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DESCRIPCION
Métodos para clasificar pacientes con un cancer sélido
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para clasificar pacientes que padecen un cancer sélido, particularmente
a métodos para el prondstico del tiempo de supervivencia de un paciente que padece un cancer sélido y/o métodos
para evaluar la capacidad de respuesta de un paciente que padece un cancer solido frente al tratamiento
antitumoral.

Antecedentes de la invencion

Segun lo explicado detalladamente en Galon et al. (Cancer classification using the Immunoscore: a worldwide task
force, J Transl Med. 2012; 10: 205), la prediccion del resultado clinico en el cancer generalmente se logra mediante
una evaluacion histopatolégica de las muestras de tejido obtenidas durante la reseccion quirdrgica del tumor
primario. La estadificacion tradicional del tumor (clasificacion AJCC/UICC-TNM) resume los datos sobre la carga
tumoral (T), la presencia de células cancerosas en el drenaje y los ganglios linfaticos regionales (N) y la evidencia de
metastasis (M). Sin embargo, en la actualidad se reconoce que el resultado clinico puede variar significativamente
entre los pacientes dentro que estan en el mismo estado de evolucién del cancer. La clasificacién actual proporciona
cierta informacién prondéstica limitada sin predecir la respuesta que va a surgir frente al tratamiento. La bibliografia
reciente ha aludido a la importancia del sistema inmunitario del huésped en el control de la progresién tumoral. Por
lo tanto, la evidencia apoya la nocién de incluir biomarcadores inmunoldgicos, implementados como una herramienta
para la prediccién del prondstico y la respuesta a la terapia. La acumulacién de datos, recopilados de grandes
cohortes de canceres humanos, ha demostrado el impacto de la clasificacién inmune, que tiene un valor pronéstico
que puede aumentar la importancia de la clasificacion TNM AJCC/UICC. Por lo tanto, es imprescindible comenzar a
incorporar el 'Immunoscore' en la clasificacion tradicional, proporcionando asi una herramienta de prondstico
esencial y potencialmente predictiva. La introduccién de este parametro como biomarcador para clasificar los
canceres, como parte de la evaluacién diagnoéstica y pronéstica de tumores de rutina, facilitara la toma de decisiones
clinicas, incluida la estratificacion racional del tratamiento de pacientes.

Numerosas solicitudes de patentes han descrito métodos para el prondstico del tiempo de supervivencia de
pacientes que padecen cancer sélido y/o métodos para evaluar la capacidad de respuesta de pacientes que
padecen canceres solidos frente al tratamiento antitumoral, mediante la medicién de biomarcadores inmunoldgicos.
Se pueden citar, por ejemplo: los documentos W02015007625, WO2014023706, W0O2014009535, W0O2013186374,
W02013107907, WO2013107900, W0O2012095448, W02012072750 y WO02007045996. Todos estos métodos
proporcionan buenos resultados. Como se explica en la revision de Galon et al. Immunity 39, 2013, 11-26, las firmas
inmunes pronosticas y predictivas se superponen en gran medida.

El documento WO2010/120814 describe, entre otros, métodos que se basan en un analisis estadistico del cuartil
para el prondéstico de pacientes que padecen la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).

Los presentes inventores han logrado aumentar aun mas la precisién de los métodos para el pronéstico del tiempo
de supervivencia de un paciente que padece un cancer sélido y de los métodos para evaluar la capacidad de
respuesta de un paciente que padece un cancer soélido frente al tratamiento antitumoral.

Sumario y descripcion detallada de la invencion

El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones y cualquier informacién que no se encuentre
dentro de las reivindicaciones se proporciona Unicamente a titulo informativo.

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico del tiempo de supervivencia de un paciente
que padece un cancer sélido, cuyo método comprende los siguientes pasos:

a) detectar y cuantificar dos o0 mas marcadores biol6gicos indicativos del estado de la respuesta inmune de dicho
paciente contra dicho cancer, en el que cada marcador biolégico indicativo del estado de la respuesta inmune se
cuantifica en una muestra tumoral obtenida de dicho paciente;

b) comparar cada valor obtenido en la etapa a) para dichos dos o mas marcadores biolégicos con una distribucién
de valores obtenidos para cada uno de dichos dos o mas marcadores biolégicos de un grupo de referencia de
pacientes que padecen dicho cancer;

¢) determinar para cada valor obtenido en el paso a) para dichos dos o mas marcadores bioldgicos cuyo percentil de
la distribucion corresponde a los valores obtenidos en el paso a);

d) calcular el valor medio aritmético o el valor medio del percentil; y
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e) comparar el valor medio aritmético o el valor medio del percentil obtenido en la etapa d) con un valor medio
aritmético de referencia predeterminado o un valor medio predeterminado del percentil, cuyo valor de referencia
predeterminado se correlaciona con el tiempo de supervivencia.

Por lo general, el tiempo de supervivencia es la supervivencia libre de enfermedad (DFS), la supervivencia libre de
progresion (PFS), la supervivencia especifica de la enfermedad (DSS) o la supervivencia general (OS).

La presente invencion también se refiere a un método in vitro para evaluar la capacidad de respuesta de un paciente
que padece un cancer sélido frente a un tratamiento antitumoral, cuyo método comprende los siguientes pasos:

a) detectar y cuantificar dos o0 mas marcadores biol6gicos indicativos del estado de la respuesta inmune de dicho
paciente contra dicho cancer, en el que cada marcador biolégico indicativo del estado de la respuesta inmune se
detecta cuantificado in vitro en una muestra tumoral obtenida de dicho paciente;

b) comparar cada valor obtenido en el paso a) para dichos dos 0 mas marcadores biolégicos con una distribucion de
valores obtenidos para cada uno de dichos dos o mas marcadores biolégicos a partir de un grupo de referencia de
pacientes que padecen dicho cancer;

c) determinar para cada valor obtenido en el paso a) para dichos dos 0 mas marcadores biologicos el percentil de la
distribucion a la que corresponden los valores obtenidos en el paso a);

d) calcular el valor medio aritmético o el valor medio del percentil; y

e) comparar el valor medio aritmético o el valor medio del percentil obtenido en la etapa d) con un valor medio
aritmético de referencia predeterminado o un valor medio predeterminado del percentil, cuyo valor de referencia
predeterminado se correlaciona con la respuesta frente a dicho tratamiento antitumoral.

La expresion "valor medio aritmético” debe entenderse ampliamente y abarca la media aritmética "clasica" de una
muestra, que es la suma de los valores muestreados dividido por el nimero de elementos en la muestra y, también,
la media aritmética ponderada:

E:;l Wy

Los pesos wi pueden representar una medida de la fiabilidad de la influencia sobre la media por los valores
respectivos.

®

El valor medio se adapta particularmente cuando se cuantifican muchos marcadores bioldgicos (tipicamente mas de
5,10, 15, 200).

Los métodos de la invencion tienen ventajas Unicas y multiples:

Dichos métodos funcionan de manera muy significativa y tienen un fuerte poder discriminatorio porque los
biomarcadores considerados en estos métodos tienen caracteristicas especificas importantes.

Los biomarcadores considerados son biomarcadores inmunes. En particular, los biomarcadores son biomarcadores
inmunes adaptativos. Una de sus caracteristicas esenciales es que estos biomarcadores inmunes estan asociados
con el tiempo de recurrencia, con el tiempo antes de la muerte, con el tiempo antes de la respuesta al tratamiento,
con la amplitud de la respuesta al tratamiento y con el tiempo prolongado durante el cual el paciente esta
respondiendo al tratamiento.

Una de las ventajas de los métodos de la invencion es que el nivel de intensidad, expresion, densidad y cantidad de
cada biomarcador estd asociado con la longitud, el tiempo de supervivencia, la supervivencia prolongada y la
respuesta prolongada frente al tratamiento.

Los métodos de la invencién se aplican porque cuanto mas altos o0 mas bajos sean los niveles de los biomarcadores,
mas larga o mas corta sera la supervivencia y mejor o peor sera entonces la respuesta frente al tratamiento.

Uno de los elementos novedosos esenciales asociados con el gran rendimiento de los métodos es que los métodos
son independientes de los datos clinicos y el seguimiento de los pacientes. El percentil medio se puede calcular en
funciéon de los datos brutos y normalizados del marcador bioldgico, independientemente del resultado de los
pacientes.

Una reaccion inmune adaptativa integral se caracteriza por un conjunto de biomarcadores que, cuando se
enriquecen conjuntamente, los biomarcadores mejoran la estratificacion de los pacientes en categorias de
supervivencia prolongada y una mejor respuesta frente al tratamiento.
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La media de los valores percentiles de todos los biomarcadores, ponderados para cada biomarcador, permite una
estratificacion muy precisa de los pacientes en categorias de riesgo.

Tipicamente, el grupo de referencia de pacientes que padecen dicho cancer comprende al menos: 100, 200, 300,
400, 500, 1000 o 2000 pacientes.

Tipicamente, los métodos de la invencién se aplican a diversos 6rganos de origen canceroso (tales como mama,
colon, recto, pulmén, cabeza y cuello, vejiga, ovario, prostata) y, también, a varios tipos de células cancerosas
(adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, cancer de células grandes, melanoma, etc.

Tipicamente, el paciente sometido al método anterior puede sufrir un cancer sélido seleccionado del grupo que
consiste en cancer cortical suprarrenal, cancer anal, cancer del conducto biliar (por ejemplo, cancer periférico,
cancer del conducto biliar distal, cancer del conducto biliar intrahepatico), cancer de vejiga, cancer de hueso (p. €.,
osteoblastoma, osteocrondroma, hemangioma, fibroma condromixoide, osteosarcoma, condrosarcoma,
fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, tumor de células gigantes del hueso, cordoma, mieloma mdltiple), cancer
del cerebro y del sistema nervioso central (p. ej., meningioma, astocitoma, oligodendrogliomas, ependimoma,
gliomas, meduloblastoma, ganglioglioma, schwannoma, germinoma, craneofaringioma), cancer de mama (p. €j.,
carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma lobular in situ,
ginecomastia), cancer cervical, cancer colorrectal, cancer de endometrio (por ejemplo, cancer de endometrio,
adenocarcinoma, adenocantoma, adenocarcinoma seroso papilar, células claras), cancer de eséfago, cancer de
vesicula biliar (adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de células pequenas), tumores carcinoides gastrointestinales
(p. €j. coriocarcinoma, corioadenoma destrueno), sarcoma de Kaposi, cancer de riidn (por ejemplo, cancer de
células renales), cancer de laringe e hipofaringe, cancer de higado (por ejemplo, hemangioma, adenoma hepatico,
hiperplasia nodular focal, carcinoma hepatocelular), cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células
pequeiias, cancer de pulmén de células no pequenas), mesotelioma, plasmacitoma, cancer de cavidad nasal y seno
paranasal (p. €j., estesioneuroblastoma, granuloma de linea media), cancer de nasofaringe, neuroblastoma, cancer
de la cavidad oral y orofaringeo, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de pene, cancer de pituitaria, cancer
de proéstata, retinoblastoma, rabdomiosarcoma (p. ej., rabdomiosarcoma embrionario, rabdomiosarcoma alveolar,
rabdomiosarcoma pleomorfico), cancer de glandulas salivales, cancer de piel (p. €j. melanoma, cancer de piel no
melanoma), cancer de estdbmago, cancer testicular (p. ej. seminoma, cancer de células germinales no seminoma),
cancer de timo, cancer de tiroides (por ejemplo, carcinoma folicular, carcinoma anaplasico, carcinoma poco
diferenciado, carcinoma de tiroides medular), cancer vaginal, cancer vulvar y cancer uterino (p. €j. leiomiosarcoma
uterino).

En una realizacion preferida, el cancer es un cancer colorrectal.

Como se usa en el presente documento, la expresion "muestra de tejido tumoral” significa cualquier muestra de
tumor de tejido derivada del paciente. Dicha muestra de tejido se obtiene con el propdsito de una evaluacion in vitro.
En algunas realizaciones, la muestra de tumor puede provenir del tumor resecado del paciente. En algunas
realizaciones, la muestra de tumor puede provenir de una biopsia realizada en el tumor primario del paciente o
realizada en una muestra metastasica distante del tumor primario del paciente. Por ejemplo, una biopsia
endoscopica realizada en el intestino del paciente afectado por un cancer colorrectal. Tipicamente, la muestra de
tejido tumoral se fija en formalina y se incrusta en un fijador rigido, como la parafina (cera) o el epoxi, que se coloca
en un molde y luego se endurece para producir un bloque que se corte faciimente. Se pueden preparar después
finas rodajas de material utilizando un microtomo, colocarlas en un portaobjetos de vidrio y enviarlas p. €j. a un
andlisis inmunohistoquimico (usando un autémata IHC como BenchMark® XT, para obtener portaobjetos tefidos).
La muestra de tejido tumoral se puede usar en micromatrices, llamadas micromatrices de tejido (TMA). Las TMA
consisten en bloques de parafina en los que se ensamblan hasta 1000 ndcleos de tejido separados en forma de
matriz para permitir un analisis histolégico mdltiple. Esta tecnologia permite la visualizacion rapida de dianas
moleculares en muestras de tejido a la vez, ya sea a nivel de ADN, ARN o proteina. La tecnologia TMA se describe
en los documentos W02004000992, US8068988, Olli et al 2001 Human Molecular Genetics, Tzankov et al 2005,
Elsevier; Kononen et al. 1198; Nature Medicine.

En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral abarca (i) un tumor primario global (como un todo), (ii) una
muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido del tejido que rodea directamente al tumor, cuyo
tejido puede denominarse mas especificamente el "margen invasivo" del tumor, (iv) islotes linfoides cercanos al
tumor, (v) los ganglios linfaticos ubicados en la proximidad mas cercana del tumor, (vi) una muestra de tejido tumoral
recolectada antes de la cirugia (para el seguimiento de pacientes después del tratamiento, por ejemplo), y (vii) una
metéstasis a distancia.

Como se usa en el presente documento, el "margen invasivo" tiene su significado general en la técnica y se refiere al
entorno celular que rodea el tumor. En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral, independientemente de si
se deriva del centro del tumor, del margen invasivo del tumor o de los ganglios linfaticos mas cercanos, abarca
piezas o cortes de tejido que se han extraido del centro del tumor del margen invasivo que rodea el tumor, incluso
después de una reseccion quirurgica del tumor o después de la recoleccion de una muestra de tejido para la biopsia,
para una cuantificacion adicional de uno o varios marcadores bioldgicos, especialmente a través de métodos de
histologia o inmunohistoquimica, a través de métodos de citometria de flujo y métodos de analisis de expresion de
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genes o proteinas, incluido el andlisis gendmico y protedmico. La muestra de tejido tumoral puede, por supuesto,
someterse a una variedad de técnicas preparativas y de almacenamiento posteriores a la recoleccién reconocidas
(por ejemplo, fijacién, almacenamiento, congelacion, etc.). La muestra puede estar recién preparada, congelada,
fijada (p. Ej., fijada con formalina) o embebida (p. ej., embebida en parafina). En algunas realizaciones, cuando la
cuantificacion del nimero de ganglios linfaticos que drenan el tumor se realiza en el tumor reseccionado, la muestra
de tejido tumoral proviene de dicho tumor reseccionado y abarca el centro del tumor y, opcionalmente, el margen
invasivo del tumor. En dichas realizaciones, la cuantificacion del marcador de la respuesta inmune adaptativa se
realiza tipicamente por inmunohistoquimica (IHC) como se describe méas adelante. En algunas realizaciones, cuando
la cuantificacion del numero de ganglios linfaticos que drenan el tumor se realiza mediante imagenes, la muestra de
tejido tumoral proviene de una biopsia. En dichas realizaciones, la cuantificacion del marcador de la respuesta
inmune adaptativa se realiza tipicamente determinando el nivel de expresién de al menos un gen.

Tipicamente, la muestra de tumor puede seleccionarse del grupo que consiste en (i) un tumor primario global (como
un todo), (i) una muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido del tejido que rodea directamente
el tumor cuyo tejido puede denominarse mas especificamente el "margen invasivo" del tumor, (iv) los ganglios
linfaticos ubicados en la proximidad mas cercana del tumor o una estructura linfoide terciaria inducida por el tumor,
(v) una biopsia tumoral realizada en cualquier momento y, tipicamente, cirugia previa, y (vi) una metéstasis a
distancia.

En una realizacion preferida, los dos o mas marcadores biolégicos se cuantifican en el centro del tumor y/o en el
margen invasivo del tumor.

En una realizacién preferida, los dos o mas marcadores biolégicos se cuantifican en el centro del tumor y/o en el
margen invasivo del tumor.

La muestra puede estar recién preparada, congelada, fijada (p. €j., fijada con formalina) o embebida (p. €j.,
embebida en parafina). En una realizacién particular, la muestra de tumor proviene de una biopsia realizada en un
tumor del paciente.

Un ejemplo es una biopsia endoscopica realizada en el intestino del paciente que padece cancer colorrectal o que se
sospecha que padece cancer colorrectal.

Como se pretende en este documento, un "marcador biol6gico” consiste en cualquier parametro detectable, medible
y cuantificable que sea indicativo del estado de la respuesta inmune del paciente con cancer contra el tumor.

Los marcadores biolégicos incluyen la presencia o el nimero o la densidad de células del sistema inmune en el sitio
del tumor.

Los marcadores biolégicos también incluyen la presencia o la cantidad de proteinas especificamente producidas por
las células del sistema inmune en el sitio del tumor.

Los marcadores bioldgicos también incluyen la presencia o la cantidad de cualquier material biolégico que sea
indicativo del nivel de expresion de genes relacionados con el aumento de una respuesta inmune especifica del
huésped en el sitio del tumor. Por lo tanto, los marcadores bioldgicos incluyen la presencia o la cantidad de un ARN
mensajero (ARNm) transcrito a partir de ADN gendmico que codifica proteinas que son producidas especificamente
por células del sistema inmune en el sitio del tumor.

Por lo tanto, los marcadores bioldgicos incluyen antigenos de superficie expresados especificamente por células del
sistema inmune, incluidos linfocitos B, linfocitos T, células dendriticas de monocitos/macréfagos, células NK, células
NKT y células NK-DC, que se reclutan dentro del tejido tumoral o en su proximidad, incluso dentro del margen
invasivo del tumor y en los ganglios linfaticos mas cercanos o, alternativamente, el ARNm que codifica dichos
antigenos de superficie.

llustrativamente, los antigenos de superficie de interés utilizados como marcadores bioldgicos incluyen CD3, CD4,
CD8 y CD45R0 que se expresan por células T o subconjuntos de células T.

Por ejemplo, si la expresion del antigeno CD3, o la expresién del ARNm del mismo, se usa como marcador
biolégico, la cuantificacion de este marcador biolégico, en la etapa a) del método de acuerdo con la invencion, es
indicativa del nivel de la respuesta inmune adaptativa del paciente que involucra a todos los linfocitos T y células
NKT.

Por ejemplo, si la expresion del antigeno CD8, o la expresion del ARNm del mismo, se usa como marcador
bioldgico, la cuantificacion de este marcador biolégico, en la etapa a) del método de acuerdo con la invencion, es
indicativa del nivel de la respuesta inmune adaptativa del paciente con linfocitos T citotdxicos.

Por ejemplo, si la expresion del antigeno CD45R0O, o la expresién del ARNm del mismo, se usa como marcador
biolégico, la cuantificacion de este marcador biolégico, en la etapa a) del método de acuerdo con la invencion, es
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indicativa del nivel de la respuesta inmune adaptativa del paciente con linfocitos T de memoria o linfocitos T
efectores de memoria.

Sin embargo, de manera ilustrativa, las proteinas utilizadas como marcadores biol6gicos también incluyen proteinas
citoliticas producidas especificamente por las células del sistema inmune, como la perforina, la granulisina vy,
también, la granzima-B.

Numerosas solicitudes de patentes han descrito una gran cantidad de marcadores biolégicos indicativos del estado
de la respuesta inmune que podrian usarse en los métodos de la invencion.

Tipicamente, se pueden usar los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune descritos en
los documentos WO02015007625, WO02014023706, WO2014009535, WO2013186374, WO2013107907,
WO02013107900, WO2012095448, W0O2012072750 y WO2007045996.

Tipicamente, se puede cuantificar una combinaciéon de 2, 3, 4, 5,6,7,8,9,10,1 1, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50 de
marcadores bioldgicos distintos, preferiblemente una combinacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 marcadores biologicos
y, mas preferiblemente, una combinacion de 2, 3, 4, 5 o 6, marcadores biolégicos

En una realizacion preferida, los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune son los
descritos en el documento WO2007045996.

Tipicamente, los marcadores biolégicos que pueden usarse son la densidad celular de las células del sistema
inmune.

En una realizacién preferida, los dos 0 mas marcadores bioldgicos comprenden la densidad de las células CD3+, la
densidad de las células CD8+, la densidad de las células CD45R0O+, la densidad de las células GZM-B+ y/o la
densidad de las células B.

En una realizacion mas preferida, los dos o0 mas marcadores bioldgicos comprenden la densidad de las células
CD3+ y la densidad de las células CD8+, la densidad de las células CD3+ y la densidad de las células CD45R0O+, la
densidad de las células CD3+, la densidad de las células GZM-B+, la densidad de células CD8+ y la densidad de
células CD45RO0+, la densidad de células CD8+ y la densidad de células GZM-B+; o la densidad de las células
CD45RO+ y la densidad de las células GZM-B+.

La densidad de las células B también se puede medir (véase los documentos WO2013107900 y WO2013107907).
La densidad de las células DC también se puede medir (véase el documento W0O2013107907).

En una realizacion preferida, la densidad de células del sistema inmune se cuantifica en el centro del tumor y/o en el
margen invasivo del tumor.

En una realizacién mas preferida, los dos 0 mas marcadores biolégicos comprenden la densidad de células CD3+ en
el centro del tumor, la densidad de células CD8+ en el centro del tumor, la densidad de células CD3+ en el margen
invasivo y la densidad de células CD8+ en el margen invasivo.

La densidad se puede medir en el "punto frio", es decir, en las regiones de la muestra tumoral donde la densidad es
la mas baja, o enlos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 "puntos frios", correspondientes al area de 2 a 10 con las densidades
mas bajas.

La densidad también se puede medir en el "punto caliente", es decir, en las regiones donde la densidad es la mas
alta, o en los 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 "puntos calientes", correspondiente al area de 2 a 10 con las mayores
densidades.

También se puede determinar la densidad media en toda la muestra tumoral.

Tipicamente, el método descrito en el documento WO2013186374 puede usarse para cuantificar las células inmunes
en la muestra de tumor.

Como se usa en el presente documento, la expresion "marcador" consiste en cualquier parametro detectable,
medible o cuantificable que sea indicativo del estado de la respuesta inmune adaptativa del sujeto. Un marcador se
convierte en un "marcador bioldgico" con el propésito de llevar a cabo el método de la presente invencion cuando se
encuentra una buena correlacién estadistica entre (i) un aumento o una disminucion del valor de cuantificacion para
dicho marcador vy (ii) el tiempo de supervivencia en realidad observado dentro de los pacientes. Para calcular los
valores de correlacion para cada marcador probado y determinar asi la relevancia estadistica de dicho marcador
como un "marcador bioldgico" de acuerdo con la invencion, se puede usar cualquiera de los métodos estadisticos
conocidos por los expertos en la materia. De manera ilustrativa, se pueden utilizar métodos estadisticos que utilizan
curvas de Kaplan-Meier y/o analisis univariados que utilizan la prueba de log-rank y/o un modelo de riesgos
proporcionales de Cox, como se muestra en los ejemplos de este documento. Cualquier marcador para el cual un
valor de P menor que 0,05, e incluso preferiblemente menor que 103, 104, 105, 10 o 107 (segln el andlisis
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univariante y multivariante (por ejemplo, la prueba de log-rank y la prueba de Cox, respectivamente) se determina
que consiste en un "marcador bioldgico" utilizable en el método de pronédstico del cancer de la invencién. En algunas
realizaciones, el marcador incluye la presencia o el niumero o la densidad de células del sistema inmune. En algunas
realizaciones, el marcador incluye la presencia o la cantidad de proteinas especificamente producidas por las células
del sistema inmune. En algunas realizaciones, el marcador incluye la presencia o la cantidad de cualquier material
biolégico que sea indicativo del nivel de genes relacionados con el aumento de una respuesta inmune especifica del
huésped. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el marcador incluye la presencia o la cantidad del ARN mensajero
(ARNm) transcrito a partir de ADN gendmico que codifica proteinas, que son producidas especificamente por las
células del sistema inmune. En algunas realizaciones, el marcador incluye antigenos de superficie que se expresan
especificamente por células del sistema inmune, incluidos linfocitos B, linfocitos T, células dendriticas de
monocitos/macroéfagos, células NK, células NKT y células NK-DC o, alternativamente, la codificacién de ARNm para
dichos antigenos de superficie. Cuando se realiza el método de la presente invencién con mas de un marcador
biolégico, el nimero de marcadores bioldgicos distintos que se cuantifican en la etapa a) son generalmente de
menos de 100 marcadores distintos y, en la mayoria de las realizaciones, de menos de 50 marcadores distintos. El
nimero de marcadores bioldgicos distintos que es necesario para obtener un prondstico preciso y confiable,
utilizando el método de la presente invencién, puede variar notablemente segun el tipo de técnica utilizada para la
cuantificacion. llustrativamente, se puede encontrar una alta significacion estadistica con una combinacién de un
pequerio numero de marcadores bioldgicos, cuando el método de la presente invencidén se realiza mediante la
deteccion inmunohistoquimica in situ de marcadores de proteinas de interés, en particular cuando se realiza una
cuantificacion separada de dichos marcadores, tanto en el centro del tumor (CT) como en el margen invasivo (IM).
llustrativamente, se obtuvo una alta significacion estadistica con solo un marcador o una combinacién de dos
marcadores, como se describe en los EJEMPLOS. Mas ilustrativamente, también se encontr6é una alta significacion
estadistica con un pequefio nimero de marcadores biolégicos, cuando el método de la presente invencién se
realizaba mediante andlisis de expresion génica de marcadores génicos de interés. Sin desear limitarse a ninguna
teoria en particular, los inventores creen que se alcanza una relevancia altamente estadistica (valor P inferior a 10%)
cuando se realiza el método de la presente invencién, usando un andlisis de expresion génica para la cuantificacion
de marcadores bioldgicos, y mediante el uso de una combinacién de diez marcadores bioldgicos distintos y, mas
preferiblemente, una combinacion de quince marcadores biolégicos distintos, lo mas preferiblemente veinte
marcadores bioldgicos distintos, o mas. En algunas realizaciones, se determina el nivel de 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10;
11;12;13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20; 21; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28; 29; 30; 31; 32; 33; 34; 35; 36; 37; 38; 39; 40; 41;
42; 43; 44, 45; 46; 47, 48; 49; o 50 marcadores. En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los
diversos marcadores bioldgicos de interés se refiere al nombre reconocido internacionalmente del gen
correspondiente, tal como se encuentra en las secuencias de genes reconocidas internacionalmente y en las bases
de datos de secuencias de proteinas, incluida la base de datos del Comité de Nomenclatura de Genes HUGO. En la
presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los diversos marcadores bioldgicos de interés también
puede referirse al nombre internacionalmente reconocido del gen correspondiente, como se encuentra en la base de
datos de secuencias de genes y secuencias de proteinas Genbank reconocida internacionalmente. A través de estas
bases de datos de secuencias reconocidas internacionalmente, el experto en la técnica puede recuperar las
secuencias de acido nucleico y de aminoacidos correspondientes a cada uno de los marcadores biolégicos de
interés descritos en este documento.

Los marcadores bioldgicos indicativos del estado de la respuesta inmune pueden comprender el nivel de expresion
de uno 0 mas genes o proteinas correspondientes enumerados en la Tabla 9 del documento WO2007045996 que
son: 18s, ACE, ACTB, AGTR1, AGTR2, APC, APOA1, ARF1, AXIN1, BAX, BCL2, BCL2L1, CXCR5, BMP2, BRCA1,
BTLA, C3, CASP3, CASP9, CCL1, CCL11, CCL13, CCL16, CCL17, CCL18, CCL19, CCL2, CCL20, CCL21, CCL22,
CCL23, CCL24, CCL25, CCL26, CCL27, CCL28, CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCNB1, CCND1, CCNE1, CCR1,
CCR10, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCRL2, CD154, CD19, CD1a, CD2, CD226,
CD244, PDCD1LG1, CD28, CD34, CD36, CD38, CD3E, CD3G, CD3Z, CD4, CD40LG, CD5, CD54, CD6, CD68,
CDe9, CLIP, CD80, CD83, SLAMF5, CD86, CD8A, CDH1, CDH7, CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A,
CDKN2B, CEACAM1, COL4A5, CREBBP, CRLF2, CSF1, CSF2, CSF3, CTLA4, CTNNB1, CTSC, CX3CL1,
CX3CR1, CXCL1, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL14, CXCL16, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS,
CXCL9, CXCR3, CXCR4, CXCR6, CYP1A2, CYP7A1, DCC, DCN, DEFA6, DICER1, DKK1, Dok-1, Dok-2, DOK®,
DVL1, E2F4, EBI3, ECE1, ECGF1, EDN1, EGF, EGFR, EIF4E, CD105, ENPEP, ERBB2, EREG, FCGR3A, CGR3B,
FN1, FOXP3, FYN, FZD1, GAPD, GLI2, GNLY, GOLPH4, GRB2, GSK3B, GSTP1, GUSB, GZMA, GZMB, GZMH,
GZMK, HLA-B, HLA- C, HLA-, MA, HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DPA1, HLA-DQA2, HLA-DRA, HLX1,
HMOX1, HRAS, HSPB3, HUWE1, ICAM1, ICAM-2, ICOS, ID1, ifnal, ifnal7, ifna2, ifnab, ifna6, ifna8, IFNART,
IFNAR2, IFNG, IFNGR1, IFNGR2, IGF1, IHH, IKBKB, IL10, IL12A, IL12B, IL12RB1, IL12RB2, IL13, IL13RA2, IL15,
IL15RA, IL17, IL17R, IL17RB, IL18, IL1A, IL1B, IL1R1, IL2, IL21, IL21R, IL23A, IL23R, IL24, IL27, IL2RA, IL2RB,
IL2RG, IL3, IL31RA, IL4, IL4RA, IL5, IL6, IL7, IL7RA, IL8, CXCR1, CXCR2, IL9, IL9R, IRF1, ISGF3G, ITGA4, ITGA?,
integrina alfa E (antigeno CD103, linfocito de la mucosa humana, antigeno 1; polipéptido alfa), Gen hCG33203,
ITGB3, JAK2, JAK3, KLRB1, KLRC4, KLRF1, KLRG1, KRAS, LAG3, LAIR2, LEF1, LGALS9, LILRB3, LRP2, LTA,
SLAMF3, MADCAM1, MADH3, MADH7,MAF, MAP2K1, MDM2, MICA, MICB, MKI67, MMP12, MMP9, MTA1,
MTSS1, MYC, MYD88, MYH6, NCAM1, NFATC1, NKG7, NLK, NOS2A, P2X7, PDCD1, PECAM-, CXCL4, PGK1,
PIAS1, PIAS2, PIAS3, PIAS4, PLAT, PML, PP1A, CXCL7, PPP2CA, PRF1, PROM1, PSMB5, PTCH, PTGS2,
PTP4A3, PTPN6, PTPRC, RAB23, RAC/RHO, RAC2, RAF, RB1, RBL1, REN, Drosha, SELE, SELL, SELP,
SERPINE1, SFRP1, SIRP beta 1, SKI, SLAMF1, SLAMF6, SLAMF7, SLAMF8, SMAD2, SMAD4, SMO, SMOH,
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SMURF1, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6, SOCS7, SOD1, SOD2, SOD3, SOS1, SOX17, CD43,
ST14, STAM, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, STAT6, STK36, TAP1, TAP2, TBX21, TCF7,
TERT, TFRC, TGFA, TGFB1, TGFBR1, TGFBR2, TIM-3, TLR1, TLR10, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR?,
TLR8, TLR9, TNF, TNFRSF10A, TNFRSF11A, TNFRSF18, TNFRSF1A, TNFRSF1B, OX-40, TNFRSF5, TNFRSF6,
TNFRSF7, TNFRSF8, TNFRSF9, TNFSF10, TNFSF6, TOB1, TP53, TSLP, VCAM1, VEGF, WIF1, WNT1, WNT4,
XCL1, XCR1, ZAP70 y ZIC2.

En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés se refiere al nombre
internacionalmente reconocido del gen correspondiente, tal como se encuentra en las secuencias de genes y bases
de datos de secuencias de proteinas reconocidas internacionalmente, incluida la base de datos del Comité de
Nomenclatura de Genes HUGO. En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés
también puede referirse al nombre reconocido internacionalmente del gen correspondiente, como se encuentra en la
base de datos de secuencias de genes Genbank reconocida internacionalmente. A través de estas bases de datos
de secuencias reconocidas internacionalmente, todo experto en la técnica puede recuperar el acido nucleico de cada
uno de los genes de interés descritos en este documento.

En una realizacion preferida, los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune son los
descritos en el documento WO2014023706:

En esta realizacion, se evalla un nivel de expresion EL1 de un solo gen representativo de la respuesta inmune
adaptativa humana y de un solo gen representativo de la respuesta inmunosupresora humana (un par de genes) en
el método de la invencién. Preferiblemente se usan de uno a tres genes de cada uno y, mas preferiblemente, de uno
o dos genes de cada uno. Un nimero limitado de genes de cada tipo proporciona resultados buenos y confiables y
es facil de implementar. Particularmente, un solo valor de referencia es suficiente para cada uno de los dos genes.
Cuanto mayor es el nUmero de genes, mas sofisticado es el valor de referencia. A continuacion se dan ejemplos de
determinacion de valores de referencia.

El uso de mas genes que uno o dos pares de genes es mas dificil de implementar y mas costoso y requiere mucho
tiempo, pero ofrece otras ventajas. Por ejemplo, si la evaluacion del nivel de expresion de un gen es errénea, el
resultado general se compensa con la reserva de los otros genes del mismo tipo (respuesta inmune adaptativa
humana o respuesta inmunosupresora).

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen representativo de la respuesta inmune adaptativa" se
refiere a cualquier gen que sea expresado por una célula que es actora de la respuesta inmune adaptativa en el
tumor o que contribuya al establecimiento de la respuesta inmune adaptativa en el tumor. La respuesta inmune
adaptativa, también llamada "respuesta inmune adquirida", comprende la estimulacion dependiente de antigeno de
los subtipos de células T, la activacion de células B y la produccion de anticuerpos. Por ejemplo, las células de la
respuesta inmune adaptativa incluyen, entre otras, células T citotoxicas, células T de memoria, células Th1 y Th2,
macréfagos activados y células dendriticas activadas, células NK y células NKT. Por consiguiente, un gen
representativo de la respuesta inmune adaptativa puede seleccionarse tipicamente del grupo de genes co-
modulados para la inmunidad adaptativa Th1, para la respuesta citotdxica o para la respuesta de memoria, y puede
codificar un marcador de superficie de células Th1, una interleucina (o un receptor de interleucina), o una quimiocina
o (un receptor de quimiocina).

En una realizacion particular, el gen representativo de la respuesta inmune adaptativa se selecciona del grupo que
consiste en:

- la familia de quimiocinas y receptores de quimiocinas que consisten en: CXCL13, CXCL9, CCL5, CCR2, CXCL10,
CXCL11, CXCRS3, CCL2 y CX3CLA1,

- la familia de las citocinas que consta de: IL15,
- la familia TH1 compuesta por: IFNG, IRF1, STAT1, STAT4 y TBX21

- la familia de receptores de membrana de linfocitos que consiste en: ITGAE, CD3D, CD3E, CD3G, CD8A, CD247,
CD69 e ICOS,

- la familia de moléculas citotdxicas que consiste en: GNLY, GZMH, GZMA, GZMB, GZMK, GZMM y PRF1,
y la quinasa LTK.

Los genes preferidos o las proteinas correspondientes, por proporcionar los mejores resultados para la respuesta de
un paciente frente al tratamiento como se muestra a continuacién en la tabla 5, se muestran en la tabla 1:

CCL5
CCR2
CD247
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CD3E
CD3G
CD8A
CX3CL1
CXCL11
GZMA
GZMB
GZMH
GZMK
IFNG
IL15
IRF1
ITGAE
PRF1
STAT1
TBX21

Tabla 1

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen representativo de la respuesta inmunosupresora" se
refiere a cualquier gen que es expresado por una célula que es un actor de la respuesta inmunosupresora en el
tumor o que contribuye al establecimiento de la respuesta inmunosupresora en el tumor. Por ejemplo, la respuesta
inmunosupresora comprende:

- co-inhibicion de la estimulacion dependiente de antigeno de los subtipos de células T: genes CD276, CTLA4,
PDCD1, CD274, TIM-3 o VTCN1 (B7H4),

- inactivacién de macréfagos y células dendriticas e inactivacion de células NK: genes TSLP, CD1A, o VEGFA
- expresién del marcador de células madre cancerosas, diferenciacién y/u oncogénesis: PROM1, IHH
- expresién de proteinas inmunosupresoras producidas en el entorno tumoral: genes PF4, REN, VEGFA.

Por ejemplo, las células de la respuesta inmunosupresora incluyen células dendriticas inmaduras (CD1A), células T
reguladoras (células Treg) y células Th17 que expresan el gen IL17A.

En consecuencia, un gen representativo de la respuesta inmune adaptativa puede seleccionarse tipicamente del
grupo de los genes inmunes adaptativos co-modulados, mientras que los genes inmunosupresores pueden ser
representativos de la inactivacion de las células inmunes (por ejemplo, células dendriticas) y pueden contribuir a la
induccion de una respuesta inmunosupresora.

En una realizacién particular, el gen o las proteinas correspondientes representativas de la respuesta
inmunosupresora se seleccionan del grupo que consiste en los genes mostrados en la Tabla 2 a continuacion:
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CD274
CTLA4
IHH
IL17A
PDCD1
PF4
PROM{
REN
TIM-3
TSLP
VEGFA

Tabla 2

Dichos genes son preferidos porque proporcionan los mejores resultados para la respuesta de un paciente frente al
tratamiento.

En condiciones preferidas para implementar la invencion, se selecciona un gen representativo de la respuesta
inmune adaptativa del grupo que consiste en GNLY, CXCL13, CX3CL1, CXCL9, ITGAE, CCL5, GZMH, IFNG,
CCR2, CD3D, CD3E, CD3G, CD8A, CXCL10, CXCL11, GZMA, GZMB, GZMK, GZMM, IL15, IRF1, LTK, PRF1,
STAT1, CD69, CD247, ICOS, CXCR3, STAT4, CCL2 y TBX21 y un gen representativo de la respuesta
inmunosupresora se selecciona del grupo que consiste en PF4, REN, VEGFA, TSLP, IL17A, PROM1 IHH, CD1A,
CTLA4, PDCD1, CD276, CD274, TIM-3 y VTCN1 (B7H4).

Debido a que algunos genes se encuentran con mayor frecuencia cuando se combina un gen adaptativo y un gen
inmunosupresor, los genes mas preferidos son:

- genes representativos de la respuesta inmune adaptativa: CD3G, CD8A, CCR2 y GZMA
- genes representativos de la respuesta inmunosupresora: REN, IL17A, CTLA4 y PDCD1.

En condiciones preferidas adicionales para implementar la invencién, un gen representativo de la respuesta inmune
adaptativa y un gen representativo de la respuesta inmunosupresora se seleccionan respectivamente de los grupos
que consisten en los genes de las Tablas 1 y 2 anteriores.

Las combinaciones preferidas de dos pares de genes (total de 4 genes) son:
- CCR2, CD3G, IL17Ay RENy
- CD8A, CCR2, REN y PDCD1.

La eleccion precisa de los genes seleccionados para su uso en el presente proceso puede depender del tipo de
tratamiento contemplado para el paciente. Por ejemplo, se contempla para un paciente los genes seleccionados del
grupo que consiste en CX3CL1 IL15, CD247, CD3G, CD8A, PRF1, CCL5 y TBX21 para la respuesta
inmunosupresora, preferiblemente CX3CL1 e IL15 y el gen CTLA4 para la respuesta inmune adaptativa se preferiran
cuando se use un medicamento, tal como un anticuerpo monoclonal que funcione activando el sistema inmune como
Ipilimumab, también conocido como MDX-010 o MDX-101, comercializado como Yervoy®.

Los genes seleccionados del grupo que consiste en IL15 y GZMA para la respuesta inmune adaptativa, y el gen
VEGFA para la respuesta inmunosupresora se preferiran cuando sea contemplado para un paciente un tratamiento
tal como un anticuerpo que inhiba el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) como el bevacizumab
comercializado como Avastin®.

Consideraciones similares se aplican, por ejemplo, para el par de genes GZMA - PDCD1 (también designado como
CD279), cuando se contempla para un paciente en un tratamiento como un anticuerpo cuya diana es PD-1 como
BMS-936558.

En una realizacion preferida, los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune son los
descritos en el documento WO2014009535:

Los marcadores bioldgicos indicativos del estado de la respuesta inmune pueden comprender el nivel de expresion
de uno o méas genes del grupo que consiste en CCR2, CD3D, CD3E, CD3G, CD8A, CXCL10, CXCL11, GZMA,
GZMB, GZMK, GZMM, IL15, IRF1, PRF1, STAT1, CD69, ICOS, CXCR3, STAT4, CCL2 y TBX21.
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En una realizacion preferida, los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune son los
descritos en el documento WO2012095448:

Los marcadores bioldgicos indicativos del estado de la respuesta inmune pueden comprender el nivel de expresion
de uno o mas genes del grupo que consiste en GZMH, IFNG, CXCL13, GNLY, LAG3, ITGAE, CCL5, CXCL9, PF4,
IL17A, TSLP, REN, IHH, PROM1 y VEGFA.

En una realizacion preferida, los marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune son los
descritos en el documento WO2012072750:

Los marcadores bioldgicos indicativos del estado de la respuesta inmune pueden comprender el nivel de expresion
de un grupo de miARN que comprende: miR.609, miR.518c, miR.520f, miR.220a, miR.362, miR.29a, miR.660,
miR.603, miR.558, miR519b, miR.494, miR.130a o miR.639.

Métodos generales para cuantificar marcadores bioldgicos.

Cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la técnica para cuantificar los tipos celulares, un marcador
biolégico de tipo proteina o acido nucleico incluido en el presente documento pueden usarse para realizar el método
prondstico de cancer de la invencién. Por lo tanto, cualquiera de las técnicas estandar y no estandar (emergentes)
reconocidas en la técnica para detectar y cuantificar una proteina o un acido nucleico en una muestra puede
aplicarse facilmente.

La expresion de un marcador bioldgico usado en la invencion puede evaluarse mediante cualquiera de una amplia
variedad de métodos reconocidos para detectar la expresion de un acido nucleico o proteina transcrita. Los ejemplos
no limitativos de tales métodos incluyen métodos inmunoldgicos para la deteccion de proteinas secretadas, de la
superficie celular, citoplasmaticas o nucleares, métodos de purificacion de proteinas, ensayos de funcién o actividad
de proteinas, métodos de hibridacién de acidos nucleicos, métodos de transcripcion inversa de acidos nucleicos y
métodos de amplificacion de acidos nucleicos.

En una realizacion preferida, la expresién de un marcador se evalla usando un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo radiomarcado, marcado con croméforo, marcado con fluoréforo, polimero-esqueleto o anticuerpo
marcado con enzima), un derivado de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un sustrato o con la
proteina o ligando de un par proteina-ligando {por ejemplo, biotina-estreptavidina}), o un fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla, un dominio hipervariable de anticuerpo aislado, etc.) que se une
especificamente con una proteina marcadora o fragmento de la misma, que incluye una proteina marcadora que ha
sufrido la totalidad o una parte de su modificacion postraduccional normal.

En ciertas realizaciones, puede cuantificarse un marcador biolégico, o un conjunto de marcadores biol6gicos, con
cualquiera de los métodos de inmunohistoquimica conocidos en la técnica.

Tipicamente, para un analisis posterior, una seccion delgada del tumor se incuba primero con anticuerpos marcados
dirigidos contra un marcador biolégico de interés. Después del lavado, los anticuerpos marcados que se unen a
dicho marcador biolégico de interés se revelan mediante la técnica apropiada, dependiendo del tipo de marcador
que lleve el anticuerpo marcado, p. ej. un marcador radiactivo, fluorescente o enzimatico. El marcado multiple se
puede realizar simultdneamente.

La inmunohistoquimica tipicamente incluye los siguientes pasos: i) fijar la muestra de tejido tumoral con formalina, ii)
incrustar dicha muestra de tejido tumoral en parafina, iii) cortar dicha muestra de tejido tumoral en secciones para su
tincién, iv) incubar dichas secciones con la pareja de unién especifica para la proteina de punto de control inmune de
interés, v) enjuagar dichas secciones, vi) incubar dicha seccién con un anticuerpo secundario tipicamente biotinilado
y vii) revelar el complejo antigeno-anticuerpo tipicamente con el complejo avidina-biotina-peroxidasa. En
consecuencia, la muestra de tejido tumoral se incuba en primer lugar con las parejas de unién que son de interés
para la proteina de punto de control inmune. Después del lavado, los anticuerpos marcados que se unen a la
proteina de punto de control inmune de interés se revelan mediante la técnica apropiada, dependiendo del tipo de
marcador que lleve el anticuerpo marcado, p. ej. un marcador radiactivo, fluorescente o enzimatico. Un marcado
multiple se puede realizar simultaneamente. Alternativamente, el método de la presente invencion puede usar un
anticuerpo secundario acoplado a un sistema de amplificacion (para intensificar la sefial de tincién) y moléculas
enzimaticas. Dichos anticuerpos secundarios acoplados estan disponibles comercialmente, p. ej. de Dako, EnVision
System. Se puede usar una contratincién, p. ej. Hematoxilina y Eosina, DAPI, Hoechst. Se pueden lograr otros
métodos de tincion usando cualquier método o sistema adecuado como seria evidente para todo experto en la
materia, incluidos sistemas automatizados, semiautomatizados o manuales.

Por ejemplo, uno o mas marcadores se pueden unir al anticuerpo, lo que permite la deteccion de la proteina diana
(es decir, los marcadores biologicos). Los ejemplos de marcadores incluyen isétopos radiactivos, fluoréforos,
ligandos, agentes quimioluminiscentes, enzimas y combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de
marcadores que pueden conjugarse con ligandos de afinidad primarios y/o secundarios incluyen tintes fluorescentes
o metales (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, fluorescamina), tintes cromoéforos (por ejemplo,
rodopsina), compuestos quimioluminiscentes (por ejemplo, luminal, imidazol) y proteinas bioluminiscentes (p. €j.,
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luciferina, luciferasa), haptenos (p. €j., biotina). Una variedad de otros fluorescentes y cromoforos Utiles se describen
en Stryer L (1968) Science 162: 526-533 y Brand L y Gohlke J R (1972) Annu. Rev. Biochem. 41:843-868. Los
ligandos de afinidad también pueden marcarse con enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, beta-lactamasa), radiois6topos (p. ej. ®H, '*C, 2P, 35S o '25]) y particulas (por ejemplo, oro). Los diferentes
tipos de marcadores pueden conjugarse con un ligando de afinidad utilizando diversos agentes quimicos, p. €j. la
reaccion de amina o la reaccién de tiol. Sin embargo, se pueden usar otros grupos reactivos que las aminas y los
tioles, p. ej. aldehidos, &cidos carboxilicos y glutamina. Se conocen varios métodos de tincion enzimética en la
técnica para detectar las proteinas de interés. Por ejemplo, las interacciones enzimaticas se pueden visualizar
utilizando diferentes enzimas como la peroxidasa, la fosfatasa alcalina o diferentes cromégenos como DAB, AEC o
Fast Red. En algunas realizaciones, el marcador es un punto cuantico. Por ejemplo, los puntos cuénticos (Qdots) se
estan volviendo cada vez mas utiles en una lista creciente de aplicaciones que incluyen inmunohistoquimica,
citometria de flujo y ensayos basados en placas y, por lo tanto, se pueden usar junto con esta invencion. Los
nanocristales Qdot tienen propiedades Opticas Unicas que incluyen una sefal extremadamente brillante para
detectar la sensibilidad y la cuantificacion; alta fotoestabilidad para imagenes y andlisis. Se necesita una Unica
fuente de excitacidon, y una gama creciente de conjugados los hace Utiles en una amplia gama de aplicaciones
basadas en células. Los bioconjugados Qdot se caracterizan por rendimientos cuénticos comparables a los tintes
tradicionales mas brillantes disponibles. Ademas, estos fluor6foros basados en puntos cuanticos absorben 10-1000
veces mas luz que los tintes tradicionales. La emision de los puntos cuénticos Qdot subyacentes es estrecha y
simétrica, lo que significa que la superposicién con otros colores se minimiza, lo que resulta en un sangrado minimo
en los canales de deteccion adyacentes y una diafonia atenuada, a pesar del hecho de que se pueden usar muchos
mas colores simultaneamente. En otros ejemplos, el anticuerpo puede conjugarse con péptidos o proteinas que
pueden detectarse mediante una pareja o anticuerpo de unién marcado. En un ensayo indirecto de IHC, es
necesario que el anticuerpo secundario o segunda pareja de union detecte la unién de la primera pareja de unién, ya
que no esta marcada.

En algunas realizaciones, las muestras tefiidas resultantes se fotografian cada una usando un sistema para visionar
la sefal detectable y adquiriendo una imagen, tal como una imagen digital de la tincion. Los métodos para la
adquisicion de imagenes son habituales para los expertos en la materia. Por ejemplo, una vez que la muestra se ha
tefiido, se puede usar cualquier dispositivo de imagen 6ptico o no éptico para detectar la mancha o el marcador del
biomarcador, como, por ejemplo, microscopios Opticos verticales o invertidos, escaneo con microscopios confocales,
camaras, microscopios electrénicos de barrido o de tunel, microscopios de sonda de barrido y detectores infrarrojos
de imagenes. En algunos ejemplos, la imagen se puede capturar digitalmente. Las imagenes obtenidas se pueden
usar para determinar cuantitativa o semicuantitativamente la cantidad de proteina de punto de control inmune en la
muestra, o el numero absoluto de células positivas para el fabricante de interés, o la superficie de las células
positivas para el fabricante de interés. Varios sistemas automatizados de procesamiento, barrido y andlisis de
muestras adecuados para su uso con IHC estan disponibles en la técnica. Dichos sistemas pueden incluir tincion
automatica y barrido por microscopico, andlisis computarizado de imagenes, comparacion de secciones en serie
(para controlar la variacion en la orientacién y el tamafio de una muestra), generacion de informes digitales y archivo
y seguimiento de muestras (como portaobjetos en las que las secciones de tejido estan situadas). Los sistemas de
visualizacion celular estan disponibles comercialmente y combinan microscopios de luz convencionales con
sistemas de procesamiento de imagenes digitales para realizar andlisis cuantitativos en células y tejidos, incluidas
las muestras inmunotefidas. Ver, por ejemplo, el sistema CAS-200 (Becton, Dickinson & Co.). En particular, la
deteccion puede hacerse manualmente o mediante técnicas de procesamiento de imagenes que involucran
procesadores informaticos y software. Usando dicho software, por ejemplo, las imagenes se pueden configurar,
calibrar, estandarizar y/o validar en funcién de factores que incluyen, por ejemplo, la calidad de la mancha o la
intensidad de la mancha, utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la materia (ver, por ejemplo, la
Publicacién de Patente de EE. UU. Publicada No. US20100136549). La imagen puede analizarse cuantitativa o
semicuantitativamente y puntuarse en funcion de la intensidad de tincion de la muestra. La histoquimica cuantitativa
o semicuantitativa se refiere al método de barrido y calificacion de muestras que se han sometido a la histoquimica,
para identificar y cuantificar la presencia del biomarcador especificado (es decir, la proteina del punto de control
inmune). Los métodos cuantitativos o semicuantitativos pueden emplear un software de visualizacién para detectar
densidades de tincion o cantidad de tincion o métodos para detectar la tincion por el ojo humano, en los que un
operador capacitado clasificaria los resultados numéricamente. Por ejemplo, las imagenes pueden analizarse
cuantitativamente utilizando algoritmos de recuento de pixeles y patrones de reconocimiento de tejidos (p. ej. el
Software Aperio Spectrum, plataforma de analisis cuantitativo automatizado (plataforma AQUA®) o Tribvn con el
software llastic y Calopix) y otros métodos estandar que miden o cuantifican o semicuantifican el grado de tincién;
véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 8.023.714; Pat. de EE.UU. N° 7.257.268; Pat. de EE.UU. N® 7.219.016;
Pat. de EE.UU. N? 7.646.905; Publicacion de Patente de los Estados Unidos N° US20100136549 y 20110111435;
Camp et al. (2002) Nature Medicine, 8: 1323-1327; Bacus et al. ( 1997) Analyt Quant Cytol Histol, 19: 316-328). Se
puede calcular y puntuar una relacién entre la mancha positiva fuerte (como la mancha marrén) y la suma del area
manchada total. La cantidad del biomarcador detectado (es decir, la proteina del punto de control inmune) se
cuantifica y se da como un porcentaje de pixeles positivos y/o una puntuacién. Por ejemplo, la cantidad puede
cuantificarse como un porcentaje de pixeles positivos. En algunos ejemplos, la cantidad se cuantifica como el
porcentaje de area manchada, por ejemplo, el porcentaje de pixeles positivos. Por ejemplo, una muestra puede
tener al menos, 0 aproximadamente al menos, o aproximadamente 0, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28% , 29%, 30%,
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31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85 %, 90%, 95% o0 mas pixeles
positivos en comparacion con el area de tincién total. Por ejemplo, la cantidad puede cuantificarse como un niumero
absoluto de células positivas para el fabricante de interés. En algunas realizaciones, se da una puntuaciéon a la
muestra que es una representacion numérica de la intensidad o cantidad de la tincién histoquimica de la muestra, y
representa la cantidad de biomarcador diana (por ejemplo, la proteina del punto de control inmune) presente en la
muestra. La densidad optica o los valores de porcentaje de area pueden recibir una puntuacion escalada, por
ejemplo en una escala entera.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el método de la presente invencion comprende los pasos que consisten en i)
proporcionar una o mas rebanadas de tejido de inmunotincion obtenidas por un sistema automatizado de tincién de
portaobjetos utilizando un pareja de unién capaz de interactuar selectivamente con el marcador biolégico, ii)
proceder a la digitalizacién de los portaobjetos del paso i) mediante la captura de un barrido de alta resolucidn, iii)
detectar el corte de la seccidn de tejido en la imagen digital, iv) proporcionar una cuadricula de referencia de tamano
con unidades distribuidas uniformemente que tengan una misma superficie, siendo dicha cuadricula adaptada al
tamafo de la seccion del tejido a analizar, y v) detectar, cuantificar y medir la intensidad o el nimero absoluto de
células tenidas en cada unidad.

Las técnicas de analisis multiples de tejido son particularmente Utiles para cuantificar varias proteinas de punto de
control inmune en la muestra de tejido tumoral. Dichas técnicas deben permitir medir al menos cinco, o al menos
diez 0 mas biomarcadores a partir de una sola muestra de tejido tumoral. Ademas, es ventajoso para la técnica
preservar la localizacion del biomarcador y ser capaz de distinguir la presencia de biomarcadores en células
cancerosas y no cancerosas. Dichos métodos incluyen la inmunohistoquimica en capas (L-IHC), barrido de
expresion en capas (LES) o la inmunotransferencia de tejido multiple (MTI) que se ensefia, por ejemplo, en las
patentes de EE.UU. Nos. 6.602.661, 6.969.615, 7.214.477 y 7.838.222; Publ. de EE. UU. No. 2011/0306514; y en
Chung & Hewitt, Meth Mol Biol, Prot Blotting Detect, Kurlen & Scofield, eds. 536: 139-148, 2009, cada referencia
ensefando que se pueden usar hasta 8, hasta 9, hasta 10, hasta 11 o mas imagenes de una seccién de tejido en
membranas, papeles, filiros y otros elementos similares. Las membranas recubiertas Utiles para llevar a cabo el
proceso L-IHC/MTI estan disponibles en 20/20 GeneSystems, Inc. (Rockville, MD).

En algunas realizaciones, el método L-IHC se puede realizar en cualquiera de una variedad de muestras de tejido,
ya sean recién preparadas o conservadas. Las muestras incluyeron biopsias con aguja gruesa que se fijaron
habitualmente en formalina normal tamponada al 10% y se procesaron en el departamento de patologia. Se cortaron
secciones estandar de tejido de cinco um de espesor de los bloques de tejido en portaobjetos cargados que se
usaron para L-IHC. Por lo tanto, L-IHC permite el andlisis de multiples marcadores en una seccion de tejido al
obtener copias de moléculas transferidas desde la seccidn de tejido a membranas plurales recubiertas de bioafinidad
para producir esencialmente copias de "imagenes" de tejido. En el caso de una seccion de parafina, la secciéon de
tejido se desparafinara como se conoce en la técnica, por ejemplo, exponiendo la seccién a xileno o un sustituto de
xileno como NEO-CLEAR® y soluciones graduadas de etanol. La seccién se puede tratar con una proteinasa, como
papaina, tripsina, proteinasa K y similares. Luego, una pila de un sustrato de membrana que comprende, por
ejemplo, varias laminas de una estructura polimérica recubierta de 10 ym de grosor con poros de 0,4 um de
diametro canaliza moléculas de tejido, tal como proteinas, a través de la pila, para después colocarlas en la seccién
de tejido. El movimiento de las moléculas de fluido y tejido esta configurado para ser esencialmente perpendicular a
la superficie de la membrana. El sandwich de la seccion, las membranas, los papeles espaciadores, los papeles
absorbentes, el peso, etc. pueden exponerse al calor para facilitar el movimiento de las moléculas del tejido al
apilamiento de la membrana. Una porcidon de las proteinas del tejido se captura en cada una de las membranas
recubiertas de bioafinidad de la pila (disponible en 20/20 GeneSystems, Inc., Rockville, MD). Por lo tanto, cada
membrana comprende una copia del tejido y puede sondearse para un biomarcador diferente utilizando técnicas de
inmunotransferencia estandar, lo que permite la expansién abierta de un perfil marcador como se realiza en una sola
seccién de tejido. Como la cantidad de proteina puede ser menor en las membranas, mas distal en la pila del tejido,
lo que puede surgir, por ejemplo, en diferentes cantidades de moléculas en la muestra de tejido, se pueden incluir en
el procedimiento diferente movilidad de las moléculas liberadas de la muestra de tejido, diferente afinidad de unién
de las moléculas a las membranas, la duracion de la transferencia, etc., la normalizacion de los valores, la ejecucion
de los controles, la evaluacién de los niveles transferidos de las moléculas de tejido, etc., para corregir los cambios
que ocurren dentro y con las membranas y entre ellas mismas, y permitir una comparacion directa de la informacion
dentro, con y entre las membranas. Por lo tanto, la proteina total se puede determinar por membrana utilizando, por
ejemplo, cualquier medio para cuantificar proteinas, como biotinilando moléculas disponibles, como por e€j.,
proteinas, utilizando un reactivo y método estandar, y luego revelando la biotina unida exponiendo la membrana a
una avidina o estreptavidina marcada; una mancha de proteina, como Blot fastStain, Ponceau Red, manchas azules
brillantes, etc., como se conoce en la técnica.

En algunas realizaciones, los presentes métodos utilizan la tecnologia de Impresion Multiple de Tejido (MTI) para
medir biomarcadores, en la que el método conserva un tejido de biopsia concreto al permitir mdltiples
biomarcadores, en algunos casos al menos seis biomarcadores.

En algunas realizaciones, existen sistemas de andlisis de tejido multiple alternativos que también pueden emplearse
como parte de la presente invencion. Una de estas técnicas es el sistema de ensayo de Monitoreo de Reaccion
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Seleccionada (SRM) basado en la espectrometria de masas ("Liquid Tissue" disponible de OncoPlexDx (Rockville,
MD)). Esa técnica se describe en la patente de EE.UU. No. 7.473.532.

En algunas realizaciones, el método de la presente invencion utilizé la técnica multiple IHC desarrollada por GE
Global Research (Niskayuna, NY). Esa técnica se describe en las Pub. de EE.UU. Nos. 2008/0118916 y
2008/0118934. Alli, el analisis secuencial se realiza en muestras bioldgicas que contienen multiples dianas, incluidos
los pasos de unir una sonda fluorescente a la muestra seguido de la deteccion de la sefial, luego la inactivacion de la
sonda seguido de la unién de la sonda a otra diana, la deteccién e inactivacion, y la continuacion de este proceso
hasta que todas las dianas hayan sido detectadas.

En algunas realizaciones, se pueden realizar imagenes de tejido multiple cuando se usa fluorescencia (por ejemplo,
fluoréforos o puntos cuénticos) en las que la sefal se puede medir con un sistema de visualizacién multiespectral. La
visualizacion multiespectral es una técnica en la que se recopila informacién espectroscoépica en cada pixel de una
imagen y los datos resultantes se analizan con un software de procesamiento de imagenes espectrales. Por
ejemplo, el sistema puede tomar una serie de imagenes a diferentes longitudes de onda que se pueden seleccionar
de forma electrénica y continua y luego utilizar con un programa de analisis disefiado para manejar dichos datos. De
este modo, el sistema puede obtener informacién cuantitativa de mdltiples colorantes simultaneamente, incluso
cuando los espectros de los colorantes se superponen mucho o cuando se localizan conjuntamente, o se producen
en el mismo punto de la muestra, siempre que las curvas espectrales sean diferentes. Muchos materiales bioldgicos
emiten fluorescencia automaticamente o emiten luz de baja energia cuando son excitados por una luz de mayor
energia. Esta sefial puede dar como resultado imagenes y datos de menor contraste. Las camaras de alta
sensibilidad sin capacidad de visualizacién de imagenes multiespectrales solo aumentan la sefial de
autofluorescencia junto con la sefial de fluorescencia. Las imagenes multiespectrales pueden desmezclar o separar
la autofluorescencia del tejido y, por lo tanto, aumentar la relacién sefal/ruido alcanzable. Brevemente, la
cuantificacion se puede realizar mediante los siguientes pasos: i) proporcionar una micromatriz de tejido tumoral
(TMA) obtenido del paciente, ii) las muestras de TMA se tifien con anti-anticuerpos que tienen especificidad de las
proteinas de punto de control inmunitario de interés, iii ) el portaobjetos de TMA se tifie aln mas con un marcador de
células epiteliales para ayudar en la segmentacion automatica del tumor y el estroma, iv) el portaobjetos de TMA se
escanea usando un sistema de visualizacion multiespectral, v) las imagenes escaneadas se procesan usando un
software de analisis de imagen automatizado (p. ej. Perkin Elmer Technology) que permite la deteccion,
cuantificacion y segmentacion de tejidos especificos a través de potentes algoritmos de reconocimiento de patrones.
El algoritmo de aprendizaje automatico generalmente fue entrenado previamente para segmentar el tumor del
estroma e identificar las células marcadas.

La determinacién de un nivel de expresién de un gen en una muestra de tumor obtenida de un paciente puede
implementarse mediante un panel de técnicas habituales en la técnica.

Tipicamente, el nivel de expresién del gen se evalia determinando la cantidad de ARNm producida por ese gen.

Los métodos para determinar la cantidad de ARNm son habituales en la técnica. Por ejemplo, el acido nucleico
contenido en las muestras (por ejemplo, células o tejidos preparados del paciente) se extrae primero de acuerdo con
métodos estandar, por ejemplo usando enzimas liticas o soluciones quimicas o se extrae mediante resinas de union
a 4cido nucleico siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARNm extraido de este modo se detecta por
hibridacion (p. ej., andlisis de transferencia Northern) y/o amplificacion (por ejemplo, RT-PCR). Preferiblemente, se
prefiere RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa. La RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa en tiempo real es
particularmente ventajosa.

Otros métodos de amplificaciéon incluyen la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacién mediada por
transcripcion (TMA), la amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA) y la amplificacion basada en secuencias
de &cido nucleico (NASBA), secuenciacion cuantitativa de nueva generacién de ARN (NGS).

Los acidos nucleicos que comprenden al menos 10 nucleétidos y que exhiben complementariedad de secuencia u
homologia con el ARNm de interés en este documento encuentran utilidad como sondas de hibridacion o cebadores
de amplificaciéon. Se entiende que tales acidos nucleicos no necesitan ser completamente idénticos, pero
tipicamente son al menos aproximadamente 80% idénticos con una region homoéloga de tamafio comparable, mas
preferiblemente 85% idénticos e incluso mas preferiblemente 90-95% idénticos. En ciertas realizaciones, sera
ventajoso usar acidos nucleicos en combinacién con medios apropiados, tales como un marcador detectable, para
detectar la hibridacién. Se conoce una amplia variedad de indicadores apropiados en la técnica que incluyen
ligandos fluorescentes, radiactivos, enzimaticos u otros (por ejemplo, avidina/biotina).

Las sondas comprenden tipicamente acidos nucleicos monocatenarios de entre 10 y 1000 nucleétidos de longitud,
por ejemplo de entre 10 y 800, mas preferiblemente de entre 15 y 700, tipicamente de entre 20 y 500 nucledtidos.
Los cebadores son tipicamente acidos nucleicos monocatenarios mas cortos, de entre 10 y 25 nucleétidos de
longitud, disefiados para coincidir perfectamente o casi perfectamente con el acido nucleico de interés a ampilificar.
Las sondas y los cebadores son "especificos" para los &cidos nucleicos con los que hibridan, es decir,
preferiblemente hibridan en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad (correspondiente a la temperatura de
fusién mas alta Tm, por ejemplo, 50% de formamida, 5x o 6x SCC. SCC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M).
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Los acidos nucleicos que pueden usarse como cebadores o sondas en el método de amplificacién y deteccion
anterior pueden ensamblarse como un kit. Tal kit incluye cebadores de consenso y sondas moleculares. Un kit
preferido también incluye los componentes necesarios para determinar si se ha producido la amplificacion. Un kit
también puede incluir, por ejemplo, tampones de PCR y enzimas; secuencias de control positivas, cebadores de
control de reaccion; e instrucciones para amplificar y detectar las secuencias especificas.

En una realizacién particular, la expresién de un marcador biolégico usado en la invencion puede evaluarse
marcando el biomarcador (en su ADN, ARN o proteina) con un codigo de barras digital de oligonucleétidos, y para
medir o contar el nimero de cdédigos de barras.

En una realizacion particular, los métodos de la invencion comprenden los pasos de proporcionar ARN totales
extraidos de células de cumulo y someter los ARN a amplificacion e hibridacion a sondas especificas, mas
particularmente por medio de una RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa.

Las sondas realizadas con los métodos descritos pueden usarse para la deteccién de acido nucleico, como los
procedimientos de hibridacion in situ (ISH) (por ejemplo, hibridacion fluorescente in situ (FISH), hibridacion in situ
cromogénica (CISH) e hibridacién in situ de plata (SISH)) o hibridacion genémica comparativa (CGH).

La hibridacion in situ (ISH) implica poner en contacto una muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana
(p. €j., la secuencia de acido nucleico genémica diana) en el contexto de una preparacion de cromosoma metafésico
o interfasico (como una muestra de células o tejidos montada en un portaobjetos) con una marcador sonda
especificamente hibridable o especifico para la secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, la secuencia de
acido nucleico gendémico diana). Los portaobjetos se pretratan opcionalmente, por ejemplo, para eliminar la parafina
u otros materiales que puedan interferir con la hibridaciéon uniforme. La muestra y la sonda se tratan, por ejemplo,
calentando para desnaturalizar los acidos nucleicos bicatenarios. La sonda (formulada en un tampdn de hibridacién
adecuado) y la muestra se combinan, bajo condiciones y durante un tiempo suficiente que permita que se produzca
la hibridacién (tipicamente para alcanzar el equilibrio). La preparacion del cromosoma se lava para eliminar el
exceso de sonda, y la deteccion del marcado especifico de la diana del cromosoma se realiza utilizando técnicas
estandar.

Por ejemplo, se puede detectar una sonda biotinilada usando avidina marcada con fluoresceina o avidina-fosfatasa
alcalina. Para la deteccién de fiuorocromo, el fiuorocromo se puede detectar directamente, o las muestras se pueden
incubar, por ejemplo, con avidina conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). La amplificacion de la sefal de
FITC puede efectuarse, si fuera necesario, mediante incubacién con anticuerpos antiavidina de cabra conjugados
con biotina, el lavado y una segunda incubacién con avidina conjugada con FITC. Para la deteccién por actividad
enzimatica, las muestras pueden incubarse, por ejemplo, con estreptavidina, lavarse, incubarse con fosfatasa
alcalina conjugada con biotina, lavarse nuevamente y preequilibrarse (por ejemplo, en tampén de fosfatasa alcalina
(AP)). Para una descripcion general de los procedimientos de hibridacion in situ, ver, por ejemplo, la patente de
EE.UU. No. 4.888.278.

Se conocen numerosos procedimientos para FISH, CISH y SISH en la técnica. Por ejemplo, los procedimientos para
realizar FISH se describen en las patentes de EE.UU. Nos. 5.447.841; 5.472.842; y 5.427.932; y, por ejemplo, en
Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:2934-2938, 1986; Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 9138-9142, 1988; y
Lichter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:9664-9668, 1988. CISH se describe, por ejemplo, en Tanner et al., Am. J.
Pathol. 157: 1467-1472, 2000 y la patente de EE.UU. No. 6.942.970. Se proporcionan métodos de deteccion
adicionales en la patente de EE.UU. No. 6.280.929.

Se pueden emplear numerosos reactivos y esquemas de deteccién junto con los procedimientos FISH, CISH y SISH
para mejorar la sensibilidad, la resolucién u otras propiedades deseables. Como se discutié anteriormente, las
sondas marcadas con fluoréforos (incluidos los tintes fluorescentes y QUANTUM DOTS®) pueden detectarse
directamente de forma 6ptica cuando se realiza FISH. Alternativamente, la sonda puede marcarse con una molécula
no fluorescente, como un hapteno (como los siguientes ejemplos no limitantes: biotina, digoxigenina, DNP y varios
oxazoles, pirrazoles, tiazoles, nitroarilos, benzofurazanos, triterpenos, ureas, tioureas, rotenonas, cumarina,
compuestos a base de courmarina, podofilotoxina, compuestos a base de podofilotoxina y combinaciones de los
mismos), ligando u otros restos indirectamente detectables. Las sondas marcadas con tales moléculas no
fluorescentes (y las secuencias de &cido nucleico diana a las que se unen) se pueden detectar al poner en contacto
la muestra (por ejemplo, la muestra de células o tejidos a la que se une la sonda) con un reactivo de deteccion
marcado, como un anticuerpo (o receptor u otro pareja de unién especifica) especifico para el hapteno o ligando
elegido. El reactivo de deteccion puede marcarse con un fluoréforo (por ejemplo, QUANTUM DOT®) o con otro resto
detectable indirectamente, o puede ponerse en contacto con uno o mas agentes de unién especificos adicionales
(por ejemplo, anticuerpos secundarios o especificos) que pueden marcarse con un fluoréforo.

En otros ejemplos, la sonda o el agente de unién especifico (como un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo
primario, receptor u otro agente de unién) se marca con una enzima que es capaz de convertir una composicion
fluorogénica o cromogénica en una senal fluorescente detectable, coloreada o detectable de otra manera (por
ejemplo, como en el depdsito de particulas metélicas detectables en SISH). Como se indicé anteriormente, la
enzima se puede unir directa o indirectamente a través de un enlazante a la sonda relevante o al reactivo de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 808 004 T3

deteccion. Ejemplos de reactivos adecuados (p. e€j., reactivos de unién) y productos quimicos (p. €j., agentes
quimicos enlazantes y de unién) se describen en las publicaciones de solicitud de patente de EE. UU. Nos.
2006/0246524; 2006/0246523 y 2007/0117153.

Los expertos en la materia apreciaran que al seleccionar adecuadamente los pares de agentes de unién especificos
de sonda marcadas, se pueden producir esquemas de deteccién multiples para facilitar la deteccién de multiples
secuencias de acidos nucleicos diana (por ejemplo, secuencias de acidos nucleicos diana genémico) en un solo
ensayo (por ejemplo, en una sola muestra de células o tejidos 0 en mas de una muestra de células o tejidos). Por
ejemplo, una primera sonda que corresponde a una primera secuencia diana puede marcarse con un primer
hapteno, como biotina, mientras que una segunda sonda que corresponde a una segunda secuencia diana puede
marcarse con un segundo hapteno, como DNP. Después de la exposicion de la muestra a las sondas, las sondas
unidas se pueden detectar poniendo en contacto la muestra con un primer agente de unién especifico (en este caso,
avidina marcada con un primer fluoréforo, por ejemplo, un primer QUANTUM DOT® espectralmente distinto, por
ejemplo, que emita a 585 mn) y un segundo agente de unién especifico (en este caso un anticuerpo anti-DNP, o
fragmento de anticuerpo, marcado con un segundo fluor6foro (por ejemplo, un segundo QUANTUM DOT®
espectralmente distinto, por ejemplo, que emita a 705 mn). Se pueden agregar otros pares de sondas/agentes de
unién al esquema de deteccion multiple usando otros fluor6foros espectralmente distintos. Se pueden prever
numerosas variaciones directas e indirectas (un paso, dos pasos 0 mas), todas las cuales son adecuadas en el
contexto de las sondas y ensayos descritos.

Las sondas comprenden tipicamente acidos nucleicos monocatenarios de entre 10 y 1000 nucleétidos de longitud,
por ejemplo de entre 10 y 800, mas preferiblemente de entre 15y 700, tipicamente de entre 20 y 500. Los cebadores
son tipicamente acidos nucleicos monocatenarios mas cortos, de entre 10 y 25 nucleétidos de longitud, disefiados
para coincidir perfectamente o casi perfectamente con un &cido nucleico de interés para amplificar. Las sondas y los
cebadores son "especificos" para los acidos nucleicos con los que hibridan, es decir, preferiblemente se hibridan en
condiciones de hibridacién de alta rigurosidad (correspondiente a la temperatura de fusion méas alta Tm, por ejemplo,
50% de formamida, 5x 0 6x SCC. SCC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M).

Los cebadores o sondas de acido nucleico utilizados en el método de amplificacién y detecciéon anterior pueden
ensamblarse como un kit. Tal kit incluye cebadores de consenso y sondas moleculares. Un kit preferido también
incluye los componentes necesarios para determinar si se ha producido la amplificacién. El kit también puede incluir,
por ejemplo, tampones de PCR y enzimas; secuencias de control positivo, cebadores de control de reaccion; e
instrucciones para amplificar y detectar las secuencias especificas.

En una realizacion particular, los métodos de la invencion comprenden los pasos de proporcionar ARN totales
extraidos de células de cumulo y someter los ARN a amplificacion e hibridacion a sondas especificas, mas
particularmente por medio de una RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa.

En otra realizacion preferida, el nivel de expresion se determina mediante andlisis de chips de ADN. Tales chips de
ADN o micromatrices de &cido nucleico consisten en diferentes sondas de &acido nucleico que estan unidas
quimicamente a un sustrato, que puede ser un microchip, un portaobjetos de vidrio o una cuenta del tamafo de una
microesfera. Un microchip puede estar constituido por polimeros, plasticos, resinas, polisacaridos, silice o materiales
a base de silice, carbono, metales, vidrios inorganicos o nitrocelulosa. Las sondas comprenden acidos nucleicos
tales como ADNc u oligonucleétidos que pueden tener de aproximadamente 10 a aproximadamente 60 pares de
bases. Para determinar el nivel de expresion, una muestra de un sujeto de prueba, opcionalmente sometida primero
a una transcripcién inversa, se marca y se pone en contacto con la micromatriz en condiciones de hibridacién, lo que
conduce a la formacion de complejos entre acidos nucleicos diana que son complementarios con las secuencias de
sonda unidas a la superficie de micromatrices. Los complejos hibridados marcados se detectan y pueden
cuantificarse o semicuantificarse. El marcado se puede lograr por varios métodos, p. ej. mediante el uso de un
marcado radiactivo o fluorescente. Muchas variantes de la tecnologia de hibridacién de micromatrices estan
disponibles para los expertos en la materia (véase, por ejemplo, la revision de Hoheisel, Nature Reviews, Genetics,
2006, 7: 200-210).

El nivel de expresién de un gen puede expresarse como nivel de expresion absoluto o nivel de expresion
normalizado. Ambos tipos de valores pueden usarse en el presente método. El nivel de expresion de un gen se
expresa preferiblemente como el nivel de expresién normalizado cuando se usa PCR cuantitativa como método de
evaluacion del nivel de expresién porque pequenas diferencias al comienzo de un experimento podrian proporcionar
grandes diferencias después de varios ciclos.

Tipicamente, los niveles de expresion se normalizan corrigiendo el nivel de expresion absoluto de un gen y
comparando su expresion con la expresion de un gen que no es relevante para determinar la etapa de cancer del
paciente, por ejemplo, un gen de mantenimiento que se exprese constitutivamente. Los genes adecuados para la
normalizacién incluyen genes de mantenimiento como el gen actina ACTB, el gen ribosémico 18S, GUSB, PGK1 y
TFRC. Esta normalizacién permite comparar el nivel de expresion de una muestra, por ejemplo, una muestra de
paciente con el nivel de expresion de otra muestra, o comparar muestras de diferentes fuentes.
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En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés se refiere al nombre
internacionalmente reconocido del gen correspondiente, tal como se encuentra en las bases de datos de secuencias
de genes y secuencias de proteinas reconocidas internacionalmente, incluida la base de datos del Comité de
Nomenclatura de Genes HUGO. En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés
también puede referirse al nombre reconocido internacionalmente del gen correspondiente, como se encuentra en la
base de datos de secuencias de genes Genbank reconocida internacionalmente. A través de estas bases de datos
de secuencias reconocidas internacionalmente, cada experto en la técnica puede recuperar el acido nucleico de
cada uno de los genes de interés descritos en este documento.

El método de prondéstico del cancer de la invencidn se puede realizar con una combinacion de genes siempre que la
combinacion comprenda al menos un gen representativo de la respuesta inmune adaptativa y al menos un gen
representativo de la respuesta inmunosupresora. El nimero de genes que pueden usarse en el presente método
solo esta limitado por el nimero de genes bioldgicos distintos de interés que estan practicamente disponibles en el
momento de llevar a cabo el método. En consecuencia, en una realizaciéon, una combinacién de 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 , 48, 49 y 50 genes distintos se cuantifican, preferiblemente una combinacién de 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 0 10 genes y, mas preferiblemente, una combinacion de 2, 3, 4, 5 o0 6 genes. Sin embargo, el nUmero de
genes combinados que se requieren para alcanzar una alta relevancia estadistica (p. ej. el valor P inferior a 10)
dependera de la técnica utilizada para cuantificar la combinacion de genes. El nimero de genes utilizados como
genes representativos de la respuesta inmune adaptativa y el niumero de genes utilizados como genes
representativos de la respuesta inmunosupresora pueden ser iguales o diferentes.

En las condiciones preferidas de implementacién de la invencion, se usa un numero aproximadamente
proporcionado de genes de cada tipo (respuesta inmune adaptativa y respuesta inmunosupresora), por ejemplo 2 de
cada uno, o tres de cada uno, o 5 de un tipo y 6 del otro tipo.

La determinacién de un nivel de expresién de un gen en una muestra de tumor obtenida de un paciente puede
implementarse mediante un panel de técnicas habituales en la técnica.

Tipicamente, el nivel de expresion de un gen se evalia determinando la cantidad de ARNm producido por este gen.
Por lo tanto, un objeto de la presente solicitud es un método para detectar pacientes con un cancer definido
anteriormente que comprende determinar el nivel de expresion ELA de uno o varios genes representativos de la
respuesta inmune adaptativa humana o el nivel de expresién ELI de uno o varios genes representativos de la
respuesta inmunosupresora humana determinando la cantidad de ARNm correspondiente a dichos genes.

Los métodos para determinar una cantidad de ARNm son habituales en la técnica. Por ejemplo, el acido nucleico
contenido en las muestras (por ejemplo, células o tejidos preparados del paciente) se extrae primero de acuerdo con
métodos estandar, por ejemplo usando enzimas liticas o soluciones quimicas o se extrae mediante resinas de union
a acidos nucleicos siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARNm extraido de este modo se detecta por
hibridacion (p. €j., analisis de transferencia Northern) y/o amplificacion (por ejemplo, RT-PCR). Preferiblemente se
prefiere RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa. La RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa a tiempo real es
particularmente ventajosa.

Otros métodos de amplificacién incluyen la reacciéon en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacién mediada por
transcripcion (TMA), la amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA) y la amplificacion basada en secuencias
de &cido nucleico (NASBA), la secuenciacion cuantitativa de nueva generacion de ARN (NGS).

Los acidos nucleicos que comprenden al menos 10 nucleétidos y que exhiben complementariedad de secuencia u
homologia con el ARNm de interés en el presente documento encuentran utilidad como sondas de hibridacion o
cebadores de amplificacién. Se entiende que tales acidos nucleicos no necesitan ser completamente idénticos, pero
tipicamente son al menos aproximadamente 80% idénticos con la regién homdloga de tamafio comparable, mas
preferiblemente 85% idénticos e incluso mas preferiblemente 90-95% idénticos. En ciertas realizaciones, sera
ventajoso usar acidos nucleicos en combinacién con medios apropiados, tales como un marcador detectable, para
detectar la hibridacién. Se conoce una amplia variedad de indicadores apropiados en la técnica que incluyen
ligandos fluorescentes, radiactivos, enzimaticos u otros (por ejemplo, avidina/biotina).

Las sondas comprenden tipicamente acidos nucleicos monocatenarios de entre 10 y 1000 nucleétidos de longitud,
por ejemplo de entre 10 y 800, mas preferiblemente de entre 15 y 700, tipicamente de entre 20 y 500 nucledtidos.
Los cebadores son tipicamente acidos nucleicos monocatenarios mas cortos, de entre 10 y 25 nucleétidos de
longitud, disefiados para coincidir perfectamente o casi perfectamente con un &cido nucleico de interés para
amplificar. Las sondas y los cebadores son "especificos" para los acidos nucleicos con los que se hibridan, es decir,
preferiblemente se hibridan en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad (correspondientes a la temperatura de
fusién mas alta Tm, por ejemplo, 50% de formamida, 5x o 6x SCC. SCC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M).

Los acidos nucleicos que pueden usarse como cebadores o sondas en el método de amplificacién y deteccion
anterior pueden ensamblarse como un kit. Tal kit incluye cebadores de consenso y sondas moleculares. Un kit
preferido también incluye los componentes necesarios para determinar si se ha producido la amplificacion. Un kit
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también puede incluir, por ejemplo, tampones de PCR y enzimas; secuencias de control positivo, cebadores de
control de reaccion; e instrucciones para amplificar y detectar las secuencias especificas.

En una realizacion particular, los métodos de la invencion comprenden los pasos de proporcionar ARN totales
extraidos de células de cumulo y someter los ARN a amplificacion e hibridacion a sondas especificas, mas
particularmente por medio de una RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa.

Las sondas realizadas con los métodos descritos pueden usarse para la deteccién de acido nucleico, como los
procedimientos de hibridacion in situ (ISH) (por ejemplo, hibridacion fluorescente in situ (FISH), hibridacién in situ
cromogénica (CISH) e hibridacién in situ de plata (SISH) ) o hibridacién genémica comparativa (CGH).

La hibridacién in situ (ISH) implica poner en contacto una muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana
(p. €j., la secuencia de acido nucleico genémica diana) en el contexto de una preparacion de cromosoma metafésico
o interfasico (como una muestra de células o tejidos montada en un portaobjetos) con una marcador sonda
especificamente hibridable o especifico para la secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, secuencia de acido
nucleico genémica diana). Los portaobjetos se pretratan opcionalmente, por ejemplo, para eliminar la parafina u
otros materiales que puedan interferir con la hibridacion uniforme. La muestra y la sonda se tratan, por ejemplo,
calentando para desnaturalizar los acidos nucleicos bicatenarios. La sonda (formulada en un tampdn de hibridacién
adecuado) y la muestra se combinan, bajo condiciones y durante el tiempo suficiente para permitir que se produzca
la hibridacion (tipicamente para alcanzar el equilibrio). La preparacion del cromosoma se lava para eliminar el
exceso de sonda, y la deteccion del marcado especifico de la diana del cromosoma se realiza utilizando técnicas
estandar.

Por ejemplo, se puede detectar una sonda biotinilada usando avidina marcada con fluoresceina o avidina-fosfatasa
alcalina. Para la deteccién del fluorocromo, el fluorocromo se puede detectar directamente o las muestras se pueden
incubar, por ejemplo, con avidina conjugada con fluoresceina isotiocianato (FITC). La amplificacion de la sefal de
FITC puede efectuarse, si fuera necesario, mediante incubacién con anticuerpos antiavidina de cabra conjugados
con biotina, lavado y una segunda incubacion con avidina conjugada con FITC. Para la deteccion por actividad
enzimatica, las muestras pueden incubarse, por ejemplo, con estreptavidina, lavarse, incubarse con fosfatasa
alcalina conjugada con biotina, lavarse nuevamente y preequilibrarse (por ejemplo, en tampén de fosfatasa alcalina
(AP)). Para una descripcion general de los procedimientos de hibridacion in situ, ver, por ejemplo, la patente de
EE.UU. No. 4.888.278.

Se conocen numerosos procedimientos para FISH, CISH y SISH en la técnica. Por ejemplo, los procedimientos para
realizar FISH se describen en las patentes de EE.UU. Nos. 5.447.841; 5.472.842; y 5.427.932; y, por ejemplo, en
Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:2934-2938, 1986; Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 9138-9142, 1988; y
Lichter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:9664-9668, 1988. CISH se describe en, por ejemplo, Tanner et al., Am. J.
Pathol. 157: 1467-1472, 2000 y la patente de EE.UU. No. 6.942.970. Se proporcionan métodos de deteccion
adicionales en la patente de EE.UU. No. 6.280.929.

Se pueden emplear numerosos reactivos y esquemas de deteccién junto con los procedimientos FISH, CISH y SISH
para mejorar la sensibilidad, la resolucién u otras propiedades deseables. Como se discutié anteriormente, las
sondas marcadas con fluoréforos (incluidos los tintes fluorescentes y QUANTUM DOTS®) pueden detectarse
directamente de forma 6ptica cuando se realiza FISH. Alternativamente, la sonda puede marcarse con una molécula
no fluorescente, como un hapteno (como los siguientes ejemplos no limitantes: biotina, digoxigenina, DNP y varios
oxazoles, pirrazoles, tiazoles, nitroarilos, benzofurazanos, triterpenos, ureas, tioureas, rotenonas, cumarina,
compuestos a base de cumarina, podofilotoxina, compuestos a base de podofilotoxina y combinaciones de los
mismos), ligando u otro resto indirectamente detectable. Las sondas marcadas con tales moléculas no fluorescentes
(y las secuencias de acido nucleico diana a las que se unen) se pueden detectar al poner en contacto la muestra
(por ejemplo, la muestra de células o tejidos a la que se une la sonda) con un reactivo de deteccién marcado, como
p. €j. un anticuerpo (o receptor u otro pareja de union especifica) especifico para el hapteno o ligando elegido. El
reactivo de deteccién puede marcarse con un fluoréforo (por ejemplo, QUANTUM DOT®) o con otro resto detectable
indirectamente, o puede ponerse en contacto con uno o mas agentes de unién especificos adicionales (por ejemplo,
anticuerpos secundarios o especificos), que pueden marcarse con un fluoréforo.

En otros ejemplos, la sonda o el agente de unién especifico (como un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo
primario, receptor u otro agente de unién) se marca con una enzima capaz de convertir una composicion
fluorogénica o cromogénica en una senal fluorescente detectable, coloreada o detectable de otra manera (por
ejemplo, como en el depdsito de particulas metélicas detectables en SISH). Como se indicé anteriormente, la
enzima se puede unir directa o indirectamente a través de un enlazante a la sonda relevante o al reactivo de
deteccion. Se describen ejemplos de reactivos adecuados (por ejemplo, reactivos de unién) y productos quimicos
(por ejemplo, productos quimicos de union y enlazantes) en las Publicaciones de Solicitud de Patentes de los
Estados Unidos Nos. 2006/0246524; 2006/0246523 y 2007/0117153.

Los expertos en la materia apreciaran que, al seleccionar adecuadamente los pares de agentes de union especificos

de sondas marcadas, se pueden producir esquemas de deteccidn multiples para facilitar la deteccion de multiples
secuencias de acidos nucleicos diana (por ejemplo, secuencias de acido nucleico diana gendmico) en un solo
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ensayo (por ejemplo, en una sola muestra de células o tejidos 0 en mas de una muestra de células o tejidos). Por
ejemplo, una primera sonda que corresponda a una primera secuencia diana puede marcarse con un primer
hapteno, como la biotina, mientras que una segunda sonda que corresponda a una segunda secuencia diana puede
marcarse con un segundo hapteno, como DNP. Después de la exposicién de la muestra a las sondas, las sondas
unidas se pueden detectar poniendo en contacto la muestra con un primer agente de unién especifico (en este caso,
avidina marcada con un primer fluoréforo, por ejemplo, un primer QUANTUM DOT® espectralmente distinto, por
ejemplo, que emita a 585 mn) y un segundo agente de unién especifico (en este caso un anticuerpo anti-DNP, o
fragmento de anticuerpo, marcado con un segundo fluoréforo (por ejemplo, un segundo QUANTUM DOT®
espectralmente distinto, por ejemplo, que emita a 705 mn). Se pueden agregar pares de sondas/agentes de unién
adicionales al esquema de deteccién multiple usando otros fluoréforos espectralmente distintos. Se pueden prever
numerosas variaciones directas e indirectas (un paso, dos pasos o mas), todas las cuales son adecuadas en el
contexto de las sondas y ensayos descritos.

Las sondas comprenden tipicamente acidos nucleicos monocatenarios de entre 10 y 1000 nucleétidos de longitud,
por ejemplo de entre 10 y 800, mas preferiblemente de entre 15y 700, tipicamente de entre 20 y 500. Los cebadores
son tipicamente acidos nucleicos monocatenarios mas cortos, de entre 10 y 25 nucleétidos de longitud, disefiados
para coincidir perfectamente o casi perfectamente con un &cido nucleico de interés para amplificar. Las sondas y los
cebadores son "especificos" para los acidos nucleicos con los que se hibridan, es decir, preferiblemente se hibridan
en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad (correspondientes a la temperatura de fusion mas alta Tm, por
ejemplo, 50% de formamida, 5x o 6x SCC. SCC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M).

Los cebadores o sondas de acido nucleico utilizados en el método de amplificacién y detecciéon anterior pueden
ensamblarse como un kit. Tal kit incluye cebadores de consenso y sondas moleculares. Un kit preferido también
incluye los componentes necesarios para determinar si se ha producido la amplificacién. El kit también puede incluir,
por ejemplo, tampones de PCR y enzimas; secuencias de control positivo, cebadores de control de reaccion; e
instrucciones para amplificar y detectar las secuencias especificas.

En una realizacion particular, los métodos de la invencion comprenden los pasos de proporcionar ARN totales
extraidos de células de cumulo y someter los ARN a la amplificacién e hibridacion en sondas especificas, mas
particularmente por medio de una RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa.

En otra realizacion preferida, el nivel de expresion se determina mediante el andlisis de un chip de ADN. Tal chip de
ADN o micromatriz de acido nucleico consiste en diferentes sondas de &cido nucleico que estan unidas
quimicamente a un sustrato, que puede ser un microchip, un portaobjetos de vidrio o una cuenta del tamafo de una
microesfera. Un microchip puede estar constituido por polimeros, plasticos, resinas, polisacaridos, silice o materiales
a base de silice, carbono, metales, vidrios inorganicos o nitrocelulosa. Las sondas comprenden acidos nucleicos
tales como ADNc u oligonucleétidos que pueden tener de aproximadamente 10 a aproximadamente 60 pares de
bases. Para determinar el nivel de expresion, una muestra de un sujeto de prueba, opcionalmente sometida primero
a una transcripcién inversa, se marca y se pone en contacto con la micromatriz en condiciones de hibridacién, lo que
conduce a la formacion de complejos entre acidos nucleicos diana que son complementarios con las secuencias de
sonda unidas a la superficie de micromatrices. Los complejos hibridados marcados se detectan y pueden
cuantificarse o semicuantificarse. El marcado se puede lograr por varios métodos, p. ej. mediante el uso de un
marcado radiactivo o fluorescente. Muchas variantes de la tecnologia de hibridacién de micromatrices estan
disponibles para los expertos en la materia (véase, por ejemplo, la revision de Hoheisel, Nature Reviews, Genetics,
2006, 7: 200-210).

El nivel de expresién de un gen puede expresarse como un nivel de expresion absoluto o nivel de expresion
normalizado. Ambos tipos de valores pueden usarse en el presente método. El nivel de expresion de un gen se
expresa preferiblemente como el nivel de expresién normalizado cuando se usa PCR cuantitativa como método de
evaluacion del nivel de expresién porque pequenas diferencias al comienzo de un experimento podrian proporcionar
grandes diferencias después de varios ciclos.

Tipicamente, los niveles de expresion se normalizan corrigiendo el nivel de expresion absoluto de un gen y
comparando su expresion con la expresion de un gen que no es relevante para determinar la etapa de cancer del
paciente, por ejemplo, un gen de mantenimiento que se expresa constitutivamente. Los genes adecuados para la
normalizacion incluyen genes de mantenimiento como el gen de actina ACTB, el gen ribosémico 18S, GUSB, PGK1
y TFRC. Esta normalizacion permite comparar el nivel de expresion de una muestra, por ejemplo, una muestra de
paciente, con el nivel de expresion de otra muestra, o comparar muestras de diferentes fuentes.

Tratamientos antitumorales

Por lo tanto, el presente método permite definir, entre otras cosas, un nuevo grupo de pacientes que nunca se
habian identificado hasta ahora, es decir, pacientes cuyo cancer se tratara con éxito mediante un tratamiento contra
el cancer.

Un tratamiento contra el cancer puede consistir en radioterapia, quimioterapia o inmunoterapia. El tratamiento puede
consistir en una terapia adyuvante (es decir, el tratamiento realizado después de la reseccién quirdrgica del tumor
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primario) de una terapia neoadyuvante (es decir, el tratamiento realizado antes de la reseccién quirdrgica del tumor
primario).

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un agente quimioterapéutico, un agente radioterapéutico o un agente
inmunoterapéutico, preferiblemente el Gltimo, para su uso en el tratamiento de un paciente con cancer en estadio I-11I
que ha sido considerado como una buena guia sensible al tratamiento antitumoral de acuerdo con el método anterior
de la invencién.

La expresién "agente quimioterapéutico” se refiere a compuestos quimicos que son efectivos para inhibir el
crecimiento tumoral. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclofosfamida; alquil sulfonatos tales como busulfano, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa,
carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas, que incluyen altretamina, trietilenomelamina,
trietilenfosforamida, trietilentofosfatofano y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y
bullatacinona); una carnptotecina (que incluye el analogo sintético topotecan); briostatina; callistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesin, carzelesin y bizelesin); criptoficinas (particularmente criptoficinal y
criptoficina8); dolastatina; duocarmicina (incluidos los andlogos sintéticos, KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas tales como clorambucilo, clornafazina,
colofosfamida, estrarnustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina, melfalan,
novembichina, fenesterina, prednimustina, trifosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos como los antibiéticos enediyne (por
ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina (11 y caliqueamicina 211, ver, por ejemplo, Agnew Chem
Intl. Ed. Engl. 33: 183-186 (1994); dinemicina, que incluye dinemicina A; una esperamicina; asi como un croméforo
de neocarzinostatina y cromoéforos antibidticos relacionados de la cromoproteina enediyna), aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, canninomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina (incluyendo
morfolino-doxorubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirubicina,
esorubicina, idanrbicina, marcellomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptomgrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos como el metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina como el fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-FU; andrégenos como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano;
reabastecedor de &cido félico como el &cido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicésido; acido aminolevulinico;
amsacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de elliptinio;
una epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina; maitansinoides como maitansina y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pento estatina; fenamet; pirarubicina; acido
podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSKOR; razoxana; rizoxina; sizofiran; espirogennanio; acido tenuazénico;
triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurin A, roridin A y anguidina);
uretano; vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobromtol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinosida ("Ara-
C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, p. ej. paclitaxel (TAXOLOR , Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.].) y
doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino como cisplatina y carboplatin; vinblastina; platino; etopésido (VP-
16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipésido; daunomicina;
aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
acido retinoico; capecitabina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores. También se incluyen en esta definicion los agentes antihormonales que actdan para regular o inhibir la
accion de la honnona en tumores como los antiestrégenos, que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno,
inhibidores de la aromatasa 4(5)-imidazoles, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y
toremifeno (Fareston); y antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y
sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

La expresion "agente inmunoterapéutico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto,
composicion o tratamiento que mejora, estimula o aumenta indirecta o directamente la respuesta inmune del cuerpo
contra las células cancerosas y/o que disminuye los efectos secundarios de otras terapias contra el cancer. Por lo
tanto, la inmunoterapia es una terapia que estimula o mejora directa o indirectamente las respuestas del sistema
inmunitario frente a las células cancerosas y/o disminuye los efectos secundarios que otros agentes
anticancerigenos puedan haber causado. La inmunoterapia también se conoce en la técnica como terapia
inmunoldgica, terapia biologica, terapia de modificacion de respuesta biolégica y bioterapia. Los ejemplos de
agentes inmunoterapéuticos comunes conocidos en la técnica incluyen, entre otros, citocinas, vacunas contra el
cancer, anticuerpos monoclonales y adyuvantes que no son citocinas. Alternativamente, el tratamiento
inmunoterapéutico puede consistir en administrar al paciente una cantidad de células inmunes (células T, NK,
células, células dendriticas, células B, etc.).

Los agentes inmunoterapéuticos pueden ser inespecificos, es decir, estimular el sistema inmunitario en general para
que el cuerpo humano se vuelva mas efectivo en la lucha contra el crecimiento y/o la propagacion de las células
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cancerosas, 0 pueden ser especificos, es decir, dirigidos a las células cancerosas en si. Los regimenes
inmunoterapéuticos pueden combinar el uso de agentes inmunoterapéuticos no especificos y especificos.

Los agentes inmunoterapéuticos no especificos son sustancias que estimulan o mejoran indirectamente el sistema
inmunitario. Los agentes inmunoterapéuticos no especificos se han utilizado solos como terapia principal para el
tratamiento del cancer, asi como ademas de una terapia principal, en cuyo caso el agente inmunoterapéutico no
especifico funciona como un adyuvante para mejorar la efectividad de otras terapias (por ejemplo, vacunas contra el
cancer). Los agentes inmunoterapéuticos no especificos también pueden funcionar en este Ultimo contexto para
reducir los efectos secundarios de otras terapias, por ejemplo, la supresién de la médula ésea inducida por ciertos
agentes quimioterapéuticos. Los agentes inmunoterapéuticos no especificos pueden actuar sobre las células clave
del sistema inmunitario y causar respuestas secundarias, como una mayor produccion de citocinas e
inmunoglobulinas. Alternativamente, los propios agentes pueden comprender citocinas. Los agentes
inmunoterapéuticos no especificos se clasifican generalmente como citocinas o adyuvantes no citocinas.

Varias citocinas han encontrado aplicacion en el tratamiento del cancer como inmunoterapias generales no
especificas disefadas para estimular el sistema inmunitario o como adyuvantes provistos con otras terapias. Las
citocinas adecuadas incluyen, entre otras, interferones, interleucinas y factores estimuladores de colonias.

Los interferones (IFN) contemplados por la presente invencion incluyen los tipos comunes de IFN, IFN-alfa (IFN-a),
IFN-beta (IFN-b) e IFN-gamma (IFN-y). Los IFN pueden actuar directamente sobre las células cancerosas, por
ejemplo, ralentizando su crecimiento, promoviendo su desarrollo en células con un comportamiento mas normal y/o
aumentando su produccion de antigenos, lo que hace que las células cancerosas sean mas faciles de reconocer y
destruir para el sistema inmune. Los IFN también pueden actuar indirectamente sobre las células cancerosas, por
ejemplo, al desacelerar la angiogénesis, aumentar el sistema inmunitario y/o estimular las células asesinas naturales
(NK), las células T y los macrofagos. El IFN-alfa recombinante esta disponible comercialmente como Roferon (Roche
Pharmaceuticals) e Intron A (Schering Corporation). El uso de IFN-alfa, solo o en combinacién con otros
inmunoterapéuticos o con quimioterapéuticos, ha demostrado eficacia en el tratamiento de varios tipos de cancer,
incluido el melanoma (incluido el melanoma metastéasico), el cancer renal (incluido el cancer renal metastasico), el
cancer de mama, el cancer de préstata, y el cancer cervical (incluyendo el cancer cervical metastésico).

Las interleucinas contempladas por la presente invencién incluyen IL-2, IL-4, IL-11 e IL-12. Los ejemplos de
interleucinas recombinantes disponibles comercialmente incluyen Proleukin® (IL-2; Chiron Corporation) vy
Neumega® (IL-12; Wyeth Pharmaceuticals). Zymogenetics, Inc. (Seattle, Washington) esta probando actualmente
una forma recombinante de IL-21, que también se contempla para su uso en las combinaciones de la presente
invencion. Las interleucinas, solas o en combinacion con otros agentes inmunoterapéuticos o con agentes
quimioterapéuticos, han demostrado eficacia en el tratamiento de varios tipos de cancer, incluido el cancer renal
(incluido el cancer renal metastasico), el melanoma (incluido el melanoma metastasico), el cancer de ovario (incluido
el cancer de ovario recurrente), el cancer cervical (incluido el cancer cervical metastasico), cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, cancer de cerebro y cancer de préstata.

Las interleucinas también han mostrado una buena actividad en combinacién con IFN-alfa en el tratamiento de
varios tipos de céncer (Negrier et al, Ann Oncol. 2002 13(9): 1460-8; Touranietal, J. Clin. Oncol 2003
21(21):398794).

Los factores estimulantes de colonias (CSF) contemplados por la presente invencion incluyen el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF o filgrastim), el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF o sargramostim) y la eritropoyetina (epoetina alfa, darbepoyetina). El tratamiento con uno o mas factores de
crecimiento puede ayudar a estimular la generacién de nuevas células sanguineas en pacientes sometidos a
quimioterapia tradicional. En consecuencia, el tratamiento con CSF puede ser util para disminuir los efectos
secundarios asociados con la quimioterapia y puede permitir el uso de dosis mas altas de agentes
quimioterapéuticos. Varios factores estimulantes de colonias recombinantes estan disponibles comercialmente, por
ejemplo, Neupogen® (G-CSF; Amgen), Neulasta (pelfilgrastim; Amgen), Leukina (GM-CSF; Berlex), Procrit
(eritropoyetina; Ortho Biotech), Epogen (eritropoyetina; Amgen), Arnesp (eritropoyetina). Los factores estimulantes
de colonias han demostrado eficacia en el tratamiento del cancer, incluido el melanoma, el cancer colorrectal
(incluido el cancer colorrectal metastasico) y el cancer de pulmén.

Los adyuvantes que no son citoquinas adecuados para usar en las combinaciones de la presente invencién incluyen,
entre otros, Levamisol, hidroxido de alumbre (alumbre), bacilo de Calmette-Guerin (ACG), adyuvante de Freund
incompleto (IFA), QS-21, DETOX, hemocianina de lapa californiana (KLH) y dinitrofenilo (DNP). Los adyuvantes que
no son citoquinas en combinacién con otros agentes inmuno y/o quimioterapéuticos han demostrado eficacia contra
diversos tipos de cancer, incluidos, por ejemplo, el cancer de colon y el cancer colorrectal (Levimasol); melanoma
(BCG y QS-21); cancer renal y cancer de vejiga (BCG).

Ademas de disponer de dianas especificas o no especificas, los agentes inmunoterapéuticos pueden ser activos, es
decir, estimular la propia respuesta inmune del cuerpo, o pueden ser pasivos, es decir, comprender componentes
del sistema inmunitario que se generaron externamente al cuerpo.
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La inmunoterapia pasiva especifica generalmente implica el uso de uno o méas anticuerpos monoclonales que son
especificos para un antigeno particular que se encuentra en la superficie de una célula cancerosa o que son
especificos para un factor de crecimiento celular particular. Los anticuerpos monoclonales se pueden usar en el
tratamiento del cancer de varias maneras, por ejemplo, para mejorar la respuesta inmune de un sujeto frente a un
tipo especifico de céncer, para interferir con el crecimiento de las células cancerosas al atacar factores de
crecimiento celular especificos, como aquellos involucrados en la angiogénesis, o al mejorar la entrega de otros
agentes anticancerigenos a las células cancerosas cuando se unen o se conjugan con agentes tales como agentes
quimioterapéuticos, particulas radioactivas o toxinas.

Los anticuerpos monoclonales utilizados actualmente como agentes inmunoterapéuticos contra el cancer que son
adecuados para su inclusion en las combinaciones de la presente invencién incluyen, entre otros, rituximab
(Rituxan®), trastuzumab (Herceptin®), ibritumomab tiuxetan (Zevalin®), tositumomab (Bexxar®), cetuximab (C-225,
Erbitux®), bevacizumab (Avastin®), gemtuzumab ozogamicina (Mylotarg®), alemtuzumab (Campath®) y BL22. Los
anticuerpos monoclonales se usan en el tratamiento de una amplia gama de canceres, incluido el cancer de mama
(incluido el cancer de mama metastasico avanzado), el cancer colorrectal (incluido el cancer colorrectal avanzado
y/o metastasico), el cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer cervical, melanoma y tumores
cerebrales. Otros ejemplos incluyen anticuerpos anti-CTLA4 (p. ej. Ipilimumab), anticuerpos anti-PDI, anticuerpos
anti-PDLI, anticuerpos anti-TIM3, anticuerpos anti-LAG3, anticuerpos anti-B7H3, anticuerpos anti-B7H4 o
anticuerpos anti-B7H®6.

Los anticuerpos monoclonales se pueden usar solos o en combinaciéon con otros agentes inmunoterapéuticos o
agentes quimioterapéuticos.

La inmunoterapia especifica activa generalmente implica el uso de vacunas contra el cancer. Se han desarrollado
vacunas contra el cancer que comprenden células cancerosas completas, partes de células cancerosas o uno o mas
antigenos derivados de células cancerosas. Las vacunas contra el cancer, solas o en combinacion con uno o mas
agentes inmuno o quimioterapéuticos, se estan investigando en el tratamiento de varios tipos de céncer, incluidos
melanoma, cancer renal, cancer de ovario, cancer de mama, cancer colorrectal y cancer de pulmén. Los agentes
inmunoterapéuticos no especificos son utiles en combinacién con vacunas contra el cancer para mejorar la
respuesta inmune del cuerpo.

El tratamiento inmunoterapéutico puede consistir en una inmunoterapia adoptiva segin lo descrito por Nicholas P.
Restifo, Mark E. Dudley y Steven A. Rosenberg "Adoptive immunotherapy for cancer: harnessing the T cell
response”, Nature Reviews Immunology, Volumen 12, abril de 2012). En la inmunoterapia adoptiva, los linfocitos
circulantes del paciente, o linfocitos infiltrados por tumores, se aislan in vitro, se activan mediante linfocinas como IL-
2 o se transmutan con genes para la necrosis tumoral y se readministran (Rosenberg et al, 1988; 1989). Los
linfocitos activados son preferiblemente las propias células del paciente que se aislaron previamente de una muestra
de sangre o tumor y se activaron (o "expandieron") in vitro. Esta forma de inmunoterapia ha producido varios casos
de regresion de melanoma y carcinoma renal.

La expresién "agente radioterapéutico”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a cualquier
agente radioterapéutico conocido por los expertos en la materia que sea eficaz para tratar o mejorar el cancer, sin
limitacion. Por ejemplo, el agente radioterapéutico puede ser un agente como los administrados en braquiterapia o
terapia con radionuclidos. Tales métodos pueden comprender opcionalmente ademas la administracién de una o
mas terapias adicionales contra el cancer, tales como, entre otras, quimioterapias y/u otra radioterapia.

En una realizacién preferida, el tratamiento antitumoral es un tratamiento con un agente de inmunoterapia contra el
cancer de bloqueo del punto de control.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente de inmunoterapia contra el cancer del bloqueo del
punto de control" o "inhibidor del punto de control inmunitario" (ambas expresiones se usaran indistintamente) tiene
su significado general en la técnica y se refiere a cualquier compuesto que inhiba la funcién de una proteina de
punto de control inmunitario inhibidora. La inhibicion incluye la reduccién de la funcién y el bloqueo completo. Los
inhibidores del punto de control inmunitario preferidos son anticuerpos que reconocen especificamente las proteinas
del punto de control inmunitario. Se conocen varios inhibidores del punto de control inmunitario y, en analogia con
estos inhibidores de la proteina del punto de control inmunitario conocidos, se pueden desarrollar inhibidores del
punto de control inmunitario alternativos en el futuro (préximo). Los inhibidores del punto de control inmunitario
incluyen péptidos, anticuerpos, moléculas de acido nucleico y moléculas pequenas. En particular, el inhibidor del
punto de control inmunitario usado en la presente invenciéon se administra para mejorar la proliferacién, migracién,
persistencia y/o actividad citotéxica de las células T CD8+ en el sujeto y, en particular, la infiltracion tumoral de las
células T CD8+ del sujeto. Como se usa en el presente documento, "células T CD8+" tiene su significado general en
la técnica y se refiere a un subconjunto de células T que expresan CD8 en su superficie. Estan restringidos por el
MHC de clase | y funcionan como células T citotéxicas. Las "células T CD8+" también se denominan células T CD8+
y se denominan linfocitos T citotéxicos (CTL), células T-asesinas, células T citoliticas, células T CD8+ o células T
asesinas. Los antigenos CD8 son miembros de la familia de supergenes de inmunoglobulina y son elementos de
reconocimiento asociativo en las principales interacciones restringidas de clase | del complejo de histocompatibilidad
principal. La capacidad del inhibidor del punto de control inmunitario para mejorar la actividad de destruccién de
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células T CD8 puede determinarse mediante cualquier ensayo habitual en la técnica. Tipicamente, dicho ensayo es
un ensayo in vitro en el que las células T CD8+ se ponen en contacto con células diana (por ejemplo, células diana
que son reconocidas y/o lisadas por las células T CD8+). Por ejemplo, el inhibidor del punto de control inmunitario
usado en la presente invencion puede seleccionarse por la capacidad de aumentar la lisis especifica por las células
T CD8+ en mas de aproximadamente un 20%, preferiblemente con al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, o mas de la lisis especifica obtenida en la misma relacion
de efector: células diana con células T CD8+ o lineas de células T CD8 que se ponen en contacto con el inhibidor
del punto de control inmunitario usado en la presente invencién. Los ejemplos de protocolos para ensayos de
citotoxicidad cléasicos son convencionales.

Por lo general, el agente de inmunoterapia contra el cancer del bloqueo del punto de control es un agente que
bloguea un receptor inmunosupresor expresado por los linfocitos T activados, como la proteina 4 asociada a los
linfocitos T citotéxicos (CTLA4) y la muerte celular programada 1 (PDCD1, mejor conocida como PD-1), o por células
NK, como varios miembros de la familia del receptor tipo inmunoglobulina de células asesinas (KIR), o un agente
que bloquea los ligandos principales de estos receptores, como el ligando PD-1 CD274 (mejor conocido como PD-L1
o B7- H1).

Tipicamente, el agente de inmunoterapia del cancer de bloqueo del punto de control es un anticuerpo.

En algunas realizaciones, el agente de inmunoterapia contra el cancer del bloqueo del punto de control es un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos anti-CTLA4, anticuerpos anti-PDI, anticuerpos anti-
PDL1, anticuerpos anti-PDL2, anticuerpos anti-TIM-3, anticuerpos anti-LAG3, anticuerpos anti-IDOI, anticuerpos anti-
TIGIT, anticuerpos anti-B7H3, anticuerpos anti-B7H4, anticuerpos anti-BTLA y anticuerpos anti-B7H6.

Los ejemplos de anticuerpos anti-CTLA-4 se describen en las patentes de EE. UU. Nos: 5.811.097; 5.811.097;
5.855.887; 6.051.227; 6.207.157; 6.682.736; 6.984.720; y 7.605.238. Un anticuerpo anti-CDLA-4 es tremelimumab
(ticlimumab, CP-675,206). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es ipilimumab (también conocido
como 10D1, MDX-D010), un anticuerpo IgG monoclonal completamente humano que se une a CTLA-4.

Se describen ejemplos de anticuerpos PD-1 y PD-L1 en las patentes de los Estados Unidos Nos. 7.488.802;
7.943.743; 8.008.449; 8.168.757; 8.217.149 y las solicitudes de patente publicadas PCT Nos: W003042402,
W02008156712, WO02010089411, WO2010036959, WO2011066342, WO2011159877, WO02011082400 vy
WO02011161699. En algunas realizaciones, los bloqueadores PD-1 incluyen anticuerpos anti-PD-LI. En ciertas otras
realizaciones, los bloqueadores de PD-1 incluyen anticuerpos anti-PD-1 y proteinas de unién similares como
nivolumab (MDX 1106, BMS 936558, ONO 4538), un anticuerpo IgG4 completamente humano que se une y bloquea
la activacion de PD-1 por sus ligandos PD-L1 y PD-L2; lambrolizumab (MK-3475 o SCH 900475), un anticuerpo
IgG4 monoclonal humanizado contra PD-1; CT-011 un anticuerpo humanizado que se une a PD-1; AMP-224 es una
proteina de fusion de B7-DC; una porcién de anticuerpo Fc; BMS-936559 (MDX- 1105-01) para el bloqueo de PD-L1
(B7-H1).

Otros inhibidores del punto de control inmunitario incluyen los inhibidores del gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-
3), como IMP321, una proteina de fusién de Ig soluble (Brignone et al, 2007, J. Immunol. 179:4202-4211).

Otros inhibidores del punto de control inmunitario incluyen los inhibidores B7, como los inhibidores B7-H3 y B7-H4.
En particular, el anticuerpo anti-B7-H3 MGA271 (Loo et al, 2012, Clin. Cancer Res. 15 de julio (18) 3834).

También se incluyen los inhibidores TIM3 (dominio de inmunoglobulina de células T y dominio de mucina 3)
(Fourcade et al, 2010, J. Exp. Med. 207: 2175-86 y Sakuishi et al, 2010, J. Exp. Med. 207:2187-94). Como se usa en
el presente documento, el término "TIM-3" tiene su significado general en la técnica y se refiere a la inmunoglobulina
de células T y la molécula 3 que contiene el dominio de mucina. El ligando natural de TIM-3 es la galectina 9 (Gal9).
En consecuencia, la expresion "inhibidor de TIM-3", como se usa en el presente documento, se refiere a un
compuesto, sustancia o composicion que puede inhibir la funcién de TIM-3. Por ejemplo, el inhibidor puede inhibir la
expresion o actividad de TIM-3, modular o bloquear la ruta de sefalizacion de TIM-3 y/o bloquear la union de TIM-3
a la galectina-9. Los anticuerpos que tienen especificidad por TIM-3 son habituales en la técnica y tipicamente los
descritos en los documentos W02011155607, W0O2013006490 y W0O2010117057. En algunas realizaciones, el
inhibidor del punto de control inmune es un inhibidor de la 2,3-dioxigenasa de Indoleamina (IDO), preferiblemente un
inhibidor IDOI. Se describen ejemplos de inhibidores de IDO en el documento WO 2014150677. Los ejemplos de
inhibidores de IDO incluyen, sin limitacién, 1-metil-tript6fano (IMT), B-(3-benzofuranil)-alanina, B-(3-benzo(b)tienil)-
alanina), 6-nitro-triptéfano, 6-fluor-triptéfano, 4-metil-triptéfano, 5-metil-triptéfano, 6-metil-triptéfano, 5-metoxi-
triptéfano, 5-hidroxi-triptéfano, indol 3-carbinol, 3,3'-di-indoliimetano, galato de epigalocatequina, 5-Br-4-Cl-indoxil
1,3-diacetato, 9-vinilcarbazol, acemetacina, 5-bromo-triptofano, 5-bromoindoxil diacetato, acido 3-amino-naftoico,
pirrolidina ditiocarbamato, 4-fenilimidazol, un derivado de brasinina, un derivado de tiohidantoina, un derivado de B-
carbolina o un derivado de brasilexina. Preferiblemente, el inhibidor de IDO se selecciona de 1-metil-triptéfano, B-(3-
benzofuranil)-alanina, 6-nitro-L-triptéfano, acido 3-amino-naftoico y B-[3-benzo(b)tienil]-alanina o un derivado o
profarmaco del mismo.
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En algunas realizaciones, el inhibidor del punto de control inmunitario es un anticuerpo anti-TIGIT (inmunoglobina de
células T y dominio ITIM).

En una realizacion preferida, el agente de inmunoterapia para el cancer del bloqueo del punto de control es un
anticuerpo de bloqueo CTLA4, como Ipilimumab, o un anticuerpo de bloqueo PD-1, como Nivolumab o
Pembrolizumab, o una combinacién de los mismos.

La invencién se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Estos ejemplos y figuras no
deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras
La figura 1 es una ilustracion esquematica de un sistema para llevar a cabo la invencion.
La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra un ejemplo de un procedimiento para implementar la invencion;

La Figura 3 representa una curva de Kaplan Meir para 5 valores medios aritméticos de referencia predeterminados
de percentil.

EJEMPLOS

Un grupo de referencia de pacientes con cancer colorrectal en fase I/I/lll (n = 539) se analiz6 de acuerdo con el
método de puntuacion algoritmica. Los tumores completos de los portaobjetos se tifieron con anticuerpos CD3 y
CD8. Mediante el uso de un software de analisis de imagenes y patologia digital, se determinaron el margen invasivo
(IM) del tumor y el nucleo (centro) (CT) del tumor. Se cuantificaron las densidades de CD3 y CD8 en las regiones CT
e IM (células/mm?). La distribucion de todas las densidades o todos los marcadores se traza y se indica en una tabla.
Se derivaron los percentiles correspondientes (es decir, con un intervalo de pasos del 5%). La media sobre los
valores de los biomarcadores de 4 densidades se calculé con un peso de 1 para cada biomarcador, en el ejemplo
ilustrado en la tabla a continuacion. Las curvas de Kaplan Meier para dicha cohorte se ilustran en la Figura 3, con 5
categorias de grupos (10, 11, 12, 13, 14), correspondientes a los valores del percentil medio de 0-10%, 10-25%, 25-
75%, 75-95%, 95-100%, respectivamente.

En las siguientes tablas hay una ilustracién de un ejemplo de calculo del valor medio aritmético de percentiles para
un paciente hipotético:

paciente
hipotético media CD3CT media CD3IM media CD8CT media CD8IM

390 900 50 340
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percentil media CD3CT media CD3IM media CD8CT media CD8IM
5% 112 230 24 46
10% 165 302 31 65
15% 205 385 40 95
20% 244 435 48 113
25% 287 488 60 130
30% 324 556 69 152
35% 364 620 77 175
40% 397 702 89 196
45% 416 757 103 222
50% 448 795 117 252
55% 497 877 135 282
60% 541 1000 151 317
65% 611 1074 176 357
70% 686 1193 206 415
75% 746 1340 234 456
80% 818 1449 263 528
85% 934 1615 306 621
90% 1078 1807 405 749
95% 1343 2163 604 1058
100% >1343 >2163 >604 >1058

El valor medio aritmético del percentil para el paciente hipotético seria aproximadamente 47.5. El paciente hipotético
se clasificaria como perteneciente al grupo 12.

Se ha realizado el mismo tipo de experimentos con los 21 marcadores bioldgicos que son los niveles de expresion
de los 21 genes del grupo que consiste en CCR2, CD3D, CD3E, CD3G, CD8A, CXCL10, CXCL11, GZMA, GZMB,
GZMK, GZMM, IL15 , IRF1, PRF1, STAT1, CD69, ICOS, CXCR3, STAT4, CCL2 y TBX21 y con los 15 marcadores
biol6gicos que son los niveles de expresiéon de los 15 genes del grupo que consiste en GZMH, IFNG, CXCL13,
GNLY, LAGS, ITGAE , CCL5, CXCL9, PF4, IL17A, TSLP, REN, IHH, PROM1 y VEGFA.

Se han obtenido resultados muy precisos calculando el valor medio del percentil.
Referencias

A lo largo de esta solicitud, varias referencias describen el estado de la técnica a la que pertenece esta invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el prondstico del tiempo de supervivencia de un paciente que padece un cancer sélido,
cuyo método comprende los siguientes pasos:

a) detectar y cuantificar dos 0 mas marcadores biolégicos indicativos del estado de la respuesta inmune de
dicho paciente contra dicho cancer, en donde cada marcador bioldgico indicativo del estado de la respuesta
inmune se detecta in vitro y se cuantifica en una muestra tumoral obtenida de dicho paciente;

b) comparar cada valor obtenido en la etapa a) para dichos dos o mas marcadores biolégicos con una
distribucion de valores obtenidos para cada uno de dichos dos 0 mas marcadores bioldgicos de un grupo de
referencia de pacientes que padecen dicho cancer;

c) determinar para cada valor obtenido en el paso a) para dichos dos o mas marcadores biolégicos el
percentil de la distribucion a la que corresponden los valores obtenidos en el paso a);

d) calcular el valor medio aritmético o el valor medio de los percentiles de los marcadores biologicos
determinados en el paso c); y

e) comparar el valor medio aritmético o el valor medio de percentiles obtenidos en el paso d) con un valor
medio aritmético de referencia predeterminado o un valor medio predeterminado de percentiles, cuyo valor
de referencia predeterminado se correlaciona con el tiempo de supervivencia.

2. Un método in vitro para evaluar la capacidad de respuesta de un paciente que padece un cancer sélido frente a
un tratamiento antitumoral, cuyo método comprende los siguientes pasos:

a) detectar y cuantificar dos 0 mas marcadores biologicos indicativos del estado de la respuesta inmune de
dicho paciente contra dicho cancer, en donde cada marcador bioldgico indicativo del estado de la respuesta
inmune se detecta in vitro y se cuantifica en una muestra tumoral obtenida de dicho paciente;

b) comparar cada valor obtenido en la etapa a) para dichos dos o mas marcadores biolégicos con una
distribucion de valores obtenidos para cada uno de dichos dos o0 mas marcadores bioldgicos de un grupo de
referencia de pacientes que padecen dicho cancer;

c) determinar para cada valor obtenido en el paso a) para dichos dos o0 mas marcadores biolégicos el
percentil de la distribucion a la que corresponden los valores obtenidos en el paso a);

d) calcular el valor medio aritmético o el valor medio de los percentiles de los marcadores biologicos
determinados en el paso c); y

e) comparar el valor medio aritmético o el valor medio de los percentiles obtenidos en el paso d) con un
valor medio aritmético de referencia predeterminado o un valor medio predeterminado de percentiles, cuyo
valor de referencia predeterminado se correlaciona con la respuesta frente a dicho tratamiento antitumoral.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en el que el cancer sélido es un cancer colorrectal, un cancer de
mama, un cancer de pulmén, un cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, un cancer de ovario 0 un cancer de
préstata.

4. El método segun la reivindicacion 3, en el que el cancer sélido es un cancer colorrectal.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los dos 0 mas marcadores biolégicos
comprenden la densidad celular de las células del sistema inmune.

6. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en el que los dos o mas marcadores biolégicos comprenden la
densidad de las células CD3+, la densidad de las células CD8+, la densidad de las células CD45R0O+, la densidad
de las células GZM-B+, la densidad de las células B y/o la densidad de las células DC.

7. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que los dos 0 mas marcadores biol6gicos comprenden la
densidad de células CD3+ y la densidad de células CD8+, la densidad de células CD3+ y la densidad de células
CD45RO+, la densidad de células CD3+ y la densidad de células GZM-B+, la densidad de las células CD8+ y la
densidad de las células CD45RO+, la densidad de las células CD8+ y la densidad de las células GZM-B+; o la
densidad de las células CD45RO+ y la densidad de las células GZM-B+.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la densidad de células del sistema inmune se
cuantifica en el centro del tumor y/o en el margen invasivo del tumor.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que los dos o mas marcadores biolégicos comprenden la
densidad de células CD3+ en el centro del tumor, la densidad de células CD8+ en el centro del tumor, la densidad
de células CD3+ en el margen invasivo, y la densidad de células CD8+ en el margen invasivo.
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10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que la densidad se mide en una region de la
muestra tumoral donde la densidad es la mas baja.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que la densidad se mide en una regién de la
muestra tumoral donde la densidad es la més alta.

12. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los dos 0 mas marcadores biolégicos
comprenden el nivel de expresion de uno o mas genes del grupo que consiste en CCR2, CD3D, CD3E, CD3G,
CD8A, CXCL10, CXCL11, GZMA, GZMB, GZMK, GZMM, IL15, IRF1, PRF1, STAT1, CD69, ICOS, CXCR3, STAT4,
CCL2y TBX21.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que los dos 0 mas marcadores biolégicos
comprenden el nivel de expresion de uno o mas genes del grupo que consiste en GZMH, IFNG, CXCL13, GNLY,
LAGS, ITGAE, CCL5, CXCL9, PF4, IL17A, TSLP, REN, IHH, PROM1 y VEGFA.

14. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que los dos o mas marcadores biolégicos
comprenden un nivel de expresion de al menos un gen representativo de la respuesta inmune adaptativa humana y
un nivel de expresion de al menos un gen representativo de la respuesta inmunosupresora humana.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el al menos un gen representativo de la respuesta
inmune adaptativa humana se selecciona del grupo que consiste en:

CCL5
CCR2
CD247
CD3E
CD3G
CD8A
CX3CLA1
CXCL11
GZMA
GZMB
GZMH

GZMK
IFNG

IL15
IRF1
ITGAE
PRF1
STATH
TBX21

y dicho al menos un gen representativo de la respuesta inmunosupresora humana se selecciona del grupo que
consiste en:

CD274
CTLA4
IHH
IL17A
PDCD1
PF4
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PROM1
REN
TIM-3
TSLP
VEGF

16. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada marcador biolégico
es un &cido nucleico.

17. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada marcador biolégico
se detecta por hibridacion y/o amplificacién de ARNm.

18. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que cada marcador biolégico es
una proteina.

19. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15y 18, en el que cada marcador biolégico
se detecta por inmunohistoquimica.
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