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DESCRIPCION

Procedimiento de evaluacion de un paciente que padece glioblastoma aplicable a un tratamiento de inmunoterapia a
base de vacunas tumorales de células dendriticas

ANTECEDENTES
Campo técnico

[0001] La presente descripcion se refiere a un método de evaluacion de un paciente de cancer que es aplicable a
ser tratado con una inmunoterapia. Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere al método de evaluacion
de un paciente con glioblastoma multiforme que es aplicable para ser tratado con una inmunoterapia basada en una
vacuna de tumor de células dendriticas.

Descripcion de la técnica relacionada

[0002] Un glioblastoma multiforme (GBM) es un astrocitoma de un glioma, tal como se conoce como astrocitoma de
grado IV en la clasificacion de la OMS. El GBM es el tumor cerebral primario maligno mas frecuente y mas agresivo
en los seres humanos.

[0003] Las practicas convencionales para tratamientos de GBM implican una cirugia, una terapia de radiacién y una
quimioterapia. Las células gliales en un cerebro son un tipo de las unidades constitutivas de un sistema nervioso, las
células gliales cubren los axones y brindan funciones tales como soporte, suplemento nutricional, mantenimiento
constante del entorno y aislamiento. Sin embargo, debido a que el axdén es muy largo, las células tumorales se
propagaran a lo largo del axén a un lugar distante una vez que las células gliales se vuelvan cancerosas; es decir, el
GBM tiene una infiltracion muy alta, que se refiere a una migracion de células de sus fuentes a otro lugar. La cirugia
no pudo eliminar una parte de infiltracién distante de las células tumorales y, por lo tanto, la quimioterapia y/o la
radioterapia son necesarias para destruir las células tumorales residuales en la parte de infiltracion distante después
de la cirugia. Sin embargo, la presencia de células madre cancerosas con radiorresistencia y quimiorresistencia
provoca una alta tasa de recurrencia después de dichos tratamientos.

[0004] En los ultimos afios, algunos biomarcadores se han utilizado para diagnosticar canceres, determinar las
terapias adyuvantes, o pronodsticos de estimacion en los pacientes, ademas de chequeos generales y etapas clinicas
tradicionales. Por ejemplo, el receptor de estrogeno (ER) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2)
se utilizan como biomarcadores para elegir farmacos terapéuticos en el diagndstico y el tratamiento del cancer de
mama. Debido a la alta malignidad, la alta tasa de recurrencia después de los tratamientos y la alta tasa de
mortalidad, es importante desarrollar un método para tratar el GBM, o el método para predecir una tasa de
supervivencia en el paciente después del tratamiento. Por lo tanto, los médicos pueden preparar planes de
tratamiento mas apropiados para pacientes individuales en clinica para mejorar la tasa de supervivencia después del
tratamiento.

[0005] Fong y col. (PLos ONE: 04/2012; 7 (4): €32614) describe el marcador de superficie de punto de control
inmunitario CTLA-4 en células T como un biomarcador para predecir y monitorear el tratamiento de GBM con
vacunacion contra la DC, en donde la expresion mas baja se asocia con un buen pronéstico.

RESUMEN

[0006] Segun un aspecto de la presente descripcion, un método de evaluacién de un paciente con glioblastoma
multiforme que es aplicable a un tratamiento de inmunoterapia basada en una vacuna tumoral de células dendriticas
incluye los siguientes pasos. Se proporciona una muestra, en donde se obtuvo una muestra del paciente con
glioblastoma multiforme. Se proporciona una etapa de deteccion, en donde los niveles de expresion de los
biomarcadores PD-1 y CD8 se detectan y luego se calcula un valor base a partir de los niveles de expresion. Se
proporciona un paso de comparacion, en el que el valor base se compara con un umbral. El paciente con
glioblastoma multiforme puede ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna contra el tumor
de células dendriticas cuando el valor de la base es inferior al umbral.

[0007] La muestra es un tejido tumoral o una sangre.
[0008] En un ejemplo, el tejido tumoral puede ser una seccion de tejido o una micromatriz de tejido.

[0009] En un ejemplo, el nivel de expresion del biomarcador puede detectarse mediante la realizacién de
inmunohistoquimica.

[0010] En un ejemplo, el paso de deteccion incluye ademas calcular un valor de sefial mediante un método de
puntuacion H o un método de procesamiento de imagenes.
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[0011] La etapa de deteccion incluye la division del valor de la sefial de PD-1 por el valor de la sefial de la CD8 para
obtener el valor base.

[0012] En un ejemplo, el método de procesamiento de imagenes puede utilizar un modelo de color de RGB
(rojo/verde/azul), un modelo de color de CMYK (cian/magenta/amarilla/clave) o un modelo de color HSI
(tono/saturacion/intensidad) para analizar una imagen de la muestra.

[0013] También se describe pero no se reivindica, una tasa de supervivencia en un paciente glioblastoma multiforme
después de un tratamiento puede ser pronosticado por un método que incluye las etapas de la siguiente manera. Se
proporciona una etapa de obtencion de muestras, en donde se obtiene una muestra del paciente con glioblastoma
multiforme. Se proporciona un paso de deteccién, en el que se detecta un nivel de expresion de un biomarcador y
luego el nivel de expresion se calcula como un valor base, en el que el biomarcador se selecciona de un grupo que
consiste en PD-1, PD-L1, CD8 y combinacién de los mismos. Se proporciona un paso de comparacion, en el que el
valor base se compara con un umbral. Se determina que el paciente con glioblastoma multiforme tiene un buen
prondstico después del tratamiento cuando el valor de base es inferior al umbral.

[0014] EI tratamiento puede ser seleccionado de un grupo que consiste en una cirugia, una radioterapia, una
quimioterapia, una inmunoterapia, y la combinacion de las mismas.

[0015] La inmunoterapia puede basarse en una vacuna de tumor de células dendriticas.

[0016] La muestra es un tejido tumoral o una sangre.

[0017] El tejido tumoral puede ser un corte de tejido o una micromatriz de tejido.

[0018] EI nivel de expresion del biomarcador puede detectarse mediante la realizacién de inmunohistoquimica.

[0019] EIl paso de deteccion adicional puede incluir el calculo de un valor de sefial mediante un método de
puntuacion H o un método de procesamiento de imagen.

[0020] El paso de deteccion incluye ademas la division del valor de la sefial de PD-1 por el valor de la sefial de la
CD8 para obtener el valor base.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0021] La presente divulgacion puede entenderse mas completamente leyendo la siguiente descripcion detallada de
la realizacion, con referencia a los dibujos adjuntos de la siguiente manera:

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que muestra un método para evaluar un paciente con glioblastoma multiforme
(GBM) aplicable para tratamiento con un tratamiento de inmunoterapia basado en una vacuna de tumor de
células dendriticas de acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion;

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que muestra un método para pronosticar una tasa de supervivencia en el
paciente con GBM después de un tratamiento;

La Fig. 3 es un conjunto de micrografias de inmunohistoquimica, en donde (A) representa PD-1, (B) representa
PD-L1 y (C) representa CDS8;

La Fig. 4 es un conjunto de micrografias que muestran los niveles de expresion de PD-L1, en donde (A) es la
micrografia que muestra un bajo nivel de expresion de PD-L1 en un tejido cerebral normal, (B) es la micrografia
que muestra un alto nivel de expresion del PD-L1 en un tejido cerebral del paciente con GBM, (C) es una
micrografia convertida en color que muestra el bajo nivel de expresion de PD-L1 en el tejido cerebral normal, y
(D) es una micrografia convertida en color mostrando el alto nivel de expresion de PD-L1 en el tejido cerebral del
paciente con GBM;

La Fig. 5 es una curva de supervivencia general de los pacientes con GBM que se clasifican segun el nivel de
expresion de PD-L1, donde (A) representa la curva de supervivencia general de los pacientes con GBM sin tratar
con la vacuna del tumor de células dendriticas, (B) representa la curva de supervivencia general de los pacientes
con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas;

La Fig. 6 es una curva de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con GBM que se clasifica segun el
nivel de expresion de PD-L1, donde (A) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad de los
pacientes con GBM sin tratar con la vacuna de tumor de células dendriticas, (B) representa la curva de
supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de células
dendriticas;
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La Fig. 7 es un conjunto de curvas de supervivencia de todos los pacientes con GBM, en donde (A) representa la
curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 8 es un conjunto de curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor
de células dendriticas y ademas clasificada segun el nivel de expresion del CD8, donde (A) representa la curva
de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 9 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y ademas se clasifican segun el nivel de expresion de PD-1, donde (A) representa la
curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 10 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y ademas se clasifican en funcién de una relacion del nivel de expresion de PD-1 al
nivel de expresion de CD8, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de
supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 11 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y ademas se clasifican segun el nivel de expresion de PD-1 y el nivel de expresion
de PD-L1, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre
de enfermedad;

La Fig. 12 es un diagrama de correlacion entre el PD-1 y un tiempo de supervivencia general;
La Fig. 13 es un diagrama de correlacion entre el PD-1 y un tiempo de supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 14 es un diagrama de correlacion entre la relacion del nivel de expresion de PD-1 al nivel de expresion de
CD8 y el tiempo de supervivencia general;

La Fig. 15 es un diagrama de correlacion entre la relacion del nivel de expresion de PD-1 al nivel de expresion de
CD8 y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad;

La Fig. 16 es un diagrama de correlacion entre la relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de expresion
del CD8 de células mononucleares de sangre periférica y la relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de
expresion del CD8 de linfocitos infiltrantes de tumores;

La Fig. 17 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y ademas se clasifica en funciéon del nivel de expresion de PD-1 de las células
mononucleares de sangre periférica, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la
curva de supervivencia libre de enfermedad; y

La Fig. 18 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y ademas se clasifica en funcion de la relacion del nivel de expresion de PD-1 al
nivel de expresion del CD8 de las células mononucleares de sangre periférica, donde (A) representa la curva de
supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad.

DESCRIPCION DETALLADA

[0022] Se proporciona un método de evaluacién de un paciente glioblastoma multiforme (GBM), que es aplicable a
ser tratado con un tratamiento de inmunoterapia basado en una vacuna tumoral de células dendriticas. Los niveles
de expresion de los biomarcadores PD-1 y CD8 de una muestra del paciente con GBM se detectan mediante
inmunohistoquimica. El nivel de expresién de los biomarcadores se realiza mediante un analisis semicuantitativo
mediante un método de puntuacion H o un método de procesamiento de imagenes para evaluar si el paciente con
GBM es aplicable para ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna de tumor de células
dendriticas, y puede aplicarse ademas para pronosticar la tasa de supervivencia en el paciente con GBM después
del tratamiento. Las siguientes son descripciones de los términos especificos utilizados en la especificacion:

[0023] EI término "biomarcador" se refiere a una sustancia que es capaz de indicar ciertos estados o condiciones
bioldgicas. El biomarcador puede usarse como un indicador para evaluar o medir objetivamente los procesos
bioldgicos normales, los procesos patdgenos o las respuestas a un tratamiento.

[0024] EI término "PD-1 (muerte celular programada-1)", también conocido como CD279 (grupo de diferenciacion
279), es una proteina que en los humanos esta codificada por un gen PDCD1. El PD-1 es un receptor de la
superficie celular que pertenece a una superfamilia de inmunoglobulinas y se expresa en células T y células pro-B.

[0025] EI término "PD-L1 (muerte celular programada-1)", también conocido como CD274 (grupo de diferenciacion
274) o B7-H1 (B7 homologo 1), es una proteina que en los humanos esta codificada por un gen CD274. La PD-L1 es
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una proteina transmembrana tipo 1 de 40 kDa que se ha especulado para jugar un papel importante en la supresion
del sistema inmunolégico durante eventos particulares como el embarazo, aloinjertos tisulares, enfermedades
autoinmunes y otras enfermedades como la hepatitis. EI PD-L1 puede ser transmitido por un inmunoreceptor
inhibitorio a través de la transmision de una sefial de regulacion negativa para suprimir parcialmente las respuestas
inmunitarias y mantener una tolerancia inmunitaria de los sistemas periféricos, en donde el PD-1 es uno de los
inhibidores inmunoreceptores. Normalmente, un sistema inmunolégico reacciona a antigenos extrafios donde hay
cierta acumulaciéon en los ganglios linfaticos o el bazo, lo que desencadena la proliferacion de células T CD8*
especificas de antigeno. La formacion del complejo PD-1/PD-L1 transmite una sefial inhibitoria que reduce la
proliferacion de estas células T CD8"* en los ganglios linfaticos y, ademas, la PD-1 también es capaz de controlar la
acumulacioén de células T especificas de antigenos extrafios en los ganglios linfaticos a través de la regulacion del
gen Bcl-2.

[0026] EI término "CD8 (grupo de diferenciacion 8)" es una glicoproteina de transmembrana. El CD8 es un marcador
de superficie celular de células T citotdxicas que sirve como un co-receptor para el receptor de células T (TCR). El
CD8 se une a una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), y es especifico para la proteina
MHC de clase I.

[0027] La Fig. 1 es un diagrama de flujo que muestra el método para evaluar al paciente con GBM que se puede
tratar con un tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna de tumor de células dendriticas de acuerdo con una
realizacion de la presente divulgacion. En la Fig. 1, el método para evaluar al paciente con GBM que es aplicable
para ser tratado con un tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna 100 del tumor de células dendriticas
incluye una etapa de obtencidon de muestras 110, una etapa de detecciéon 120 y una etapa de comparacion 130.

[0028] En primer lugar, se proporciona la etapa de obtencion de muestras 110, en la que la muestra se obtiene del
paciente con GBM. La muestra puede ser un tejido tumoral o una sangre, en donde el tejido tumoral puede ser una
seccion de tejido congelado, una seccién de tejido incrustada en parafina o una micromatriz de tejido.

[0029] En segundo lugar, se proporciona la etapa de deteccion 120, en la que se detecta el nivel de expresion de un
biomarcador y luego se calcula el nivel de expresion del biomarcador como un valor base. En mas detalles, el
biomarcador se selecciona de un grupo que consiste en PD-1, PD-L1, CD8 y una combinacion de los mismos. El
nivel de expresion del biomarcador se detecta mediante inmunohistoquimica, y luego el nivel de expresion del
biomarcador se realiza mediante analisis semicuantitativo mediante un método de puntuacién H o un método de
procesamiento de imagenes para calcular un valor de sefial. Cuando se mide el nivel de expresion del PD-1 y el
nivel de expresion del PD-L1, el valor base es el valor de la sefial medido en el analisis semicuantitativo. Cuando se
mide la relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de expresion del CD8, el valor base es la relacion del valor
de la senal del nivel de expresién de PD-1 al valor de la sefal del nivel de expresion de CD8. El método de
procesamiento de imagenes puede utilizar un modelo de color RGB (rojo/verde/azul), un modelo de color CMYK
(cian/magenta/amarillo/clave) o un modelo de color HSI (tono/saturacién/intensidad) para analizar una imagen de la
muestra.

[0030] Finalmente, se proporciona el paso de comparacion 130, en el que el valor de base se compara con un
umbral. El paciente con GBM puede ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna contra el
tumor de células dendriticas cuando el valor de la base es inferior al umbral. El umbral se ajustara de acuerdo con el
método de calculo del valor base en el paso de deteccion.

[0031] La Fig. 2 es un diagrama de flujo que muestra un método para pronosticar una tasa de supervivencia en el
paciente con GBM después del tratamiento. En la Fig. 2, el método para pronosticar la tasa de supervivencia en un
paciente con glioblastoma multiforme después de un tratamiento incluye la etapa 210 de obtencién de muestras, la
etapa 220 de deteccion y la etapa 230 de comparacion.

[0032] Se proporciona la muestra de la obtencion de la etapa 210, en la que la muestra se obtiene del paciente
GBM. La muestra puede ser el tejido tumoral o la sangre, en donde el tejido tumoral puede ser la seccion de tejido
congelado, la seccion de tejido incrustada en parafina o la micromatriz de tejido.

[0033] Se proporciona la etapa de deteccion 220, en la que el nivel de expresion del biomarcador se mide y luego el
nivel de expresion del biomarcador se calcula como el valor base. En mas detalles, el biomarcador se selecciona de
un grupo que consiste en PD-1, PD-L1, CD8 y la combinacion de los mismos. La invencion reivindicada utiliza la
relacion PD-1/CD8 como biomarcador. El nivel de expresion del biomarcador se detecta mediante
inmunohistoquimica, y luego el nivel de expresion del biomarcador se realiza mediante el analisis semicuantitativo
mediante el método de puntuacion H o el método de procesamiento de imagenes para calcular el valor de la sefal.
Cuando se mide el nivel de expresion del PD-1 y el nivel de expresion del PD-L1, el valor base es el valor de la sefal
medido en el andlisis semicuantitativo. Cuando se mide la relacién del nivel de expresion del PD-1 al nivel de
expresion del CD8, el valor base es la relacion del valor de la sefial del nivel de expresiéon de PD-1 al valor de la
sefial del nivel de expresion de CD8. El método de procesamiento de imagenes puede utilizar el modelo de color
RGB (rojo/verde/azul), el modelo de color CMYK (cian/magenta/amarillo/clave) o el modelo de color HSI
(tono/saturacion/intensidad) para analizar la imagen de la muestra.
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[0034] Se proporciona la etapa de comparacion 230, en la que el valor de base se compara con el umbral. Se
determina que el paciente con GBM tiene un buen prondstico después del tratamiento cuando el valor base es mas
bajo que el umbral. El umbral se ajustara de acuerdo con el método de calculo del valor base en el paso de
deteccion. El tratamiento puede seleccionarse de un grupo que consiste en una cirugia, una radioterapia, una
quimioterapia, una inmunoterapia y la combinacién de los mismos. En particular, la inmunoterapia puede basarse en
la vacuna del tumor de células dendriticas.

[0035] Ahora se hara referencia en detalle a las presentes realizaciones de la presente divulgacion, cuyos ejemplos
se ilustran en los dibujos adjuntos. Siempre que sea posible, se utilizan los mismos numeros de referencia en los
dibujos y la descripcion para referirse a las mismas partes o similares.

Ejemplos
l. El paciente GBM

[0036] Este programa de ensayos clinicos esta aprobado por la Universidad Médica de China y el Comité de Etica
de Investigacion del Hospital, en donde los sujetos son los pacientes con GBM. El programa de ensayos clinicos
rastrea las condiciones del paciente GBM durante diez afos.

[0037] Hay 35 pacientes con diagnéstico de GBM que participan en este programa de ensayo clinico durante 2005-
2014. La distribucién por edades de los pacientes con GBM oscila entre los 27 y los 78 afios (media 50,97 afios). La
tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes con GBM. Las variables en este programa de ensayo
clinico son el sexo, la edad y el tratamiento, en donde el tratamiento incluye la radioterapia, la quimioterapia, la
cirugia, la quimioradioterapia concurrente y la inmunoterapia. En cuanto al género como variable, hay 17 pacientes
masculinos y 18 pacientes femeninos en 35 pacientes con GBM. En cuanto a la edad como variable, hay 8 pacientes
mayores o iguales a 60 afios, y 27 pacientes menores de 60 afios. En cuanto al tratamiento como variable, hay 26
pacientes tratados con radioterapia, 23 pacientes tratados con quimioterapia, 10 pacientes tratados con cirugia, 14
pacientes tratados con quimiorradioterapia concurrente y 21 pacientes tratados con inmunoterapia en 35 GBM.
pacientes

Tabla 1 Las caracteristicas clinicas de los pacientes con GBM.

Variable [ Nimero [ Porcentaje (%)
Género

Masculino 17 48,57

Hembra 18 51,43

Edad (afios)

> 60 8 22,86

<60 27 77,14

Tratamiento

Radioterapia

No 9 25,71

Si 26 74,29

Temozolomida

No 12 34,29

Si 23 65,71

Cirugia de cuchillo gamma

No 25 71,43

Si 10 33,33

Quimiorradioterapia concurrente

No 19 57,48

Si 14 42,42

Inmunoterapia autéloga de células dendriticas/antigeno tumoral

No 14 40

Si 21 60

Il. Nivel de expresion del biomarcador detectado por inmunohistoquimica.

1. La muestra es el tejido tumoral.

[0038] La muestra en este ejemplo es el tejido tumoral. El tejido tumoral del paciente con GBM se obtiene mediante
métodos de biopsia convencionales. El tejido tumoral puede ser las secciones de tejido congelado, las secciones de

tejido incrustadas en parafina o la micromatriz de tejido. Las muestras se realizan por inmunohistoquimica para
detectar los niveles de expresion de los biomarcadores del PD-1, el PD-L1 y el CD8.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 322 T3

[0039] La inmunohistoquimica se realiza de la siguiente manera. Si la muestra es un tejido embebido en parafina, la
seccion de tejido embebido en parafina con 1-2 ym de espesor se pone en un revestimiento de deslizamiento con
organosilano. Para facilitar la inmunohistoquimica posterior, la seccion de tejido incluida en parafina se seca luego
durante la noche (50-55°C) para disolver la parafina y fortalecer la adhesion entre el portaobjetos y la seccion de
tejido. Antes de la inmunohistoquimica, la seccidon de tejido incrustada en parafina se realiza una etapa de
desparafinacién para eliminar la parafina en el tejido y los espacios intercelulares, y luego se realiza la
inmunohistoquimica. Si la muestra es la seccion de tejido congelado, la seccién de tejido congelado con un espesor
de 2-4 um se realiza directamente mediante inmunohistoquimica. Los anticuerpos primarios utilizados en la
inmunohistoquimica son PD-1 (Leica), PD-L1 (Abcam) y CD8 (Leica), y una dilucién es 1:200, 1:100 y 1:100
respectivamente. La seccion de tejido se recupera con una solucion tampén de EDTA a 100°C durante 20 minutos y
luego se hibrida con el anticuerpo primario a temperatura ambiente durante 1 hora. La seccion de tejido se conjuga
con el anticuerpo secundario DAB (para detectar PD-L1) o el anticuerpo secundario AP (para detectar PD-1 y CD8)
para detectar los resultados de la tincién. Después de la deteccion, la hematoxilina contrasta con la parte del tejido.

[0040] La Fig. 3 es un conjunto de micrografias de inmunohistoquimica, en donde (A) representa el PD-1, (B)
representa el PD-L1 y (C) representa el CD8. Una ampliacién de la micrografia es de 400 X. En la Fig. 3, los nucleos
se presentan azules, las partes que expresan el PD-L1 se presentan marrones oscuro y las partes que expresan el
PD-1y el CD8 se presentan rojas en las secciones de tejido cerebral tefiidas de los pacientes con GBM.

2. La muestra es la sangre

[0041] La muestra en este ejemplo es la sangre, que llega desde el paciente GBM. La sangre se fabrica como un
bloque celular y luego se realiza una inmunohistoquimica para detectar los niveles de expresion de los
biomarcadores de la PD-1y el CD8.

[0042] EI blogue de células se realiza de acuerdo con los siguientes pasos. La sangre del paciente se coloca en
tubos de microcentrifuga y se fija en formalina durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, el material se
centrifuga durante 30 segundos a 15.000 rpm y el sobrenadante se desecha cuidadosamente mediante pipeteo,
dejando un sedimento de células fijadas con formalina. El sedimento de células fijadas con formalina se resuspende
con un volumen minimo de 3% (p/v) de solucién de agarosa a muy baja temperatura de gelificacion a temperatura
ambiente y se centrifuga durante 30 segundos a 15.000 rpm. El sobrenadante se desecha cuidadosamente
mediante pipeteo y la suspension de células de agarosa resultante se deja solidificar durante 10 a 20 minutos a -
20°C. Cada uno de los botones celulares de agarosa solidificada se transfiere a la tapa del tubo de microcentrifuga.
Luego, la tapa con un boton de célula de agarosa en la parte inferior se llena con una solucion estandar de agarosa
al 3%. El disco de gel de agarosa resultante se retira de la tapa y luego se somete a procesamiento de tejido para
incrustacion en parafina para obtener el bloque celular.

[0043] EI bloque de células realiza ademas inmunohistoquimica. Los anticuerpos primarios utilizados en la
inmunohistoquimica son PD-1 (Leica) y CD8 (Leica), y una dilucion es 1:200 y 1:100 respectivamente. El bloque
celular se recupera con una solucion tampén de EDTA a 100°C durante 20 minutos y luego se hibrida con el
anticuerpo primario a temperatura ambiente durante 1 hora. El bloque celular se conjuga con el anticuerpo
secundario AP para detectar los resultados de la tincién. Después de la deteccidn, la hematoxilina contrasta con el
bloqueo celular.

lll. Analisis de resultados de la muestra de tejido tumoral.
1. Diagnostico de la seccion de tejido del paciente con GBM.

[0044] Un diagnéstico histopatolégico de la MBG se basa tipicamente en un patrén de tejido en vez de en una
identificacion de ciertos tipos de células. Se requiere la presencia de células gliales altamente anaplasicas, actividad
mitotica y proliferacion vascular y/o necrosis. Para este proposito, se definen seis tipos de células diferentes: célula
anaplasica pequefia (SAC), célula fibrilada pequefia (SFC), astrocito fibrilado (FA), astrocito pleomorfico (PA),
astrocito gemistocitico (GA) y célula extrafia grande (LBC). Ademas, se observan dos patrones de tincion PD-L1,
patron de tincion fibrilar (fibrilar) y patron de tincion membranosa (membranosa), en secciones de tejido tefiido
inmunohistoquimico.

[0045] La tabla 2 muestra los resultados de diagndstico de las secciones de tejido tefiidas con inmunohistoquimica
en pacientes con 35 GBM de este programa de ensayo clinico. Un patélogo analiza las secciones de tejido tefiidas
con inmunohistoquimica sin conocer los resultados diagnosticos durante el diagndstico histopatolégico. En la tabla 2,
35 pacientes que participan en este programa de ensayo clinico son todos los pacientes con GBM.
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Tabla 2 Los resultados del diagndstico de los pacientes con GBM.

ID Cpmpqsmon Patrén de tincion  |ID  |Composicion citologica  |Composicion citologica
citologica

1 |FA Fibrilar 19 |FA FA

2 |FA Fibrilar 20 |SFC FA

3 |Pensilvania [Membranoso 21 |Georgia Pensilvania

4 FA Fibrilar 22 |Pensilvania FA

5 |FA Fibrilar 23 |FA FA

6 |Pensilvania |Fibrilar 24 |Pensilvania Pensilvania

7 |Pensilvania |Membranoso 25 |FA Pensilvania

8 |[SFC Fibrilar 26 |Pensilvania SFC

9 |[SFC Fibrilar 27 |LBC SFC

10 [LBC Fibrilar 28 |SFC LBC

11 |FA Fibrilar 29 |FA Fibrilar

12 |SAC Membranoso 30 |SFC Membranoso

13 |FA Fibrilar 31 |FA Fibrilar

14 |PA Membranoso 32 |GA Fibrilar

15 |FA Fibrilar 33 [FA Membranoso

16 [PA Membranoso 34 |PA Fibrilar

17 |FA Membranoso 35 |PA Fibrilar

18 |PA Fibrilar

2. Analisis semicuantitativo.

[0046] Se realizan ademas los resultados del diagndstico de secciones de tejido manchado de inmunohistoquimica
en 35 pacientes con GBM por analisis semicuantitativo por el método de puntuacion H o el método de
procesamiento de imagenes.

2.1 Método de puntuacion H
2.1.1 PD-L1

[0047] En el método de puntuacion H, el nivel de expresion de PD-L1 se analiza mediante la estimacion de una
intensidad de tincion de la PD-L1 en la membrana celular de la MBG en 25 campos de alta potencia (ampliacién 400
X), y se clasifica como 0, 1 y 2. Los criterios de la clasificacion son los siguientes: 0 representa que ninguna célula
GBM esta teiida de color, 1 representa que la célula GBM esta tefida con una intensidad de color débil o moderada
en la membrana celular intacta o en el citoplasma, y 2 representa que las células GBM se tifien con una fuerte
intensidad de color en la membrana celular intacta o en el citoplasma.

[0048] El nimero de células GBM manchadas se estima como un porcentaje (nimero de células tefiidas/ndmero
total de células X 100%), y el valor de la sefial (HSCORE) en el método de puntuacion H se calcula de acuerdo con
la siguiente férmula I:

HSCORE = Z (1 % Pl Jeeiiiiiiecii e formula |

, donde i representan la intensidad de tincion del biomarcador (0, 1 o 2), y Pi representan el porcentaje de células
GBM tefiidas (varié de 0% a 100%), en donde el valor de la sefial varia de 0 a 200. El umbral es 80 en el método de
puntuacién H para estimar el nivel de expresion de PD-L1. Cuando el valor de sefial calculado en el método del
puntaje H es mayor o igual a 80, se define como un nivel de expresion alto del PD-L1 (PD-L1 alto). Cuando el valor
de sefial calculado en el método de puntuacion H es menor que 80, se define como un nivel de expresion bajo del
PD-L1 (PD-L1 bajo).

2.1.2 PD-1y CD8

[0049] En el método de puntuacion H, el nivel de expresion de PD-1 y el nivel de expresion de CD8 se analizan
mediante el recuento del nimero de células tefiidas en 25 campos de alta potencia (ampliacion 400 X), y el nimero
de células contadas en 25 campos de alta potencia luego se suman para obtener el valor de la sefal. Después de
que el célculo de las secciones de tejido tefiidas con inmunohistoquimica en todos los pacientes con GBM tratados
con la inmunoterapia se basa en la vacuna contra el tumor de células dendriticas (n=21), se puede calcular una
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mediana. El umbral es la mediana en el método de puntuacidon H para estimar el nivel de expresion de PD-1 y el
nivel de expresion de CD8. Cuando el valor de la sefial calculado en el método del puntaje H es mayor o igual que la
mediana, se define como el nivel de expresion alto del biomarcador. Cuando el valor de sefial calculado en el
método de puntuacion H es menor que la mediana, se define como el nivel de expresién bajo del biomarcador.

[0050] La Tabla 3 muestra datos estadisticos en el método de puntuacion H, en donde los elementos analizados son
los nimeros de células que expresaron el PD-1 o el CD8 en los pacientes con GBM tratados con el tratamiento de
inmunoterapia que se basa en la vacuna del tumor de células dendriticas, y la relacion del nivel de expresion de PD-
1 al nivel de expresion de CD8 (la relacion PD-1/CD8). La mediana para CD8, PD-1 y la relaciéon PD-1/CD8 es 231,
26 y 0,13, respectivamente. Cuando el valor de sefial calculado en el método de puntuacién H es mayor o igual a
231, se define como el nivel de expresion alto del CD8 (CD8 alto). Cuando el valor de sefial calculado en el método
de puntuacion H es menor que 231, se define como el nivel de expresion bajo de CD8 (bajo CD8). Cuando el valor
de la sefial calculado en el método de puntuacion H es mayor o igual a 26, se define como el nivel de expresion alto
del PD-1 (PD-1 alto). Cuando el valor de sefal calculado en el método de puntuacion H es menor que 26, se define
como el nivel de expresion bajo del PD-1 (PD-1 bajo). Cuando la relacion entre el valor de la sefial del PD-1 y el
valor de la sefial del CD8 calculado en el método del puntaje H es mayor o igual a 0,13, se define como una alta
relacion PD-1/CD8. Cuando la relacion entre el valor de la sefial del PD-1 y el valor de la sefial del CD8 calculado en
el método del puntaje H es menor que 0,13, se define como una baja relacion PD-1/CD8.

Tabla 3
BiomarcadorMedia [Mediana|Rango intercuartil| DE
CD8 358,00[1231,00 |177,00-532,00 |271,66
PD-1 84,52 126,00 |8,50-125,00 120,00
PD-1/CD8 10,24 0,13 0,03-0,42 0,24

2.2 Método de procesamiento de imagenes

[0051] Aunque el nivel de expresion del PD-L1 puede ser analizado por el método de puntuacion H, el método de
puntuacion H es un andlisis cuantitativo de imagen artificial de modo que la definicion del nivel de expresion de PD-
L1 es que consume tiempo o tiene inexactitudes causadas por una interpretacién artificial. Ademas, la intensidad de
las células tefiidas es dificil de cuantificar, solo depende de la interpretacion artificial subjetiva para determinar la
intensidad de la tincién. El nivel de expresién de PD-L1 también se analiza de manera semicuantitativa mediante el
método de procesamiento de imagenes en la presente divulgacion; por lo tanto, las definiciones del alto nivel de
expresion del PD-L1 y el bajo nivel de expresion del PD-L1 son mas objetivas.

[0052] Una transformacion de espacio de color utilizando el modelo de color RGB en este ejemplo para destacar
caracteristicas de los objetos requeridos en imagenes en color. En primer lugar, las micrografias se capturan en 25
campos de alta potencia (ampliacién 400 X). En el calculo de la intensidad de la tincidn, las micrografias se
convierten de un digital rojo-verde-azul a un canal rojo para obtener un valor RGB. El umbral es de 25.000 en el
método de procesamiento de imagenes para estimar el nivel de expresion de PD-L1. Cuando el valor RGB calculado
en el método de procesamiento de imagenes es mayor o igual a 25.000, se define como el nivel de expresién alto
del PD-L1 (PD-L1 alto). Cuando el valor RGB calculado en el método de procesamiento de imagenes es inferior a
25.000, se define como el nivel de expresion bajo del PD-L1 (PD-L1 bajo). El modelo de color RGB utilizado en el
método de procesamiento de imagenes es una realizacion de la presente divulgacion, pero la presente divulgacion
no se limita a esta realizacion. El modelo de color CMYK (cian/magenta/amarillo/clave) o el modelo de color HSI
(tono/saturacion/intensidad) también se puede utilizar en el método de procesamiento de imagenes.

[0053] La Fig. 4 es un conjunto de micrografias que muestra los niveles de expresion de PD-L1, donde (A) es la
micrografia que muestra el bajo nivel de expresién de PD-L1 en un tejido cerebral normal, (B) la micrografia que
muestra un alto nivel de expresion del PD-L1 en un tejido cerebral del paciente con GBM, (C) es una micrografia
convertida en color que muestra el bajo nivel de expresion de PD-L1 en el tejido cerebral normal, y (D) es una
micrografia convertida en color que muestra el alto nivel de expresion de PD-L1 en el tejido cerebral del paciente con
GBM. Los nucleos estan marcados como cruces verdes, que representan el nimero de células en la micrografia. La
parte roja de la micrografia representa la expresion de PD-L1. En las Figs. 4(A) y 4(B), el numero de células
calculado es 260 y el valor RGB es 3938 en la micrografia. Debido a que el valor RGB es menor a 25.000, se define
como el nivel de expresion bajo del PD-L1 (PD-L1 bajo). en las Figs. 4(C) y 4(D), el nimero de células calculado es
307 y el valor RGB es 75347 en la micrografia. Debido a que el valor RGB es menor a 25.000, se define como el
nivel de expresion alto del PD-L1 (PD-L1 alto).

3. Analisis estadistico.
3.1 Analisis de supervivencia.

[0054] Los pacientes con 35 GBM se clasifican en el alto nivel de expresion del biomarcador y el bajo nivel de
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expresion del biomarcador segun el analisis semicuantitativo. El anadlisis estadistico también se realiza mediante el
uso de GraphPad PRISM 4.05 (San Diego, CA, EE.UU.) Y SAS 9.01. El tiempo de supervivencia se analiza
mediante la estimacion de Kaplan-Meier, y se analiza una estadistica significativa del tiempo de supervivencia
mediante una prueba de log rank. Un valor de p <0,05 se considera estadisticamente significativo en todos los
analisis estadisticos de este ejemplo.

[0055] Un analisis de la supervivencia es un analisis estadistico comin de ensayos clinicos en varios tipos de
cancer, y es una estadistica que se ocupa de variable de tiempo. En mas detalles, el analisis de supervivencia se
ocupa del analisis de la duracion del tiempo hasta que suceden uno o mas eventos. En este ejemplo se utilizan dos
indices de evaluacion de la variable de tiempo, la supervivencia general (OS) y la supervivencia libre de enfermedad
(DFS). El evento es "muerte" en el indice de evaluacion de la supervivencia general, y un periodo de tiempo desde
un sujeto participante en el ensayo clinico hasta que se observe la muerte. El evento es una "recurrencia del tumor"
en el indice de evaluacién de la supervivencia libre de enfermedad, y el tiempo desde que el sujeto participé en el
ensayo clinico hasta que se observa la recurrencia del tumor.

[0056] La Fig. 5 es una curva de supervivencia general de los pacientes con GBM que se clasifican en funcién del
nivel de expresion de PD-L1, donde (A) representa la curva de supervivencia general de los pacientes con GBM sin
tratar la vacuna de tumor de células dendriticas, (B) representa la curva de supervivencia general de los pacientes
con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas. La Fig. 6 es una curva de supervivencia libre de
enfermedad de los pacientes con GBM que se clasifica segun el nivel de expresion de PD-L1, donde (A) representa
la curva de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con GBM sin tratamiento con la vacuna de tumor de
células dendriticas, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con GBM tratados
con la vacuna de tumor de células dendriticas. La Fig. 7 es un conjunto de curvas de supervivencia de todos los
pacientes con GBM, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de
supervivencia libre de enfermedad. La Fig. 8 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con
GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas y ademas clasificada segun el nivel de expresion del
CD8, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de
enfermedad. La Fig. 9 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la
vacuna de tumor de células dendriticas y ademas se clasifican segun el nivel de expresion de PD-1, donde (A)
representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad. La Fig.
10 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de
células dendriticas y ademas se clasifican en funcion de una relacion del nivel de expresion de PD-1 al nivel de
expresion de CD8, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia
libre de enfermedad. La Fig. 11 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados
con la vacuna de tumor de células dendriticas y ademas se clasifican segun el nivel de expresion de PD-1 y el nivel
de expresion de PD-L1, donde (A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de
supervivencia libre de enfermedad. Hay 35 pacientes con GBM en este ejemplo, en donde 14 pacientes con GBM no
reciben tratamiento con la vacuna contra el tumor de células dendriticas, y 21 pacientes con GBM son tratados con
la vacuna contra el tumor de células dendriticas. Un punto hueco en la figura representa un punto temporal en una
ocurrencia de datos censurados.

[0057] En la Fig. 5, un tiempo de supervivencia general en el paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresion de
PD-L1 es mas largo que en el paciente GBM que tiene el nivel de expresion alto de la PD-L1 independientemente
del paciente MBG tratado con o sin la vacuna tumoral de células dendriticas. El valor de p analizado por la prueba
de log rank es 0,184 entre el nivel de expresion bajo de PD-L1 y el nivel de expresion alto de PD-L1 en pacientes
con GBM sin tratamiento con la vacuna de tumor de células dendriticas. El valor de p es 0,138 entre el bajo nivel de
expresion de PD-L1 y el alto nivel de expresion de PD-L1 en los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor
de células dendriticas.

[0058] En la Fig. 6, el momento de la recidiva del tumor en el paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresion de
PD-L1 es mas largo que en el paciente GBM que tiene el nivel de expresion alto de la PD-L1 independientemente
del paciente con GBM tratado con o sin la vacuna de tumor de células dendriticas. El valor de p analizado por la
prueba de log rank es 0,771 entre el nivel de expresion bajo de PD-L1 y el nivel de expresion alto de PD-L1 en
pacientes con GBM no tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas. El valor de p es 0,743 entre el bajo
nivel de expresion de PD-L1 y el alto nivel de expresion de PD-L1 en los pacientes con GBM tratados con la vacuna
de tumor de células dendriticas.

[0059] Hay cuatro grupos en la Fig. 7. En un grupo 1, el paciente GBM tiene la baja expresion de PD-L1 y se trata
con la vacuna tumor de células dendriticas. En un grupo 2, el paciente con GBM tiene la alta expresion de PD-L1 y
se trata con la vacuna de tumor de células dendriticas. En un grupo 3, el paciente con GBM tiene la baja expresion
de PD-L1 y no se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. En un grupo 4, el paciente con GBM
tiene la alta expresion de PD-L1 y no se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. En la Fig. 7 (A), la
supervivencia general en el paciente con GBM tratado con la vacuna contra el tumor de células dendriticas (el grupo
1 y el grupo 2) es mayor que en el paciente con GBM sin tratamiento con la vacuna contra el tumor de células
dendriticas (el grupo 3 y el grupo 4). Ademas, la supervivencia general en el paciente con GBM que tiene el bajo
nivel de expresion de PD-L1 es mas larga que en el paciente con GBM que tiene el alto nivel de expresion de PD-L1
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independientemente del paciente con GBM tratado con o sin vacuna tumoral de células dendriticas. El valor p
analizado por la prueba de log rank es el siguiente: el valor p es menor que 0,001 entre los cuatro grupos, el valor p
es menor que 0,001 entre el grupo 3y el grupo 1, el valor p es menor que 0,001 entre el grupo 4 y el grupo 2, y el
valor de p es menor que 0,001 entre el grupo 3 y el grupo 2.

[0060] En la Fig. 7 (B), un tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente GBM tratado con la vacuna
de tumor de células dendriticas (el grupo 1 y el grupo 2) es mas largo que en el paciente GBM no tratado con la
vacuna de tumor de células dendriticas (el grupo 3 y el grupo 4). Ademas, el tiempo de supervivencia libre de
enfermedad en el paciente con GBM que tiene el bajo nivel de expresion de PD-L1 es mas largo que en el paciente
con GBM que tiene el alto nivel de expresion de PD-L1 independientemente del paciente con GBM tratado con o sin
la vacuna contra el tumor de células dendriticas. El valor p analizado por la prueba de log rank es el siguiente: el
valor p es 0,004 entre cuatro grupos, el valor p es 0,016 entre el grupo 3 y el grupo 1, el valor p es 0,020 entre el
grupo 4 y el grupo 2 y el valor p es 0,048 entre el grupo 3 y el grupo 2.

[0061] En la Fig. 8, no hay diferencias en el tiempo de supervivencia general y el tiempo de supervivencia libre de
enfermedad entre el paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresion de CD8 y el paciente GBM que tiene el nivel
de expresion alto de la CD8, en el que el paciente con GBM se trata con la vacuna de tumor de células dendriticas.
El valor de p es 0,734 entre el nivel de expresion bajo del CD8 y el nivel de expresion alto del CD8 en el tiempo de
supervivencia general, y el valor p es 0,792 entre el bajo nivel de expresion del CD8 y el alto nivel de expresion del
CD8 en el tiempo de supervivencia libre de enfermedad.

[0062] En la Fig. 9, hay una diferencia significativa (p = 0,004) en el tiempo de supervivencia general entre el
paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresion de PD-1 y el paciente GBM que tiene el alto nivel de expresion de
PD-1, en donde el paciente con GBM se trata con la vacuna de tumor de células dendriticas. También existe la
diferencia (p = 0,146) en el tiempo de supervivencia libre de enfermedad entre el bajo nivel de expresion de PD-1y
el alto nivel de expresion de PD-1 en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas.

[0063] En la Fig. 10, cuando un criterio de analisis es la relacion del nivel de expresion de PD-1 para el nivel de
expresion de CD8 (la relacion PD-1/CD8), el tiempo de supervivencia general en el paciente GBM que tiene la baja
proporcion de PD-1/CD8 es mas larga que en el paciente con GBM que tiene la alta proporcién de PD-1/CD8, en
donde el paciente con GBM se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. El valor de p es 0,006. El
tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente con GBM que tiene la baja relacion PD-1/CD8 también
es mas prolongado que en el paciente con GBM que tiene la alta relacion PD-1/CD8. El valor de p es 0,158.

[0064] Para examinar el efecto del nivel de expresion de PD-1 y el nivel de expresiéon de PD-L1 sobre el tiempo de
supervivencia general y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes de GBM tratados con la
vacuna de tumor de células dendriticas. Hay cuatro grupos en la Fig. 11. En un grupo 5, el paciente con GBM tiene
la baja expresion de PD-1 y la baja expresion de PD-L1. En un grupo 6, el paciente con GBM tiene la alta expresion
del PD-1 y la baja expresion del PD-L1. En un grupo 7, el paciente con GBM tiene la baja expresion del PD-L1 y la
alta expresion del PD-L1. En un grupo 8, el paciente con GBM tiene la alta expresion de PD-1 y la alta expresion del
PD-L1. En la Fig. 11 (A), el grupo con el tiempo de supervivencia general mas largo es el paciente con GBM que
tiene la expresion baja de PD-1 y la expresion baja de PD-L1 (grupo 5). En vista del nivel de expresion de PD-1, el
tiempo de supervivencia general en los pacientes con GBM que tienen el nivel de expresion bajo del PD-1 (grupo 5y
grupo 7) es mas largo que el de los pacientes con GBM que tienen el nivel alto de expresion. El nivel de expresion
del PD-1 (grupo 6 y grupo 8). Sin embargo, en vista del nivel de expresion de PD-L1, el tiempo de supervivencia
general en los pacientes con GBM que tienen la expresion alta de PD-1 y la baja expresion de PD-L1 (grupo 6) es
mas corto que en los pacientes con GBM que tienen la baja expresion de PD-L1 y la alta expresion de PD-L1 (grupo
7). Indica que el nivel de expresion de PD-1 es mas importante que el nivel de expresion de PD-L1 en el paciente
con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas. El valor p analizado por la prueba de log rank es el
siguiente: el valor p es 0,007 entre cuatro grupos, el valor p es 0,046 entre el grupo 5 y el grupo 6, el valor p es 0,851
entre el grupo 5 y el grupo 7, el valor p es 0,018 entre el grupo 5y el grupo 8, el valor p es 0,317 entre el grupo 6 y el
grupo 7, el valor p es 0,142 entre el grupo 6 y el grupo 8, y el valor p es 0,129 entre el grupo 7 y el grupo 8.

[0065] En la Fig. 11(B), el grupo tiene el tiempo mas largo de supervivencia libre de enfermedad es el paciente GBM
que tiene la baja expresion de PD-1 y la baja expresion de PD-L1 (grupo 5). Las diferencias entre los cuatro grupos
no son significativas en el analisis de supervivencia libre de enfermedad. Aunque el tiempo de supervivencia libre de
enfermedad en los pacientes con GBM que tienen el bajo nivel de expresion de PD-1 (grupo 5 y grupo 7) es mas
largo que en los pacientes con GBM que tiene el alto nivel de expresion de PD-1 (grupo 6 y grupo 8), las diferencias
son insignificantes. El valor p analizado por la prueba de log rank es el siguiente: el valor p es 0,341 entre cuatro
grupos, el valor p es 0,809 entre el grupo 5 y el grupo 6, el valor p es 0,388 entre el grupo 5y el grupo 7, el valor p
es 0,274 entre el grupo 5 y el grupo 8, el valor p es 0,317 entre el grupo 6 y el grupo 7, el valor p es 0,330 entre el
grupo 6 y el grupo 8, y El valor p es 0,129 entre el grupo 7 y el grupo 8.

[0066] Los resultados del andlisis de supervivencia indican que tanto el tiempo de supervivencia general y la

enfermedad libre de tiempo de supervivencia en el paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresién de PD-L1 son
mas largos que los del paciente GBM que tiene el nivel de alta expresion de PD-L1 independientemente del paciente
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con GBM tratado con o sin la vacuna de tumor de células dendriticas. En particular, la diferencia es mas significativa
en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas. Indica que el paciente con GBM que
tiene el bajo nivel de expresion de PD-L1 es aplicable para ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado
en la vacuna contra el tumor de células dendriticas, y tiene un mejor prondstico después del tratamiento. Ademas, el
tiempo de supervivencia general y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente con GBM que tiene
el bajo nivel de expresion del PD-1 son mas largos que los del paciente con GBM que tiene el alto nivel de expresion
del PD-1, en donde el paciente con GBM se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. El tiempo de
supervivencia general y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente con GBM que tiene la baja
relacion PD-1/CD8 son mas largos que los del paciente con GBM que tiene la alta relacion PD-1/CD8, en donde el
paciente con GBM se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. Los resultados sugieren que el
paciente con GBM que tiene el bajo nivel de expresion de PD-1 o la baja proporcion de PD-1/CD8 es aplicable para
ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna de tumor de células dendriticas, y tiene un
mejor prondstico después del tratamiento, especialmente la inmunoterapia basada en la vacuna del tumor de células
dendriticas.

3.2 Andlisis de la evaluacion del efecto del tratamiento.

[0067] La prueba de log rank sdélo se utiliza para determinar si las diferencias son significativas entre los diferentes
grupos, pero no se puede estimar un efecto del tratamiento. Por lo tanto, en este ejemplo se usa un modelo de
riesgo proporcional de Cox para estimar el efecto del tratamiento.

[0068] La tabla 4 muestra una relacion de riesgo (HR) y un intervalo de confianza (IC) del 95% en el paciente con
GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas. Cuando la relacién de riesgo es mayor que 1, indica que
el porcentaje de muerte en el paciente que expresa el biomarcador es mayor que en el paciente que no expresa el
biomarcador. Ademas, cuando el HR es mayor que 1, el valor p es menor que 0,05 y el IC del 95% es menor que 1,
indica que el biomarcador tiene una diferencia estadisticamente significativa. En la Tabla 4, el efecto del PD-1 en el
tiempo de supervivencia general tiene un valor estadistico significativo. El porcentaje de ocurrencia de muerte en el
paciente con GBM que tiene el alto nivel de expresion del PD-1 es 4,72 veces mayor que en el paciente con GBM
que tiene el bajo nivel de expresion del PD-1. El resultado sugiere que el PD-1 es un factor de afectacion esencial en
el tiempo de supervivencia general en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas.

Tabla 4
\Variable Tiempo de supervivencia generalTiempo de supervivencia libre de enfermedad
Valorp [HR 95% CI Valor p HR 95% CI
PD-1 |0,008* (4,720 |1,495-14,898 0,154 2,095 0,759-5,784
PD-L1 |0,165 |2,120 |0,733-6,127 0,501 1,408 0,520-3,808
CD8 0,735 0,843 |0,315-2,259 0,792 1,142 0,426-3,062

3,3 Analisis del coeficiente de correlacion.

[0069] Un coeficiente de correlacion Pearson se utiliza en este ejemplo para analizar una correlacion entre el nivel
de expresion del PD-1 y el tiempo de supervivencia general, la correlacion entre el nivel de expresion de PD-1 y el
tiempo de supervivencia libre de enfermedad, la correlacion entre la relacion PD-1/CD8 y el tiempo de supervivencia
general, y la correlacion entre la relacion PD-1/CD8 y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente
con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas. El coeficiente de correlacion de Pearson se usa
para analizar la fuerza de una correlacion lineal entre dos variables consecutivas (x, y), y el coeficiente de
correlacion de Pearson calculado (r) varia de -1 a +1. Cuando la r es mayor que 0, hay una correlacion positiva entre
las dos variables. Es decir, cuando a medida que aumenta x, también aumenta y, y viceversa. Cuando la r es menor
que 0, hay una correlacién negativa entre las dos variables. Es decir, cuando a medida que aumenta la x, la y
disminuye y viceversa. Un grado de correlacion entre dos variables depende de |r|, donde 1 es una correlacion total,
0,7-0,99 es una correlacion alta, 0,4-0,69 es una correlaciéon moderada, 0,1-0,39 es una correlacion baja, 0,01-0,09
es casi sin correlacion, y 0 es sin correlacion.

[0070] La Fig. 12 es un diagrama de correlacion entre el PD-1 y un tiempo de supervivencia general. En la Tabla 5, a
continuacioén, se muestra un coeficiente de correlacion entre el PD-1 y el tiempo de supervivencia general. La Fig. 13
es el diagrama de correlacion entre el PD-1 y un tiempo de supervivencia libre de enfermedad. El coeficiente de
correlacion entre el PD-1 y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad se muestra en la Tabla 6 de la siguiente
manera. La Fig. 14 es el diagrama de correlacion entre la relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de
expresion del CD8 y el tiempo de supervivencia general. El coeficiente de correlacion entre la relacion del nivel de
expresion del PD-1 al nivel de expresion del CD8 y el tiempo de supervivencia general se muestra en la Tabla 7 de
la siguiente manera. La Fig. 15 es el diagrama de correlacion entre la relacion del nivel de expresion del PD-1 al
nivel de expresion del CD8 y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad. El coeficiente de correlacion entre la
relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de expresion del CD8 y el tiempo de supervivencia libre de
enfermedad se muestra en la Tabla 8 de la siguiente manera.
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Tabla 5
Supervivencia general (mes)|Recuento PD-1
Correlacién Pearson|1 -0,446*
Supervivencia general (mes)|Sig. (dos colas) - 0,042
numero 21 21
Correlaciéon Pearson|-0,446* 1
Recuento PD-1 Sig. (dos colas) 0,042 -
numero 21 21
Tabla 6
Supervivencia general (mes)Recuento PD-1
Correlacién Pearson|1 -0,338
Supervivencia libre de enfermedad (mes)[Sig. (dos colas) - 0,067
namero 21 21
Correlacién Pearson|-0,338 1
Recuento PD-1 Sig. (dos colas) 0,067 -
numero 21 21
Tabla 7
Supervivencia general (mes) PD-1/CD8
Correlaciéon Pearson 1 -0,677**
Supervivencia general (mes) Sig. (dos colas) : 0,001
numero 21 21
Correlaciéon Pearson -0,677** 1
PD-1/CD8 Sig. (dos colas) 0,001 -
numero 21 21
Tabla 8
Supervivencia general (mes) |PD-1/CD8
Correlaciéon Pearson |1 -0,377
Supervivencia libre de enfermedad (mes) Sig. (dos colas) N 0.002
numero 21 21
Correlaciéon Pearson |-0,377 1
PD-1/CD8 Sig. (dos colas) 0,092 -
numero 21 21

[0071] En la Fig. 12 y en la Tabla 5, no es la correlacion negativa entre el nivel de expresion del PD-1 y el tiempo de
supervivencia general. El coeficiente de correlacion de Pearson es -0,446; indica que existe una correlacion
estadisticamente significativa entre el nivel de expresion de PD-1 y el tiempo de supervivencia general. En la Fig. 13
y la Tabla 6, existe una correlacién negativa entre el nivel de expresion de PD-1 y el tiempo de supervivencia libre de
enfermedad. El coeficiente de correlacion de Pearson es -0,338; indica que existe una baja correlacion entre el nivel
de expresion del PD-1 y el tiempo de supervivencia de la enfermedad. En la Fig. 14 y la Tabla 7, existe una
correlacion negativa entre la relaciéon PD-1/CD8 y el tiempo de supervivencia general. El coeficiente de correlacion
de Pearson es -0,677; indica que existe una correlacion estadisticamente significativa entre la relacion PD-1/CD8 y

el tiempo de supervivencia general. En la Fig. 15 y la Tabla 8, existe una correlacion negativa entre la proporcion
PD-1/CD8 y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad. El coeficiente de correlacion de Pearson es -0,377;
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indica que existe una baja correlacion entre la relacion PD-1/CD8 y el tiempo de supervivencia de la enfermedad.

[0072] Los resultados del analisis de coeficiente de correlacion sugieren que el tiempo de supervivencia general y
supervivencia libre de enfermedad de tiempo es mas largo cuando el nivel de expresion del PD-1 es menor en los
pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas. Ademas, el tiempo de supervivencia
general y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad es mas largo cuando la proporcion PD-1/CD8 es menor en
los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas. Significa que el paciente con GBM
que tiene el bajo nivel de expresion de PD-1 o la baja proporcién de PD-1/CD8 es aplicable para ser tratado con el
tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna de tumor de células dendriticas, y tiene el mejor prondstico
después del tratamiento, especialmente la inmunoterapia basada en la vacuna del tumor de células dendriticas.

4. Analisis de resultados de la muestra de sangre
4.1 Analisis del coeficiente de correlacion

[0073] La tabla 9 muestra los resultados del bloque de células tefidas con inmunohistoquimica analizados por el
método de puntuacion H en 13 pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas, en donde
los elementos analizados son los numeros de células que expresaron el PD-1 o el CD8 en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de los pacientes con GBM tratados con el tratamiento de inmunoterapia
se basan en la vacuna contra tumores de células dendriticas y los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) de los
pacientes con GBM tratados con el tratamiento de inmunoterapia se basan en la vacuna contra tumores de células
dendriticas y relacion del nivel de expresion del PD-1 al nivel de expresion del CD8 (relacion PD-1/CD8).

[0074] En el método de puntuacion H, el nivel de expresion de PD-1 y el nivel de expresion de CD8 se analizan
mediante el recuento del nimero de células tefiidas en 25 campos de alta potencia (ampliacion 400 X), y el nimero
de células contadas en 25 campos de alta potencia luego se suman para obtener el valor de la sefial. Después del
calculo del bloqueo de células tefiidas con inmunohistoquimica en los pacientes con GBM tratados con la
inmunoterapia se basa en la vacuna contra el tumor de células dendriticas (n=13), se puede calcular una mediana.
El umbral es la mediana en el método de puntuacion H para estimar el nivel de expresion de PD-1 y el nivel de
expresion de CD8. Cuando el valor de la sefal calculado en el método de la puntuacion H es mayor o igual que la
mediana, se define como el nivel de expresion alto del biomarcador. Cuando el valor de sefial calculado en el
método de puntuacién H es menor que la mediana, se define como el nivel de expresion bajo del biomarcador. La
mediana para CD8, PD-1 y la relacion PD-1/CD8 es 231, 26 y 0,13, respectivamente. Cuando el valor de sefal
calculado en el método de puntuacién H es mayor o igual a 231, se define como el CD8 alto. Cuando el valor de
sefial calculada en el método de puntuacion H es menor que 231, se define como el CD8 bajo. Cuando el valor de la
sefial calculado en el método de puntuacion H es mayor o igual a 26, se define como el PD-1 alto. Cuando el valor
de la sefial calculado en el método de puntuacién H es menor que 26, se define como el PD-1 bajo. Cuando la
relacion entre el valor de la sefial del PD-1 y el valor de la sefial del CD8 calculado en el método de la puntuacion H
es mayor o igual a 0,13, se define como una alta relaciéon PD-1/CD8. Cuando la relacién entre el valor de la sefial del
PD-1 y el valor de la sefial del CD8 calculado en el método de la puntuacion H es menor que 0,13, se define como
una baja relacion PD-1/CD8.

Tabla 9
PBMC TIL
ID PD- |PD- PD- |PD-
CO84 ™ |ycps [CP8l1 |1/cDs

1 2878|368 |0,13 648 |0 (0,00
3 3410)265 |0,08 380 |0 0,00
4 2095|830 |0,40 80 |26 0,33
5 4315805 |0,19 753 [7 0,01
9 58901368 |0,06 231 3 0,01
10 |[1797]202 |0,11 218 |12 |0,06
11 |5968/1303|0,22 189 |24 0,13
13 |4705823 |0,17 195 (22 |0,11
14 |497040 |0,008 |1068/153 |0,14
17 27401513 |0,19 764 |185 10,24
19 [1792/965 |0,54 562 (343 0,61
20 |3868/995 |0,26 381 [224 10,59
21 |3045/635 |0,21 43 [0 10,00
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[0075] En este ejemplo, los resultados del bloque de células manchado por inmunohistoquimica se analizan
adicionalmente por el coeficiente de correlacién de Pearson para analizar la correlacion entre la relacion PD-1/CD8
de la PBMC en el paciente GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas y la relacion PD-1/CD8 del
TIL de en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas. La Fig. 16 es el diagrama de
correlacion entre la relacion PD-1/CD8 de las PBMC en el paciente con GBM tratado con la vacuna del tumor de
células dendriticas y la relacion PD-1/CD8 del TIL en el paciente con GBM tratado con el tumor de células
dendriticas vacuna.

Tabla 10
Relacion PD-1/CD8 (PBMC)Relacion PD-1/CD8 (TIL)
Correlacién Pearson|1 0,752**
Relacion PD-1/CD8 (PBMC)(Sig. (dos colas) - 0,003
numero 13 13
Correlaciéon Pearson|0,752** 1
Relacion PD-1/CD8 (TIL)  [Sig. (dos colas) 0,003 -
numero 13 13

[0076] En la Fig. 16 y la Tabla 10, no es la correlacion positiva entre la relacion PD-1/CD8 de la PBMC en el
paciente tratado con GBM con la vacuna de tumor de células dendriticas y la relacion PD-1/CD8 de la TIL en el
paciente tratado con GBM con la vacuna tumoral de células dendriticas. El coeficiente de correlaciéon de Pearson es
de 0,752; indica que existe una alta correlacion estadisticamente significativa entre la relacion PD-1/CD8 de la
PBMC en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas y la relacién PD-1/CD8 del TIL
en el paciente con GBM tratado con la vacuna tumoral de células dendriticas. El coeficiente de correlaciéon entre la
relacion PD-1/CD8 de PBMC en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas y la
relacion PD-1/CD8 del TIL en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas se muestra
en Tabla 10 del siguiente modo. Los resultados del analisis del coeficiente de correlacion sugieren que el método de
evaluacion del paciente con GBM que se puede tratar con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna
contra el tumor de células dendriticas (y también el método de prondstico de la tasa de supervivencia en el paciente
con GBM después del tratamiento) no solo puede estimarse midiendo el nivel de expresion del biomarcador en el
tejido tumoral, sino que también puede estimarse midiendo el nivel de expresion del biomarcador en la sangre.

4.2 Analisis de supervivencia

[0077] Los 13 pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de células dendriticas se clasifican en el alto
nivel de expresion del biomarcador y el bajo nivel de expresion del biomarcador segun el analisis semicuantitativo,
en el que la muestra es la sangre. El analisis estadistico también se realiza mediante el uso de GraphPad PRISM
4,05 (San Diego, CA, EE.UU.) y SAS 9,01. El tiempo de supervivencia se analiza mediante la estimacion de Kaplan-
Meier, y se analiza una estadistica significativa del tiempo de supervivencia mediante una prueba de log rank. Un
valor de p <0,05 se considera estadisticamente significativo en todos los analisis estadisticos de este ejemplo.

[0078] Fig. 17 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de
tumor de células dendriticas y clasificados ademas en funcién del nivel de expresion de PD-1 de las PBMC, donde
(A) representa la curva de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad. La
Fig. 18 es un conjunto de las curvas de supervivencia de los pacientes con GBM tratados con la vacuna de tumor de
células dendriticas y ademas clasificados segun la relacion PD-1/CD8 de las PBMC, donde (A) representa la curva
de supervivencia general, (B) representa la curva de supervivencia libre de enfermedad.

[0079] En la Fig. 17, existe una diferencia significativa (p = 0,014) en el tiempo de supervivencia general entre el
paciente GBM que tiene el bajo nivel de expresion de PD-1 y el paciente GBM que tiene el alto nivel de expresion de
PD-1, en donde el paciente con GBM se trata con la vacuna de tumor de células dendriticas. También existe la
diferencia (p = 0,232) en el tiempo de supervivencia libre de enfermedad entre el bajo nivel de expresion de PD-1y
el alto nivel de expresion de PD-1 en el paciente con GBM tratado con la vacuna de tumor de células dendriticas.

[0080] En la Fig. 18, cuando los criterios de analisis son la relacion entre el nivel de expresion de PD-1 para el nivel
de expresion de CD8 (la relacion PD-1/CD8), el tiempo de supervivencia general en el paciente GBM que tiene la
baja proporcion de PD-1/CD8 es mas largo que en el paciente con GBM que tiene la alta proporcion de PD-1/CD8,
en donde el paciente con GBM se trata con la vacuna contra el tumor de células dendriticas. El valor de p es 0,019.
El tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el paciente con GBM que tiene la baja relacién PD-1/CD8
también es significativo por mas tiempo que en el paciente con GBM que tiene la alta relacion PD-1/CD8. El valor de
p es 0,024.

[0081] Figs. 17-18 indican ademas que los resultados del analisis de supervivencia analizados en la sangre de los
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pacientes con GBM vy los resultados del andlisis de supervivencia analizados en el tejido tumoral de los pacientes
con GBM son los mismos. Ademas, indica que el método para evaluar al paciente con GBM que es aplicable a ser
tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna contra el tumor de células dendriticas (y también el
método de prondstico de la tasa de supervivencia en el paciente con GBM después del tratamiento) puede estimarse
al medir el nivel de expresion del biomarcador en la sangre de los pacientes con GBM.

[0082] En resumen, la presente descripcion proporciona el método de evaluacion del paciente GBM que es aplicable
a ser tratado con el tratamiento de inmunoterapia basada en la vacuna de tumor de células dendriticas mediante la
medicion de los niveles de expresion de PD-1 y CD8 y el calculo de la relacion PD-1/CD8 en el tejido tumoral o en la
sangre. Por lo tanto, el médico puede identificar de manera rapida y objetiva al paciente con GBM que puede ser
tratado con el tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna tumoral de células dendriticas en una aplicaciéon
clinica. De esta manera, el médico puede excluir al paciente con GBM que no tiene ningin efecto sobre la
inmunoterapia basada en la vacuna contra el tumor de células dendriticas para garantizar distribuciones y usos
efectivos de los recursos médicos. Como complemento, se puede proporcionar un método de pronéstico de la tasa
de supervivencia en el paciente con GBM después del tratamiento midiendo el nivel de expresién de PD-1 o el nivel
de expresion de PD-1, o calculando la relacion PD-1/CD8 en el tejido tumoral o la sangre. El método puede usarse
para predecir la tasa de supervivencia del paciente con GBM después del tratamiento. Por lo tanto, el médico puede
determinar si el paciente con GBM necesita tratar con otros medicamentos o planes de tratamiento para mejorar el
tiempo de supervivencia general y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad en la aplicacién clinica.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar un paciente con glioblastoma multiforme que es aplicable a un tratamiento de
inmunoterapia basado en una vacuna de tumor de células dendriticas (100), comprendiendo el método:

proporcionar una muestra obtenida del paciente con glioblastoma multiforme (110), en donde la muestra es un
tejido tumoral o sangre;

detectar un nivel de expresion de PD-1 y un nivel de expresion de CD8 y luego calcular un valor base dividiendo
el nivel de expresion de PD-1 por el nivel de expresion de CD8 para formar una relacién del nivel de expresion de
PD-1 a nivel de expresion del CD8 (relacion PD-1/CD8); y

comparar el valor base con un umbral (130),

en donde, cuando el valor base es inferior al umbral, se evalla que el paciente con glioblastoma multiforme es
aplicable al tratamiento de inmunoterapia basado en la vacuna de tumor de células dendriticas.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el tejido tumoral es una seccion de tejido o una micromatriz de tejido.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la deteccion de los niveles de expresion de PD-1 y CD8 se realiza
mediante inmunohistoquimica.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que detectar el nivel de expresion comprende ademas calcular un valor de
sefial mediante un método de puntuacion H o un método de procesamiento de imagenes.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el método de procesamiento de imagenes utiliza un modelo de color

RGB (rojo/verde/azul), un modelo de color CMYK (cian/magenta/amarillo/clave) o un modelo de color HSI
(tono/saturacion/intensidad) para analizar una imagen de la muestra.
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