimiento de rutina a partir de entonces.

Cohorte 2: Los pacientes con cancer de mama en estadio 4 con metastasis establecida o con presentacion de una
enfermedad en estadio 4 recién diagnosticado (cancer de mama en estadio 4 de novo) se inscribieron al comenzar
una nueva terapia sistémica. Se obtuvieron especimenes clinicos mensualmente y coincidentes con la exploracion
por imagen para evaluar la respuesta a la terapia.
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Estudio 2: Se inscribieron pacientes sin evidencia de cancer de mama pero con un alto riesgo de recaida con
cancer de mama en estadio 2 confirmado patolégicamente o mayor, cancer de mama triple negativo y cualquier
subtipo del cancer de mama en estadio 3 o el estadio 4 sin evidencia de enfermedad (estadio 4 NED) en un ensayo
de fase Il de tetratiomolibdato (TM), un compuesto de agotamiento del cobre en el WCMC Iris Cantor Breast Cancer
Center (NCT00195091, 0903-882) desde julio de 2007 a junio de 2010. En este ensayo, se obtuvieron especimenes
clinicos con una base mensual durante hasta dos afios.

Respuesta clinica

La respuesta se baso en los Criterios de Evaluacion de respuesta en Tumores Soélidos (RECIST) (Eisenhauer EA, et
al., Eur J Cancer; 45: 228-47 (2009)). Los pacientes con enfermedad progresiva (PD) comprendian el grupo de
"progresion de la enfermedad". Los pacientes con respuesta completa (CR) o respuesta parcial (PR) comprendian el
grupo de "enfermedad que responde”. Los pacientes con enfermedad progresiva (PD) comprendian el grupo de
"progresion de la enfermedad".

Cuantificacion de HPC y EPC

Se obtuvieron muestras de sangre antes de la administraciéon de la quimioterapia. Se recolectaron de diez a 20 ml de
sangre venosa en tubos que contenian EDTA y se procesaron en 12 horas. La evaluacion de laboratorio de los
especimenes en ambos estudios era idéntica. Se aislaron las células mononucleares de sangre periférica mediante
centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll. Para cuantificar las EPC circulantes, se tifieron las células con
CD133-PE (Miltenyi Biotec, Auburn, CA), VEGFR2-APC (R&D Systems, Minneapolis, MN), y CD45-PerCP (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Para cuantificar las HPC, se tifieron las células con CD34-FITC (BD Biosciences),
VEGFR1-APC (R&D Systems), y CD45-PerCP (BD Biosciences). También se tifié una alicuota de las células con los
controles de isotipo apropiado (anti-lgG1k humana de ratén). Se analizaron las muestras utilizando el citbmetro de
flujo FACS-Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Se recolectaron trescientos mil eventos en la ventana de
analisis de células nucleadas (excluyendo residuos y plaquetas). El analisis de los datos se utilizando el software
FlowJo (FlowJo, Ashland, OR). Se hizo una serie de ventanas de analisis consecutivas para incluir y excluir eventos
adquiridos para cuantificar las poblaciones especificas tales como CD45", CD34", VEGFR1". Se calculé el nimero
de EPC y HPC por ml de sangre de la siguiente manera: HPC/ml = (n° de eventos HPC/n® de eventos de linfocitos) x
recuento absoluto de linfocitos (linfocitos/ml). EPC/mI = (n° de eventos EPC/n°® de eventos de linfocitos) x recuento
absoluto de linfocitos (linfocitos/ml).

Definicion de HPC y EPC

La definicion de HPC y EPC se basd en los fenotipos identificados (Bertolini F, et al., Nat Rev Cancer; 6:835-45
(2006); Mancuso P, et al., Clin Cancer Res; 15: 267-73 (2009)). Las HPC se definieron como CD45", CD34",
VEGFR1". Las EPC se definieron como CD45"™, CD133", VEGFR2".

Recuento de células progenitoras hematopoyéticas (CD34"/CD45'/VEGFR1"): (Véase las Figuras 5A-5C) (A) Se
utilizo la ventana de analisis R1 para seleccionar los eventos de células nucleadas, y la ventana de analisis R2 para
seleccionar los eventos linfociticos. (B) Se utilizé la ventana de analisis R2 para seleccionar los eventos de CD34",
CD45" de la ventana de anélisis de R1. (C) Las ventanas de analisis del cuadrante se utilizaron para identificar los
eventos VEGFR1" de la ventana de analisis R3: se utilizo el isotipo de control (panel superior) para colocar con
precision la ventana de analisis del cuadrante para las células con CD34, VEGFR1 tefiidas (panel inferior). Se
calculd el numero absoluto de HPC por ml de sangre multiplicando el numero de eventos HPC recolectados por una
relacion del recuento absoluto de linfocitos/ ml de muestra de sangre respecto al numero de linfocitos (determinado
por la ventana de analisis R2) en los datos recolectados (HPC/ml = recuento absoluto de linfocitos x eventos
HPC/numero de eventos en la ventana de analisis de linfocitos).

Recuento de células progenitoras endoteliales (CD45"™ /CD133" | VEGFR2"). (Véase las Figuras 6A-6C) (A) Se
utilizé la ventana de andlisis R1 para seleccionar los eventos de células nucleadas, y se utilizé la ventana de analisis
R2 para seleccionar los eventos linfociticos. (B) Se utilizo la ventana de analisis R3 para seleccionar los eventos de
CD45%™ de la ventana de andlisis de R1. (C) Las ventanas de analisis del cuadrante se utilizaron para identificar los
eventos CD133", VEGFR2" de la ventana de analisis R3: se utilizé el isotipo de control (panel superior) para colocar
con precision la ventana de analisis del cuadrante para las células con VEGFR2, CD133 tefidas (panel inferior). Se
calculd el numero absoluto de EPC por ml de sangre multiplicando el nimero de eventos EPC recolectados por una
relacion del recuento absoluto de linfocitos/ ml de muestra de sangre respecto al niumero de linfocitos (determinado
por la ventana de analisis R2) en los datos recolectados (EPC/ml = recuento absoluto de linfocitos x eventos
EPC/numero de eventos en la ventana de analisis de linfocitos).

Andlisis estadistico
Todos los analisis se llevaron a cabo en un GraphPad Prism Versiéon 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Los

resultados se expresaron como medianas e intervalos. En los pacientes metastaticos, se definié la linea basal como
el inicio de una nueva terapia sistémica, y se hicieron comparaciones entre la linea basal y los valores de HPC y
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EPC tras la respuesta con el ensayo de intervalo con signo de Wilcoxon. Se hicieron comparaciones entre la linea
basal y los valores absolutos de linfocitos tras la respuesta con un ensayo t pareado convencional. En los pacientes
que habian recaido desde un estado de enfermedad sin evidencias, se defini6 la linea basal como la mediana de los
valores de EPC y HPC antes del aumento de EPC o HPC, y se hicieron las comparaciones entre la linea basal y
"antes de la recaida" con el ensayo de intervalos con signo de Wilcoxon. Todos los valores de P eran de dos lados
con una significacion estadistica evaluada en el nivel alfa de 0,05.

Resultados:

Se inscribieron ciento treinta y dos pacientes en dos estudios, Fig. 1. Los datos de ambos estudios se combinaron
para analizar los pacientes que entraron en el estudio sin un cancer de mama visible y que desarrollaron una
recurrencia mientras estaban en el estudio ("grupo de recaida": Estudio 1 [estudio de observacion)/Cohorte 1 y
Estudio 2 [ensayo de TM]). Los pacientes con cancer de mama en estadio 4 se agruparon de acuerdo con la
respuesta mediante RECIST (Estudio 1/Cohorte 2). Las variables demograficas se muestran en la Tabla I.

Tabla I: Caracteristicas del paciente al entrar en el estudio.

Estudio 1 Estudio 2 Agrupados

Total de pacientes, n 91 41 132
Mediana de edad, y (intervalo) 48 (26-74) 51 (29-66) 49 (26-74)
Estadio 1, n (%) 16 (17,6 %) 0 (0 %) 16 (12,1 %)
Estadio 2, n (%) 24 (26,4 %) 3(7,3 %) 27 (20,5 %)
Estadio 3, n (%) 21(23,1%) 26 (63,4 %) 47 (35,6 %)
Estadio 4, n (%) 30(33,0%) 12(29,2%) 42 (31,8%)
De novo, n 808

Metastasis establecida, n 22 0 22

Sin evidencias de enfermedad, n 0 12 12
Pacientes con adyuvante, n 61 29 90
Quimioterapia 60 28 88

Solo antraciclina 3 1 4
Antraciclina y Taxano 25 27 52

Quimio y trastuzumab 21 5 26
Pacientes metastaticos, n 30 12 42
Mediana de regimenes de quimio, n 2 (0-6) 1(0-3) 1(0-6)
(intervalo)

Taxanos 22 6 28
Vinorelbina 9 0 9
Gemocitabina 6 0 6
Capecitabina 29 2 24
Ixabepilona 8 0 8

Mediana de regimenes hormonales, n

(intervalo) 1(0-4) 1 (0-4) 1 (0-4)
Mediana de bioldgicos. n (intervalo) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-2)

De los 102 pacientes que entraron en el estudio no tenian evidencias de enfermedad en el examen fisico, datos de
laboratorio, marcadores tumorales o imagenes, 10 pacientes desarrollaron una recaida del cancer de mama visible
mientras se hacia el estudio. Tres pacientes recayeron 1 o 2 meses después de entrar en el estudio y no se
incluyeron en el analisis. De los siete pacientes evaluables, 3 eran del Estudio 1 y 4 del Estudio 2. Cuatro pacientes
tenian un cancer de mama en estadio 4 sin ninguna evidencia de enfermedad (2 eran positivos al receptor
estrogénico [ER], 1 era positivo a HER2/neu, 1 era triple negativo), 2 pacientes tenian un diagndstico previo de
cancer de mama en estadio 3C (positivo a ER y triple negativo) y 1 paciente tenia un diagnéstico previo de cancer de
mama en estadio 2 (triple negativo). La mediana del tamafio del tumor primario era 3 cm (intervalo de 1,7 a 4,3 cm) y
el nimero positivo de ganglios linfaticos implicados era 1 (intervalo de 1 a 42).

El aumento creciente de HPC VEGFR1" y EPC VEGFR2" predice la recaida en pacientes con cancer de mama
que no tienen evidencia de enfermedad

En los 7 pacientes que desarrollaron una recaida sin evidencia anterior de la enfermedad, la mediana de HPC/ml
aumentd desde la linea base 645,8 (intervalo 23,5 a 1.914) a 2.899 (intervalo de 1.176 a 37.336) antes de la recaida,
p = 0,016 (Figura 2A). De manera similar, la mediana de EPC/ml aumentaba desde la linea basal de 21,3 (intervalo
de 4,7 a 42,5) a 94,7 (intervalo de 28,2 a 201,3) inmediatamente antes de la recaida p = 0,016 (Figura 2B). Para los
4 pacientes del Estudio 2, se obtuvieron especimenes mensualmente permitiendo una vista de la relacién temporal
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de las HPC y las EPC antes de la recaida (Tabla Il). En estos pacientes, emergié un patrén idéntico en las células
progenitoras que anunciaba una recaida del cancer de mama. Un aumento inicial seguido por una disminucion de
las HPC y un posterior aumento de EPC precedia una recurrencia visible (Figura 3). En estos pacientes, la mediana
de tiempo entre un aumento de las HPC y EPC antes de la recaida visible era de 6 meses (intervalo de 4 a 8) y 1
mes (intervalo de 1 a 2), respectivamente. Debido a que el aumento de HPC que antecede la recaida es entre 4 y 8
meses, los 3 pacientes que recayeron dentro de los 2 meses de la entrada en el estudio habian recaido activamente
en ese momento por lo tanto se excluyeron de este analisis.

Tabla Il. Niveles de HPC y EPC por paciente

Aumento pre |Aumento Aumento post Aumento pre Aumento post
g o= Hee o F pe ¢ Aumento EPC |50 P
paciente 1 {0,409 1,579 0,875 0,042498938 0,157751037
paciente 2 |0,403 2,899 1,857 0,021310777 0,090206782 (0,01
paciente 3 |16,29 34,94 2,81 0,11 0,20 0,03
paciente 4 (0,70 16,23 1,26 0,009 0,050 0,000
mediana 0,554 9,565 1,561 0,031904857 0,123978909 (0,01

El aumento creciente de HPC VEGFR1" y EPC VEGFR2' predice la progresion clinica de
enfermedad/resistencia al tratamiento en pacientes sometidos a terapia sistémica

Treinta pacientes con cancer de mama en estadio 4 se inscribieron en la Cohorte 2 del Estudio 1 y se sometieron a
evaluacion al inicio de la terapia y a intervalos de 3, 4 o 6 semanas durante el curso de tres afios y 40 ciclos de
tratamiento. Ocho pacientes no se incluyeron en el analisis final debido a su muerte antes de la recoleccion de
muestras posterior (4 pacientes) y la pérdida del seguimiento (4 pacientes). Como no se habia establecido
previamente un intervalo normal para las células progenitoras derivadas de la médula ésea, se necesitaron puntos
de tiempo posteriores para la comparaciéon con la linea basal. De los 22 pacientes evaluables, el tratamiento
sistémico incluia solo quimioterapia (19 ciclos), terapia hormonal (6 pacientes) y combinaciones de ambos con
biolégicos (trastuzumab y/o lapatinib [11 pacientes], bevacizumab [2 pacientes], bevacizumab [2 pacientes], y
dasatinib [2 pacientes]). Se analizaron las HPC y EPC en los pacientes estratificados por la respuesta segun el
RECIST (Tabla Ill). Los pacientes con enfermedad progresiva que representaban 20 ciclos de tratamiento tenian un
aumento significativo en HPC precediendo la progresion visible en comparacion con los valores de la linea basal al
inicio de un nuevo tratamiento (Figuras 4A-4B). La mediana de HPC/ml aumentaba desde la linea basal de 1.696
(intervalo de 10 a 16.470) a 5.124 (intervalo de 374 a 77.605) inmediatamente antes de la progresion, p = 0,0009. La
mediana de EPC/ml aumentaba desde la linea basal de 26 (intervalo de 0 a 560) a 71 (intervalo de 0 a 615) antes de
la progresion, p = 0,10. La mediana de tiempo entre la linea base y el aumento de HPC y EPC era de 7,5 semanas
(intervalo de 4 a 88). No habia cambios significativos en la mediana del recuento absoluto de linfocitos (ACL)/ ml en
estos pacientes después de recibir la quimioterapia, 1.255 (intervalo de 500 a 2.800) en la linea base y 1.450
(intervalo de 470 a 3.460) después de la quimioterapia, p = 0,08.

Tabla lll: Mediana de HPC VEGFR1"/ml y EPC VEGFR2"/ml por respuesta terapéutica en pacientes en estadio 4.

Respuesta clinica Mediana HPC/ml Mediana de EPC/ml
Valor de Valor de

t=40 Linea basal | Respuesta P Linea basal Respuesta P
fg;;'medad que responde 6147 633 0,05 46 23 0,41
Intervalo 912-85070 47-18065 0-197 0-105
Enfermedad estable t = 8 1309 1188 0,31 78 29 0,15
Intervalo 390-55377 135-20690 11-484 9-331
Progresion de la
enfermedad 1696 5124 0,0009 26 71 0,10
=20
Intervalo 10-16470 374-77605 0-560 0-615

Disminucion de HPC VEGFR1+ y EPC VEGFR2+ predice la respuesta clinica a la terapia sistémica

Once pacientes con cancer de mama que representaban 12 ciclos de tratamiento que respondieron a la terapia
sistémica tenian una reduccién en la mediana de los valores de HPC y EPC (Figuras 4C-4D). La mediana de
HPC/ml disminuia desde la linea basal de 6.147 (intervalo de 912 a 85.070) a 633 (intervalo de 47 a 18.065) en la
respuesta, p = 0,05. Se veia una tendencia para la disminucién de la mediana de EPC/ml; de 46 (intervalo de 0 a
197) en la linea base disminuia a 23 (intervalo de 0 a 105) en la respuesta, p = 0,41. La mediana de tiempo entre la
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linea base y la disminucion de HPC y EPC era de 6 semanas (intervalo de 4 a 23). La mediana de ALC/ml no
cambiaba significativamente después de la quimioterapia en este grupo, 1.150 (intervalo de 600 a 400) en la linea
basal y 1.250 (intervalo 260 a 2.800) después de la quimioterapia, p = 0,53.

Cinco pacientes con enfermedad estable clinicamente después de 8 ciclos de tratamiento no tenian un cambio
significativo en ninguna de las células progenitoras desde la linea basal a un momento después del tratamiento,
(mediana 9 semanas, intervalo de 8,5 a 32,5, Figuras 4E-4F). Las HPC/ml se mantenian estables a 1.309 (intervalo
390 a 55.377) en la linea basal en comparaciéon con 1.188 (intervalo 135 a 20.690) en un momento después del
tratamiento , p = 0,31. Las EPC/mI disminuian de 78 (intervalo de 11 a 484) en la linea basal hasta 29 (intervalo de 9
a 331) en un momento después del tratamiento, aunque esto no alcanzaba la significacion estadistica, p = 0,15. De
manera similar la mediana de ALC/ml no cambiaba significativamente: 1.235 (intervalo de 1.000 a 2.300) a 1.450 (de
720 a 2.300), p =0,7.

Conclusion

El entendimiento del proceso metastatico es critico para la erradicacion de las muertes por cancer. En este estudio,
los inventores identificaron eventos terminales que dan lugar al desarrollo de metastasis visible en cohortes bien
definidas de pacientes con cancer de mama. Los inventores han descubierto un aumento sustancial en las HPC
VEGFR1+ meses antes de la recaida seguida por un aumento en las EPC VEGFR2+ precediendo inmediatamente
una recaida abierta del cancer. Sin quedar ligados por teoria alguna, el aumento de HPC antes de la llegada de las
EPC circulantes se piensa que representan el inicio del nicho pre-metastatico, produciéndose una recaida visible
después de que las EPC "encienden" el cambio angiogénico. Se observaba este patrén caracteristico en pacientes
sin evidencia objetiva de enfermedades que recayeron, asi como en pacientes con metastasis estabilizada que
progresaba durante la terapia. En los 92 pacientes sin evidencia de enfermedad que se mantuvieron libres de
recaida a lo largo del estudio, este patron de las HPC y EPC no se observaba. Estas observaciones confirmaban los
modelos preclinicos de metastasis en los pacientes de cancer de mama.

Ademas, los niveles de HPC circulantes en pacientes con metastasis clinicas visibles predecia la respuesta
terapéutica. El cambio en las HPC era mas significativo en los tumores refractarios al tratamiento (grupo de
progresion de la enfermedad) sugiriendo que la neoangiogénesis tumoral activa es dirigida por estas células. De
hecho, inmediatamente antes de la muerte de un paciente, los niveles de HPC ademas de las EPC era varias veces
mayor que en cualquier momento anterior del curso de tratamiento del paciente. En los tumores sensibles al
tratamiento (grupo de enfermedad que responde), se observaba una reduccion significativa en las HPC con la
terapia. El recuento absoluto de linfocitos en estos pacientes se mantenia estable durante el tratamiento, por lo
tanto, es improbable que los efectos supresores de la médula de la quimioterapia contribuyeran a la disminucién de
HPC observada. Un cambio significativo en las EPC no se producia en ningun grupo, aunque habia una tendencia al
aumento de EPC en el grupo de progresion de la enfermedad y una disminucion de las EPC en el grupo que
responde. Esto se podria deber al tiempo del espécimen ya que el cambio angiogénico es un proceso dinamico, y un
examen posterior de las EPC incluso una semana mas tarde puede revelar un cambio adicional que alcance una
significacion estadistica. No esta claro si la movilizacion de EPC inducida por la quimioterapia, descrita en los
modelos de ratén y pacientes humanos puede haber contribuido (Shaked Y, et al., Cancer Cell; 14: 263-73 (2008),
Farace F, et al., Ann Oncol; 18: 1421-2 (2007)). El cambio en las HPC puede ser el marcador mas robusto para
controlar la respuesta terapéutica. Finalmente, como se esperaba con el modelo actual, en los pacientes en los que
la enfermedad permanecia estable con la terapia, no habia cambios significativos ni en HPC o EPC.

Es importante reconocer las dificultades de analizar estas células progenitoras. La falta de consenso en la definicion
del fenotipo de las HPC y EPC o el método 6ptimo para ensayar estas células puede tener un impacto en la
cuantificaciéon precisa. La rareza de estas células en la circulacion periférica, constituyendo menos de un 0,0001-
0,01 % de las células mononucleares periféricas circulantes, enfatiza adicionalmente esta dificultad (Khan SS, et al.,
Cytometry B Clin Cytom; 64: 1-8 (2005)). Los niveles de EPC pueden estar afectados por varios factores que
incluyen las medicaciones, factores de crecimiento y las comorbilidades comunes tales como una enfermedad
cardiovascular (Bahlmann FH, et al., Blood; 103: 921-6 (2004), Friedrich EB, et al., Basic Res Cardiol; 104: 613-20
(2009)).

El conjunto de datos presentado en el presente documento esta anotado y controlado totalmente por estas variables.
Ademas, este estudio sugiere que la relacion entre estas dos poblaciones distintas de células progenitoras BMD
puede ser mas importante que los valores absolutos.

Hay una clara ventaja en el uso de HPC y EPC como marcador clinico por encima del uso de los biomarcadores
basados en suero existentes (por ejemplo, CEA y CA15-3), ya que este Ultimo no predice la recaida en el proceso
metastatico temprano y es un evento relativamente tardio del estadio. En este estudio, 9 de 14 pacientes en ambas
cohortes de progresion de la enfermedad y recaida tenian una elevacion de un marcador tumoral al menos 2 meses
después del aumento de HPC. Posiblemente, este cambio de células progenitoras BMD representa una etapa
suficientemente temprano de la progresion de la metastasis que permite la oportunidad de intervenir con una terapia
dirigida para promover el mantenimiento de la latencia del tumor y la prevencion de la recaida o progresiéon. Se han
introducido varios agentes que se dirigen a las células BMD en la arena clinica con datos prometedores que incluyen
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el cediranib, (inhibidor pan-VEGFR ), ramucirumab (IMC-1121B, anticuerpo anti-VEGFR2 ) y IMC-18F1 (anticuerpo
anti-VEGFR1 ) (Goss GD, et al., J Clin Oncol; 28: 49-55, Spratlin JL, et al., J Clin Oncol; 28: 780-7, Schwartz JD, et
al., Cancer; 116:1027-32). Finalmente, el Estudio 2 descrito en el presente documento es un ensayo clinico en fase |l
en curso de un compuesto de agotamiento del cobre anti-angiogénico, que pretende modular el cambio angiogénico
mediante mecanismos dependientes del cobre, en pacientes de cancer de mama con alto riesgo de recaida. En este
estudio, los pacientes que tenian un agotamiento de cobre adecuado tenian una reduccion significativa en las EPC
respecto a la linea basal (Jain S, et al., Proc Breast Cancer Symp.; abstr 297 (2010)). Un ensayo clinico que
investiga el ramucirumab, un anticuerpo anti-VEGFR2, e IMC-18F1, un anticuerpo VEGFR1, en combinacioén con
capecitabina en mujeres con cancer de mama metastatico estda en marcha y se espera que proporcione muchos
conocimientos sobre el papel de estas células progenitoras BMD y el efecto de la terapia dirigida sobre el resultado
(identificador ClinicalTrials.gov NCT01234402).

Este es el primer estudio que ofrece un conocimiento sobre el cambio angiogénico in vivo, especificamente en la
recaida y progresion de novo de la metastasis del cancer de mama. Se demuestra ahora que las HPC y EPC
circulantes sirven como un biomarcador para predecir la recaida o progresion de la enfermedad, asi como que sirven
como diana terapéutica para los que tengan alto riesgo de recaida.

Ejemplo 2- agotamiento de cobre
Diseio del estudio

Este estudio en fase I, de marcador abierto, de brazo Unico se llevd a cabo para evaluar los pacientes con cancer de
mama con alto riesgo de recaida. Los pacientes se inscribieron en un ensayo aprobado por la Junta de Revision
Institucional (NCT00195091, 0903-882, 0309006307) en el Weill Cornell Medical College (WCMC) Iris Cantor Breast
Cancer Center. Se obtuvo un consentimiento informado por escrito antes de someterse a cualquier procedimiento
especifico del estudio de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

Objetivos del estudio

Los objetivos primarios eran evaluar la seguridad y cambios en el numero de EPC en pacientes tratados con
Tetratiomolibdato (TM). Los objetivos secundarios eran para evaluar la supervivencia libre de progresion (PFS),
numero de HPC, y niveles de factores angiogénicos plasmaticos y citocinas.

Pacientes

Los pacientes femeninos eran elegibles para la inclusion en el estudio si cumplian los siguientes criterios: tener al
menos 18 afos de edad; cancer de mama confirmado histolégicamente con a) estadio 3, b) estadio 4 sin evidencia
de la enfermedad (NED), o c) cancer de mama triple negativo; que carezca de evidencia radiografica, bioquimica o
fisica de cancer de mama recurrente, al menos 6 semanas desde la quimioterapia, terapia bioldgica, cirugia, o
radiacion previa; estado de actuacion ECOG de 0 o 1; una funcién organica adecuada (hemoglobina > 10, ANC >
1500, plaquetas > 100.000, Cr < 1,5x de los limites normales, bilirrubina total < 1,5x de los limites normales y
AST/ALT < 1,5x de los limites normales).

Los pacientes con cancer de mama en estadio 2 triple negativo se incluyeron debido a que su riesgo estimado de
recaida es equivalente a los pacientes con cancer de mama positivo el receptor hormonal en estadio 3. Se permitia
una terapia hormonal concurrente pero los pacientes no podian recibir quimioterapia o terapia bioldgica. Los estudios
de exploracion que se llevaron a cabo a las 4 semanas de la entrada en el estudio incluian un examen fisico,
estudios de laboratorio (recuento de sangre completa, bioquimica sanguinea, perfil hepatico, marcadores tumorales
(CEA, CA15-3) y estudios por imagen (tomografia computarizada [CT] del térax, abdomen y pelvis y escaner éseo o
tomografia de emision de positrones [PET]/CT segun la eleccion del médico).

Tratamiento

Todos los tratamientos se administraron en una base de paciente ambulatorio. Se adquirié el TM de calidad clinica a
granel en Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI) con el IND n°® 71380 reservado por la Dr. Linda Vahdat. Se
almaceno en lotes de 100 gramos en argdén ya que solamente es estable durante 8 semanas cuando se expone al
aire (Brewer G, et al., Arch Neurol.; 48:42-7 (1991)). Los farmacéuticos de investigacion dispensaban la dosis
apropiada de TM en capsulas de gelatina a los pacientes cada 4-8 semanas y mantenian un cuidadoso inventario
utilizando el Formulario de Registro de Recuento de Farmacos NCI. Se llevé a cabo un ensayo de estabilidad de
cada nuevo envio y no menos de 4 veces al afio.

El TM se administré en dos fases, induccidon y mantenimiento: A) Induccién: Los pacientes se auto-administraban
180 mg de TM por boca diariamente en 4 dosis divididas hasta que los niveles de Cp descendian a un intervalo
diana de 5-16 mg/dl. Un mes de terapia con TM comprendia 1 ciclo. Los niveles de Cp se ensayaban cada 2
semanas durante las 4 primeras semanas y luego semanalmente hasta que se alcanzaba el Cp diana. Cuando los
niveles de Cp estaban en el intervalo diana, los pacientes se cambiaban a la fase de mantenimiento. B)
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Mantenimiento: 100 mg de TM tomados diariamente en dosis divididas. Se hizo un seguimiento de los pacientes
cada 2 semanas durante 4 semanas para asegurar que los niveles de Cp eran estables y luego cada 4 semanas. Se
permitieron reducciones de dosis en disminuciones de 20 mg para minimizar la toxicidad. Se permitieron aumentos
de incrementos de 20 mg cada 2 semanas para mantener los niveles de Cp en el intervalo diana. Los pacientes se
retiraban del estudio si desarrollaban progresion de la enfermedad, toxicidad excesiva o no alcanzaban el
agotamiento de cobre después de la intensificacion de la dosis. Los pacientes llevaban los registros de medicacion
completados en cada visita. La duracién del ensayo fue de 2 afios.

Evaluaciones clinicas y radiograficas

Los pacientes se veian en la linea basal y cada mes a partir de entonces para el examen fisico y los estudios de
laboratorio que incluian el recuento sanguineo total, panel metabdlico completo, marcadores tumorales, y estudios
experimentales. Los pacientes se sometian a diagndstico por imagenes a eleccion del investigador, CT de térax,
abdomen, y pelvis o PET/CT cada 6 meses y segun se necesitara para evaluar una recaida, utilizando los Criterios
de Evaluacion de Respuesta en Tumores Sélidos (RECIST).

Seguridad y tolerancia

Se utilizaron los Criterios de Toxicidad Comun para Efectos Secundarios (CTCAE) del Instituto Nacional del Cancer
version 3.0 para el registro de toxicidad y efectos secundarios. En el evento de toxicidad de grado 3/4, se suspendid
la dosificacion hasta la recuperacion. El tratamiento se retom6 a discrecion del investigador al 50% de la dosis
previa. Si la recuperacién no se producia en 2 semanas, el paciente se retiraba del estudio. En el evento de toxicidad
de grado 2, la dosis de TM se suspendia hasta la recuperacion y se podia iniciar un nuevo ciclo al 100 %. Si recurria
la toxicidad de grado 2, se suspendia la dosis hasta la recuperacion y el siguiente ciclo se retomaba al 50 %. Todos
los pacientes estuvieron disponibles para la evaluacion de toxicidad.

Recuento de las células progenitoras hemangiogénicas

Se recolectaron de diez a 20 ml de sangre venosa en tubos que contenian EDTA y se procesaron en 12 horas. Se
aislaron las células mononucleares de sangre periférica mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll.
Para cuantificar las EPC circulantes, se tifieron las células con CD133-PE (Miltenyi Biotec, Auburn, CA), VEGFR2-
APC (R&D Systems, Minneapolis, MN), y CD45-PerCP (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Para cuantificar las
HPC, se tifieron las células con CD34-FITC (BD Biosciences), VEGFR1-APC (R&D Systems), y CD45-PerCP (BD
Biosciences). También se tifid una alicuota de las células con los controles de isotipo apropiado (anti-lgG1k humana
de raton). Se analizaron las muestras utilizando un citdmetro de flujo FACS-Calibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA). Se recolectaron trescientos mil eventos en la ventana de analisis de células nucleadas (excluyendo residuos y
plaquetas). El analisis de los datos se utilizando el software FlowJo (FlowJo, Ashland, OR). Se hizo una serie de
ventanas de analisis consecutivas para incluir y excluir eventos adquiridos para cuantificar las poblaciones
especificas tales como CD45", CD34", VEGFR1". Se calculé el nimero de EPC y HPC por ml de sangre de la
siguiente manera: HPC/ml = (n° de eventos HPC/n° de eventos de linfocitos) x recuento absoluto de linfocitos
(linfocitos/ml). EPC/ml = (n° de eventos EPC/n°® de eventos de linfocitos) x recuento absoluto de linfocitos
(linfocitos/ml). Las HPC se definieron como CD45", CD34", VEGFR1" (Figuras 5A-5C). Las EPC se definieron como
CD45%™ CD133*, VEGFR2" (Figuras 6A-6C).

Perfil de factores angiogénicos y citocinas

Se detecté el SDF-1 plasmatico mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzimas (R&D Systems) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Los niveles plasmaticos de c-kit, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, bFGF, y PIGF
se detectaron por un ensayo multiple (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) con el protocolo del fabricante.

Andlisis estadistico

La poblacién de intento de tratamiento (ITT) consistia en todos los pacientes que recibieron al menos una dosis de
TM. Un paciente no tomo el TM después de la inscripcién debido a una decision personal. Se registraron los
siguientes resultados: la toxicidad atribuible al TM, el tiempo hasta la progresion de la enfermedad, el niumero de
células progenitoras hemangiogénicas, los marcadores de angiogénesis en el suero. Se calcularon las estadisticas
descriptivas de las variables demograficas y angiogénicas para todos los pacientes. La incidencia de efectos
adversos y sus intervalos de confianza del 95 % se estimaron utilizando métodos convencionales para las
proporciones. Se analizé la PFS utilizando técnicas de analisis de supervivencia. Los valores de la mediana de
VEGFR1" y VEGFR2" se computaron en la linea basal y se compararon con los siguientes momentos mediante el
intervalo con signo de Wilcoxon. Todos los valores de p eran de dos lados con una significacion estadistica evaluada
en el nivel alfa de 0,05. Todos los analisis se llevaron a cabo con el SPSS Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). La
estrategia de modelo mixto para analisis de medidas repetidas de varianza (RMANOVA) se llevé a cabo para
determinar los cambios significativos a lo largo del tiempo den los marcadores séricos de angiogénesis. Se hizo un
analisis multivariado para controlar los factores clinicos y patolégicos convencionales.
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Resultados:
Caracteristicas de los pacientes

Entre el 1 de junio de 2007 y el 30 de junio de 2010, se inscribieron 40 pacientes. Veintisiete pacientes permanecen
actualmente en el estudio. Las razones de abandono del estudio incluyen la progresion de la enfermedad (6),
toxicidad (3) y preferencias del paciente (2) y la pérdida de seguimiento (1). La edad media era de 50 afios (con un
intervalo de 29 a 66) y mas de la mitad de los pacientes (un 65 %) tenian un estado de actuacion ECOG de O en la
linea basal. La mayoria de los pacientes tenia un riesgo muy alto de recaida (es decir, excedian el 60% de riesgo de
recaida a los 10 afos) incluyendo cualquier subtipo de cancer de mama en estadio 4 NED (un 30 %), estadio 3 triple
negativo (un 12,5 %) y estadio 3 enriquecido en HER2 (un 17,5 %). De los 28 pacientes con adyuvante, 26 (el 92,9
%) habian recibido antraciclina y/o taxano, 7 (un 17,5 %) habian recibido trastuzumab, y 2 (un 5 %) habian recibido
quimioterapia a altas dosis seguido por soporte de células madre. Veintiséis pacientes (un 65 %) estuvieron
recibiendo terapia endocrina concomitante durante el ensayo. La cohorte metastatica habia recibido una mediana de
0 regimenes de quimioterapia (intervalo de 0-1).

Niveles de Ceruloplasmina (Cp)

La poblacion ITT consistia en 39 pacientes. La mediana de la linea basal del nivel de Cp era 29,7 mg/dl (con un
intervalo de 21 a 47), que disminuia a un nivel medio de Cp de 14,2 mg/dl (con un intervalo de 7 a 26) a una
mediana de 4 semanas. El objetivo de agotamiento de cobre se definié como una Cp por debajo de 17 mg/dl. De los
que habian tomado al menos una dosis de TM, el 59 % (23/40) de los pacientes habia agotado el cobre eficazmente
y 15 pacientes (un 37,5 %) eran incapaces de agotar el cobre. La Cp media de pacientes con el cobre agotado y
pacientes con cobre no agotado era de 13,5 y 22,3 mg/dl, respectivamente (Figura 1a). Los pacientes pasaron una
mediana del 78% del tiempo (con un intervalo de 58 al 100 %) con niveles diana de Cp durante el estudio. Los
pacientes con enfermedad triple negativa tenian una Cp mas baja en la linea base (media de 25,9 mg/dl) en
comparacion con los pacientes con cancer positivo al receptor hormonal (31,7). El 91 % de los pacientes ftriple
negativos agotaban el cobre satisfactoriamente en comparacion con los subtipos de receptor hormonal (un 38-43 %)
y los subtipos positivos a HER2 (un 40-67 %) (Figura 7B). Los de tamoxifeno (n = 10) tenian un nivel de Cp en la
linea base mas alto de 35,9 mg/dl (con un intervalo de 29-45) en comparacién con 27,8 (22-36) de inhibidores de la
aromatasa (n = 13). Los modelos lineales de efectos mixtos de Cp a lo largo del tiempo demostraban una asociacion
significativa con el tipo de terapia hormonal concomitante (p = 0,006) y la coadministracion de un inhibidor de la
bomba de protones (PPI; p = 0,011), y una interaccion significativa.

Niveles de EPC

La mediana del nimero de la linea base de 0,0398 células/ul (con un intervalo de 0-0,21), que disminuia a lo largo
del tiempo a 0,0363 (con un intervalo de 0-0,18) al afio de la terapia con TM (Figura 8A). La mayoria de las EPC de
los pacientes se mantenian por debajo de la linea balas cuando la Cp estaba en el intervalo objetivo. Los subtipos
con alto riesgo (triple negativo, positivo a HER2, y estadio 4 NED) tenian mayores niveles de EPC/ul en la linea
basal (0,0456, con un intervalo de 0-0,207) en comparacion con los pacientes en estadio 3 positivos al receptor
hormonal (0,0277, con un intervalo de 0-0,114) con disminuciones mas rapidas de los recuentos de EPC en
respuesta al agotamiento de cobre (Figura 3). En 4 de 6 pacientes que desarrollaron una recaida durante el estudio,
un aumento significativo de las EPC precedia el aumento de un marcador tumoral y la recaida objetiva a los 6
meses.

Los modelos lineales de efectos mixtos de las EPC a lo largo del tiempo demostraban una asociacién significativa
con el tipo de terapia hormonal concomitante (p = 0,0073) y la coadministracion de un inhibidor de la bomba de
protones (PPI; p = 0,0030), similares a los niveles de Cp. También habia una interaccion significativa entre el tipo de
terapia hormonal, el uso de PPI, o el tiempo (p < 0,0001).

Toxicidad

El TM total era bien tolerado con pocos efectos adverso. Se administraron 426 ciclos de TM a 39 pacientes en los
primeros 12 meses de la terapia. De los 39 pacientes den la poblaciéon ITT, 3 (un 7,7 %) experimentaron
interrupciones, retrasos, reducciones u omisiones de la dosis debido a toxicidad durante el estudio. No hubo muertes
relacionadas con el tratamiento.

67 ciclos (un 15,7 %) se complicaron por una neutropenia de grado 1/2 en 23 pacientes (un 59,0 %) y 13 ciclos (un
3,1 %) por una neutropenia de grado 3/4 en 9 pacientes (un 23,1 %). El TM se suspendi6 durante 5 a 13 dias hasta
la resoluciéon de la neutropenia y se retomdé a una dosis menor. Un paciente necesité el ingreso en el hospital por
fiebre neutropénica y se retird posteriormente del estudio. Se complicaron 50 ciclos (un 11,7 %) por anemia de grado
1/2 en 14 pacientes (un 35,9 %). Solamente 1 ciclo (un 0,2 %) se afectd por anemia de grado 3 en un paciente
diagnosticado posteriormente de deficiencia de B12. No hubo incidencias de anemia de grado 4. Ninguno de los
pacientes necesité un soporte de factor de crecimiento.

16



10

15

20

25

ES 2734485 T3

Toxicidad no hematolégica: No hubo toxicidad no hematoldgica de grado 3 o 4. Ocho pacientes tuvieron toxicidad
gastrointestinal de grado 1 o 2 (nauseas, vomitos o diarrea) que se manejo6 solo con un ajuste de dosis. Un paciente
que tuvo diarrea de grado 2 debido a la lactosa utilizada como carga en las pildoras de TM abandon6 el estudio. Un
eructo sulfuroso afecté a 79 de los ciclos (un 18,5 %), que se resolvié con el inicio de un PPl en > 90 % de los
pacientes. Se vieron fatiga de grado 1 y neuropatia periférica en 29 (un 6,8 %) y 6 (un 1,4 %) ciclos,
respectivamente.

Resultados clinicos

Seis pacientes (un 15 %) desarrollaron recurrencia en los primeros 12 meses de estudio. Tres de estos pacientes
tenian una enfermedad de estadio 3 (1 triple negativo) y recayeron a los 2, 3 y 10 meses del TM. Tres pacientes con
un estadio 4 NED (1 triple negativo, 1 positivo a HER2) recayeron después de 1,10 y 10 meses de terapia. De estos
6 pacientes que recayeron, la Cp disminuyo hasta el objetivo en 4 pacientes y las EPC se mantuvieron por debajo de
la linea basal solamente en 1 paciente durante la terapia con TM. En todos los pacientes, la PFS a los 10 meses era
del 85,0 % (una Cl del 95 %, de 74,6-96,8 %). La PFS a los 10 meses era menor en los pacientes en estadio 4 NED
en comparaciéon con los pacientes en estadio 2 y 3 (un 75,0 vs un 89,3 %) y en pacientes triple negativos en
comparacion con pacientes positivos al receptor hormonal (un 81,8 vs un 85,7 %).

HPC y marcadores séricos de angiogénesis

No habia cambios significativos en la HPC de pacientes con TM. Las HPC no se asociaban con ningun factor clinico
incluyendo el estadio, subtipo molecular, tipo de terapia endocrina, capacidad para agotar el cobre, edad, BMI, o uso
de PPI. El SDF1, VEGFR2, y C-kit no cambiaban significativamente en los pacientes durante la terapia ni se
asociaban con los niveles de Cp, niveles de EPC, estado de recaida, caracteristicas de los pacientes o tumorales.
En pacientes que recayeron, el SDF1 medio aumento de 2093 a 3052 pg/ml, mientras que el SDF1 de los pacientes
que no recayeron disminuy6 de 1870 a 1811 pg/ml.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de determinacion de la progresion de un cancer de mama o la recaida de un cancer de mama
en un sujeto, comprendiendo el método la medicién de los niveles de células progenitoras hematopoyéticas (HPC) y
células progenitoras endoteliales (EPC) en muestras de sangre obtenidas de dicho sujeto separadas entre una
semana y cuatro meses, donde dichas HPC son VEGFR1°CD45°CD34" vy dichas EPC son
VEGFR2'CD133"CD45"™, y la determinacion de si hay un aumento en el nimero de HPC seguido por un aumento
en el nimero de EPC, donde el aumento es un aumento de al menos un 10 % del nivel de HPC o EPC, y donde un
aumento en el nimero de HPC seguido por un aumento en el nimero de EPC indica un aumento del riesgo de
progresion o recaida del cancer de mama en dicho sujeto.

2. El método de la reivindicacién 1, donde la progresion o recaida del cancer se indica por un aumento de al menos
dos veces en el nivel de cada una de HPC y EPC.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde un aumento en el nimero de HPC seguido por un
aumento den el numero de EPC indica un aumento del riesgo de que ocurra una progresion o recaida del cancer de
mama dentro de un afno desde el aumento en el nimero de HPC, dentro de cuatro meses desde el aumento del
numero de EPC.

4. Un agente terapéutico del cancer para su uso en un método de reduccion del riesgo de progresion del cancer de
mama o recaida del cancer de mama en un sujeto, donde el sujeto tiene un aumento del numero de células
progenitoras hematopoyéticas (HPC) seguido por un aumento del numero de células progenitoras endoteliales
(EPC), donde dichas HPC son VEGFR1*CD45'CD34" y dichas EPC son VEGFR2'CD133"CD45"™, segun se mide
utilizando el método definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y donde el agente terapéutico del cancer
reduce el nivel o actividad de las HPC y/o reduce el nivel o actividad de las EPC, donde el agente terapéutico del
cancer para reducir el nivel de actividad de las HPC es un anticuerpo anti-VEGFR1, y donde el agente terapéutico
del cancer para reducir el nivel o actividad de las EPC es uno o ambos de entre un quelante del cobre y un
anticuerpo anti-VEGFR2.

5. Un método in vitro de determinacion de la respuesta o resistencia al tratamiento del cancer en un sujeto sometido
a tratamiento del cancer de mama, comprendiendo el método la medicién del nivel de células progenitoras
hematopoyéticas (HPC) VEGFR1°CD45°CD34" y el nivel de células progenitoras endoteliales (EPC)
VEGFR2'CD133"CD45"™ en muestras de sangre obtenidas de dicho sujeto separadas entre una semana y cuatro
meses, y la determinacion de si hay una disminucion o un aumento de los niveles de HPC y/o EPC, donde una
disminucion de al menos un 5 % de los niveles de HPC y/o EPC indica que dicho cancer de mama del sujeto esta
respondiendo a dicho tratamiento del cancer, y donde un aumento de al menos un 10 % de los niveles de HPC y
EPC indica que dicho cancer de mama del sujeto es resistente al tratamiento del cancer.

6. El método de la reivindicacién 5, donde la respuesta al tratamiento se indica por una disminucién de al menos el
10 % en los niveles de HPC y/o EPC.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o el agente terapéutico del cancer para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 4, donde la medicién se lleva a cabo mediante un analisis de clasificacion celular
activada por fluorescencia (FACS).

8. El agente terapéutico del cancer para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, donde el nivel de HPC y EPC se
mide cada uno a tres meses.
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Figura 9
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