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DESCRIPCION
Ensayo histoquimico para evaluar la expresion del ligando de muerte programada 1 (PD-L1)
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO TECNICO

Esta divulgacion se refiere a procedimientos histoquimicos de clasificacion de un tumor en base a la expresion del
ligando de muerte programada 1 (PD-L1), en particular en combinacién con tratamientos que alteran la
sefializacion iniciada por PD-L1.

BREVE DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

El PD-L1 humano codifica una proteina precursora de membrana de tipo | de 290 aminoacidos (aa) con un
supuesto péptido sefial de 18 aa, un dominio extracelular de 221 aa, una regioén transmembranaria de 21 aa y un
dominio citoplasmatico de 31 aa. El PD-L1 humano se expresa constitutivamente en varios 6rganos, tales como
corazon, musculo esquelético, placenta y pulmén, y en cantidades menores en timo, bazo, rifiéon e higado. La
expresion de PD-L1 esta regulada por incremento en una pequefia fraccion de linfocitos T y B activados y en una
fraccion mucho mayor de monocitos activados. La expresion de PD-L1 también se induce en células dendriticas y
queratinocitos después de la estimulacion con IFN gamma.

El PD-L1 esta involucrado en la regulacion negativa de algunas respuestas inmunitarias y puede desempefiar un
papel importante en la regulacion de la tolerancia periférica. Es conocido que el PD-L1 se une a dos receptores:
proteina de muerte celular programada 1 (PD-1, también conocida como PCDP-1 y CD279); y B7-1 (también
conocido como CD80). La interaccion de PD-L1 con PD1 o con B7-1 da como resultado la inhibicion de la
proliferacion mediada por TCR y la produccioén de citocinas (Freeman et al., J. Exp. Med. 192(7): 1027-34 (2000);
Butte et al., Immunity 27(1): 111-22 (2007)). Se ha sugerido que PD-L1 desempefia un papel en la inmunidad
tumoral al incrementar la apoptosis de los clones de linfocitos T especificos de antigeno (Dong et al. Nat Med
8:793-800 (2002)). De hecho, se ha encontrado expresion de PD-L1 en varios canceres murinos y humanos,
incluyendo carcinoma de pulmén, ovario y colon y en diversos mielomas humanos (lwai et al. PNAS 99:12293-7
(2002); Ohigashi et al. Clin Cancer Res 11:2947-53 (2005)). Por tanto, la medicién de la cantidad de proteina PD-
L1 en muestras biolégicas puede ayudar en la deteccidén temprana de patologias cancerosas y puede ayudar a
evaluar la eficacia y durabilidad de los farmacos en fase de investigacion clinica que inhiben la unién de la proteina
PD-L1.

El documento WO 2014/165422 A1 divulga un procedimiento para pronosticar si es probable que un paciente
humano con diagndstico de carcinoma de pulmdn no microcitico responda al tratamiento con un antagonista de
PD-1, en el que se asigna una "puntuacion P modificada" (PPM) a un corte histolégico que se ha tefiido con un
ensayo IHQ en cada nido tumoral usando un anticuerpo que se une especificamente al PD-L1 humano. La PPM
resulta de estimar, en todas las células tumorales viables y leucocitos monomorfonucleares inflamatorios en todos
los nidos tumorales examinados, el porcentaje de células que tienen una tincién al menos parcial de la membrana
de cualquier intensidad. El procedimiento de puntuacion puede comprender ademas asignar una "puntuacion de
estroma" basada en la presencia o ausencia de tincidon de la membrana del PD-L1 en el estroma que rodea cada
nido tumoral.

El documento WO 2014/165082 A2 se refiere al cribado y desarrollo de anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno que se unen especificamente al PD-L1. En particular, se divulgan anticuerpos anti-PD-L1 que tienen
secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera especificas, y el uso de estos anticuerpos para la
deteccion del PD-L1 en ensayos IHQ con muestras de tejido fijadas con formol e incluidas en parafina.

Un comunicado de prensa de Ventana Medical Systems, Inc. y Medlmmune
(http://lwww.ventana.com/documents/media/pd-11-assay-6-4-2014.pdf) anuncia el desarrollo de un ensayo IHQ con
el anticuerpo monoclonal de conejo anti-PD-L1 SP263 para inscribir pacientes en ensayos clinicos para el
tratamiento anti-PD-L1 con MEDI4736 de Medlmmune para el cancer de pulmén no microcitico.

Weber et al. (J Clin Oncol. 1 de diciembre de 2013; 31(34):4311-8) divulgan los resultados de un estudio de fase |
con noventa pacientes con melanoma que se trataron con nivolumab, un anticuerpo humano que bloquea la
inmunoglobulina G4 contra el PD-1. El analisis inmunohistoquimico de tumores antes del tratamiento de cuarenta
y cuatro pacientes para la deteccion del PD-L1 muestra una asociacion significativa entre la tincion del PD-L1 vy la
respuesta al tratamiento. Sin embargo, también se sefala que la tincion del PD-L1 no se podria usar para
seleccionar con exactitud a pacientes para el tratamiento con nivolumab porque los pacientes con tincidén negativa
podrian responder al nivolumab.

Ribas et al. (Clin Cancer Res. 1 de octubre de 2014; 20(19):4982-4) analizan en general las posibles interacciones
entre las células cancerosas y los linfocitos T limitadas por PD1/PD-L1 y llegan a la conclusion de que los ensayos
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para pronosticar la respuesta de un paciente al tratamiento con anticuerpos anti-PD1/PD-L1 probablemente tendra
que tener en cuenta la expresién de PD-L1, asi como otras variables que cuantifican la infiltracién de linfocitos T
especificos del antigeno tumoral.

SUMARIO DE LA INVENCION

En el presente documento se proporciona un procedimiento histoquimico de clasificaciéon de un tumor en base a
la expresion de PD-L1, comprendiendo el procedimiento:

poner en contacto una muestra de tejido del tumor con un anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano o un
fragmento de union a antigeno del mismo de una manera que deposite un colorante en la muestra tumoral cerca
de areas de la muestra tumoral a las que se une el anticuerpo, en el que el anticuerpo comprende una CDR1 de
la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de la cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO: 2, una CDR3 de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de la cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 4, una CDR2 de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 5, una CDR3 de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6;

cuantificar un porcentaje de células tumorales que tienen tincion de la membrana a cualquier intensidad por encima
del fondo; y

puntuar la expresion del PD-L1 en el tumor, en el que el tumor se puntia como positivo para PD-L1 si las células
tumorales que tienen tincion de la membrana a cualquier intensidad por encima del fondo exceden un limite
predeterminado que se correlaciona con una probabilidad de que el tumor responda a una agente terapéutico de
unién al eje de PD-1, y en el que el limite es de un 25 % o mas de las células tumorales que tienen tincion de la
membrana a cualquier intensidad por encima del fondo y la puntuacién no incluye la cuantificacién de células
inmunitarias tefiidas con anti-PD-L1.

Los anticuerpos ejemplares pueden incluir cadenas pesadas que tienen una secuencia de aminoacidos de dominio
variable que comprende la SEQ ID NO: 7 y/o una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de
dominio variable que comprende la SEQ ID NO: 8.

En un modo de realizacion, el colorante se deposita poniendo en contacto la muestra de tejido con un segundo
anticuerpo que se puede unir al anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano, en el que el segundo anticuerpo
comprende un marcador detectable que media en el depésito del colorante.

En un modo de realizacion, el anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano es un anticuerpo monoclonal de
conejo, y el segundo anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-lg de conejo.

En otro modo de realizacion, el marcador detectable comprende una marca de afinidad, y el depdsito del colorante
comprende ademas poner en contacto la muestra con una entidad de unién especifica para la marca de afinidad,
comprendiendo la entidad de unién una enzima que cataliza el depdsito del colorante. En un modo de realizacion,
la marca de afinidad es un hapteno y la entidad de unidn es un tercer anticuerpo que es especifico contra el
hapteno.

En un modo de realizacion, el colorante es el resultado de una reaccion entre la enzima y un cromoégeno.

En un modo de realizacion, el cromégeno se selecciona del grupo que consiste en diaminobencidina (DAB), fosfato
de 4-nitrofenilo (obNPP), Fast Red, fosfato de bromocloroindolilo (BCIP), nitroazul de tetrazolio (NBT), BCIP/NBT,
Fast Red, AP Orange, AP Blue, tetrametilbencidina (TMB), 2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-sulfonato] (ABTS), o-
dianisidina, 4-cloronaftol (4-CN), nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), o-fenilendiamina (OPD), 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-galactopiranésido (X-Gal), metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido (MU-Gal), p-nitrofenil-a-D-
galactopiranésido (PNP), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc), 3-amino-9-etilcarbazol (AEC),
fucsina, yodonitrotetrazolio (INT), azul de tetrazolio y violeta de tetrazolio.

En un modo de realizacion, el cromogeno es DAB.

En un modo de realizacion, la intensidad de fondo se determina tifiendo un corte seriado de la muestra de tejido
del tumor con un anticuerpo de control de Ig.

En un modo de realizacion especifico, las células tumorales que tienen tincién de la membrana se identifican
comparando la muestra de tejido en contacto con el anticuerpo anti-PD-L1 humano con un corte seriado del tumor
tefiido con hematoxilina y eosina (HE), y regiones coincidentes en la muestra de tejido en contacto con el
anticuerpo anti-PD-L1 humano que contiene el colorante por encima del fondo con regiones que tienen las
caracteristicas morfolégicas en el corte seriado tefiido con HE.

En otro modo de realizacion especifico, el tumor es un carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM) o un carcinoma
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de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC).
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La FIG. 1 ilustra un esquema de deteccion Util en los presentes procedimientos.

La FIG. 2 ilustra diversos casos que demuestran el intervalo de tincién de la membrana y citoplasmatica en
muestras de CCECC con un aumento de 20X cuando se marca con SP263.

La FIG. 3 ilustra una muestra ejemplar de CCECC positiva para PD-L1 marcada con SP263 con un intervalo de
tincion de la membrana y el citoplasma de células tumorales. La imagen en la parte superior es una muestra
marcada con SP263 y tefiida con DAB. La imagen en la parte inferior es una muestra marcada con HE. La esquina
inferior izquierda también muestra células inmunitarias mas pequefias con tincién de la membrana (flecha).

Las FIGS. 4-6 ilustran el uso de células inmunitarias como un control positivo interno en el CCECC. Las imagenes
superiores son muestras marcadas con HE. Las imagenes inferiores son muestras de CCECC marcadas con
SP263 y tefiidas con DAB.

Las FIGS. 7A y 7B son tejidos placentarios marcados con el anticuerpo SP263 y tefiidos con DAB.

La FIG. 8 es una muestra de CCECC que se determina que es negativa usando SP263. La imagen superior es
HE; la imagen inferior es DAB.

La FIG. 9 es una muestra de CCECC que se determina que es negativa usando SP263.

La FIG. 10 es una muestra de CCECC tefiida con SP263 que tiene un 70 % de células tumorales positivas para
PD-L1 con un aumento de 1X. La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tinciéon con
DAB.

La FIG. 11 es una muestra de CCECC tenida con SP263 que tiene tincidon de la membrana celular en un 100 %
de las células tumorales, y se acompana de tincion de las células inmunitarias del tumor a lo largo de la periferia
del tumor con un aumento de 4X. La imagen superior es una tincién con HE; la imagen inferior es una tincion con
DAB.

La FIG. 12 es una muestra de CCECC tefida con SP263 que tiene tincion de células inmunitarias y ninguna tinciéon
del tumor. El total de células inmunitarias en el area del tumor en esta imagen es de un 15 % con tincién de un
35 % de las células inmunitarias con expresion de PD-L1 con un aumento de 5X. La imagen superior es una tincion
con HE; la imagen inferior es una tincién con DAB.

La FIG. 13 es una muestra de CCECC teiiida con SP263 y DAB que implica tincion débil de la membrana (flecha)
del tumor visible con un aumento de 20X.

La FIG. 14 es una muestra de CCECC tefida con SP263 que implica tincion membranosa de las células
inmunitarias (esquina inferior izquierda) con tincion de la membrana de las células tumorales. La imagen superior
es una tinciéon con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 15 es un caso de CPNM que muestra antracosis (flecha negra en la imagen superior derecha) y reaccion
de células gigantes de cuerpo extrafio (flecha en la imagen superior izquierda) no asociada con la interpretacion
del caso. Un area diferente del caso contiene pigmento antracético (flecha discontinua) que se superpone con la
tincion punteada de células inmunitarias (flecha negra en la flecha de la imagen inferior). Todas las imagenes
tienen un aumento de 20X.

La FIG. 16 ilustra diversos casos que demuestran el intervalo de tincién de la membrana y citoplasmatica en
muestras de CPNM con un aumento de 20X cuando se marcan con SP263.

La FIG. 17 es un CPNM tefiido con SP263 y DAB y que tiene células tumorales con patrén basolateral de tincion
de la membrana que se ilustran con un aumento de 20X. La imagen superior es una tinciéon con HE; la imagen
inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 18 es un CPNM tefido con SP263 y DAB y que tiene células tumorales con tincion basal solamente (flecha
negra) y un patron basolateral (flecha discontinua) de tincion de la membrana que se ilustran con un aumento de
20X. La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tinciéon con DAB.

La FIG. 19 es un CPNM tefido con SP263 y DAB y que tiene una tincion similar a Golgi perinuclear dentro de las
células tumorales con un aumento de 40X. La imagen izquierda es una tincién con HE; la imagen derecha es una
tincion con DAB.
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La FIG. 20 es un CPNM tefiido con SP263 y DAB y que tiene células tumorales con macrofagos alveolares (flecha)
con un aumento de 20X. La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 21 es un CPNM tefido con SP263 y DAB que muestra células tumorales con células inmunitarias de
células linfociticas y plasmaticas con un aumento de 20X. La imagen superior es una tinciéon con HE; la imagen
inferior es una tincion con DAB. En la imagen tefiida con DAB se puede ver una tincion de células inmunitarias
punteada (flecha continua) y difusa (flecha discontinua) con tumor adyacente negativo para PD-L1 (tincion de un
cero por ciento con un aumento de 20X).

La FIG. 22 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene células plasmaticas con tincion citoplasmatica difusa débil.
Las células tumorales circundantes demuestran una tincion heterogénea de la membrana de las células tumorales
(10X izquierda, 20X derecha, HE arriba, DAB, abajo).

La FIG. 23 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene neutrofilos que muestran la expresién de PD-L1 (flecha
discontinua). El caso también tiene una tincién moderada de la membrana de las células tumorales (flecha negra)
(40X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 24 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene tincion negativa para el tumor y las células inmunitarias
(cero por ciento) con un aumento de 20X. La imagen izquierda es una tincion con HE; la imagen derecha es una
tincion con DAB.

La FIG. 25 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene la membrana de las células tumorales con un cero por
ciento de tincion. El area tumoral contiene un 30 % de células inmunitarias en una vista de menor resolucion con
un 35 % de células inmunitarias que muestran la expresion de PD-L1 (10X izquierda, 20X derecha, HE arriba,
DAB, abajo).

La FIG. 26 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 5 % de células que demuestran tincion
de la membrana (flecha). El area tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacion circundantes)
contiene un 10 % de células inmunitarias y un 50 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1 (4X). La
imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 27 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene un tumor con un 10 % de células que demuestran tincion
de la membrana en este campo. El area tumoral contiene un 10 % de células inmunitarias y un 10 % de células
inmunitarias con expresion de PD-L1 (10X). La imagen superior es una tincién con HE; la imagen inferior es una
tincion con DAB.

La FIG. 28 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 15 % de células que muestran tincion de
la membrana (region delineada). También se observa tincion de células inmunitarias asociadas a tumores (2X). La
imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 29 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene un tumor con un 20 % de células que demuestran tincién
de la membrana en este campo. El area tumoral contiene un 5 % de células inmunitarias y un 10 % de células
inmunitarias con expresion de PD-L1 (10X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una
tincion con DAB.

La FIG. 30 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 25 % de células que demuestran tincion
de la membrana en este campo. El area tumoral contiene un 5 % de células inmunitarias y un 5 % de células
inmunitarias con expresién de PD-L1 (4X). La imagen superior es una tincién con HE; la imagen inferior es una
tincion con DAB.

La FIG. 31 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 35 % de células que demuestran tincion
de la membrana en este campo. El area tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacién
circundantes) contiene un 10 % de células inmunitarias y un 5 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1
(4X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tinciéon con DAB.

La FIG. 32 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 50 % de células que demuestran tincion
de la membrana en este campo. El area tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacion
circundantes) contiene un 10 % de células inmunitarias y un 5 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1
(4X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tinciéon con DAB.

La FIG. 33 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene un tumor con un 70 % de células que demuestran tincidn
de la membrana en este campo. El area tumoral contiene un 3 % de células inmunitarias y un 15 % de células
inmunitarias con expresién de PD-L1 (4X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una
tincion con DAB.
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La FIG. 34 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene tincion de la membrana de las células tumorales a un
100 % (4X). La imagen superior es una tincion con HE; la imagen inferior es una tincion con DAB.

La FIG. 35 ilustra un CPNM tefido con SP263 que tiene una tincion positiva de la membrana de las células
tumorales con una tincion negativa de las células inmunitarias del tumor (20X). La imagen superior es una tincion
con HE; la imagen inferior es una tincién con DAB.

La FIG. 36 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene una tincién de macrofagos alveolares asociada con el
tumor (flecha negra) y una tincién de macréfagos alveolares no asociada con el tumor (flecha discontinua) (10X).
Solo se enumeran las células inmunitarias asociadas con el tumor. La imagen superior izquierda es una tincion
con HE; las imagenes superior derecha e inferior son una tincién con DAB.

La FIG. 37 ilustra un CPNM tefido con SP263. Con un aumento de 4X (las dos imagenes superiores), el patron
de tincion parece ser predominantemente una tincién de la membrana de las células tumorales; sin embargo, el
examen a mayor resolucion (20X, imagen inferior) revela que el tumor es negativo para PD-L1 con tincién de las
células inmunitarias membranosa (punta de flecha cerrada) y punteada (flecha discontinua). También se observa
tincion de las células dendriticas (punta de flecha abierta). La imagen superior izquierda es una tinciéon con HE; las
imagenes superior derecha e inferior son una tincién con DAB.

Las FIGS. 38 y 39 ilustran un caso de CPNM negativo para SP263 con tincion de células inmunitarias. Con un
aumento de 4X (FIG. 38), las células inmunitarias en el area tumoral se aprecian mejor en la imagen con tincion
del PD-L1 y comprenden un 40 % del area tumoral con un 80 % de tinciéon de células inmunitarias (4X). Una
resolucion mayor (FIG. 39) confirma que el PD-L1 se expresa altamente en el componente de células inmunitarias
del tumor (20X). Las imagenes superiores son una tincion con HE; las imagenes inferiores son una tincién con
DAB.

La FIG. 40 ilustra un caso positivo para SP263 con tincion de las células inmunitarias. En esta vista, un 15 % del
area tumoral contiene células inmunitarias, expresando PD-L1 un 30 % de las células inmunitarias (4X).

La FIG. 41 ilustra un CPNM tefiido con SP263 que tiene una tincion citoplasmatica débil (flecha negra) y débil de
la membrana (punta de flecha cerrada) del tumor. También se observa tincién de macréfagos alveolares (flecha
discontinua). Las imagenes superiores tienen un aumento de 10X; la imagen inferior tiene un aumento de 20X. La
imagen superior izquierda es una tincion con HE; las imagenes superior derecha e inferior son una tincién con
DAB.

La FIG. 42 ilustra un CPNM tefnido con SP263 que tiene una tincidon débil de la membrana (flechas negras). Las
imagenes superiores tienen un aumento de 10X; la imagen inferior tiene un aumento de 20X. La imagen superior
izquierda es una tinciéon con HE; las imagenes superior derecha e inferior son una tincion con DAB.

La FIG. 43 ilustra un tumor de CPNM con tincién citoplasmatica débil y débil de la membrana (flecha negra) y solo
tincion débil de la membrana (flecha discontinua) con un aumento de 20X. Las imagenes superiores son una tincion
con HE; las imagenes inferiores son una tincion con DAB.

La FIG. 44 ilustra un tumor de CPNM con tincion citoplasmatica débil y débil de la membrana vy tinciéon de las
células inmunitarias (10X izquierda, 20X derecha, las imagenes superiores son una tincién con HE; las imagenes
inferiores son una tincion con DAB).

La FIG. 45 ilustra un tumor de CPNM con tincion membranosa de las células inmunitarias (flecha negra) y tincién
punteada de las células inmunitarias (flecha discontinua) entremezcladas con una tincién de la membrana de las
células tumorales (punta de flecha cerrada) (40X). La imagen superior izquierda es una tincion con HE; las
imagenes superior derecha e inferior son una tincion con DAB.

La FIG. 46 ilustra una tincion de la membrana de las células tumorales de CPNM (punta de flecha abierta)
entremezclada con una tincion de las células inmunitarias difusa (flecha discontinua) y punteada (punta de flecha
cerrada) (20X). Las imagenes superiores son una tincion con HE; las imagenes inferiores son una tincién con DAB.

La FIG. 47 ilustra un caso de CPNM que muestra antracosis (flecha negra, imagen superior izquierda) y reaccion
de células gigantes de cuerpo extrafio (flecha negra, imagen superior derecha) no asociada con la interpretacion
del caso (fila superior, 20X). Un area diferente del caso contiene un pigmento antracético (parte inferior, flecha
discontinua) que se superpone con una tinciéon punteada de las células inmunitarias (parte inferior, punta de flecha
cerrada), asi como una tincion de la membrana de las células tumorales (parte inferior, punta de flecha abierta)
(20X).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se debe entender que esta divulgacion no se limita a los aspectos particulares descritos, ya que, por supuesto,
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pueden variar. También se debe entender que la terminologia usada en el presente documento se proporciona
solo para el propdsito de describir aspectos particulares y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la
presente divulgacion estara limitado solo por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el significado entendido habitualmente por un experto en la técnica a la que pertenece la presente
divulgacion. Aunque cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en el presente
documento se puede usar en la practica o prueba de la presente divulgacion, ahora se describen los
procedimientos, dispositivos y materiales preferentes. Nada de lo contenido en el presente documento se debe
interpretar como una admision de que la divulgacion no tiene derecho a anteceder dicha divulgacion en virtud de
una divulgacion anterior.

La practica de la presente tecnologia empleara, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales
de cultivo histico, inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que se
encuentran dentro del estado de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook and Russell eds. (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 edicion; la serie Ausubel et al. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biology;
la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); MacPherson et al. (1991) PCR 1: A Practical
Approach (IRL Press en Oxford University Press); MacPherson ef al. (1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow
and Lane eds. (1999) Antibodies, A Laboratory Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual of
Basic Technique, 5.2 edicion; Gait ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; patente de EE. UU. n.° 4.683.195; Hames
and Higgins eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Hames and
Higgins eds. (1984) Transcription and Translation; Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal
(1984) A Practical Guide to Molecular Cloning; Miller and Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors for Mammalian
Cells (Cold Spring Harbor Laboratory); Makrides ed. (2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells;
Mayer and Walker eds. (1987) Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, Londres);
y Herzenberg et al. eds (1996) Weir's Handbook of Experimental Immunology.

Todas las designaciones numéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentracion y peso molecular,
incluyendo los intervalos, son aproximaciones que varian (+) o (-) en incrementos de 1,0 0 0,1, segun corresponda,
o de forma alternativa en una variacion de +/- 15 %, o de forma alternativa un 10 %, o de forma alternativa un 5 %
o de forma alternativa un 2 %. Se debe entender, aunque no siempre se indique explicitamente, que todas las
designaciones numéricas van precedidas por el término "aproximadamente". También se debe entender, aunque
no siempre se indique explicitamente, que los reactivos descritos en el presente documento son meramente
ejemplares y que en la técnica son conocidos equivalentes de los mismos.

Se debe inferir sin que se mencione explicitamente y, a menos que se pretenda de otro modo, que cuando la
divulgacion se refiere a un polipéptido, proteina, polinucledtido o anticuerpo, se pretende incluir dentro del alcance
de esta divulgacion un equivalente o un equivalente bioldgico de los mismos.
Como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, las formas singulares "un”, "uno/a" y "el/la" incluyen
las referencias plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Por ejemplo, el término "una
célula" incluye una pluralidad de células, incluyendo mezclas de las mismas.

Como se usa en el presente documento, la "administracion" de un agente o farmaco a un sujeto o individuo incluye
cualquier via de introducciéon o administracion de un compuesto a un sujeto para realizar su funcién pretendida.
Las formulaciones de dosificacién adecuadas y los procedimientos de administracion de los agentes son conocidos
en la técnica. También se puede determinar la via de administracion, y el procedimiento para determinar la via de
administracion mas eficaz es conocido por los expertos en la técnica y variara con la composiciéon usada para el
tratamiento, el propdsito del tratamiento, el estado de salud o la fase de la enfermedad del sujeto que se va a tratar
y la célula o tejido diana. Ejemplos no limitantes de la via de administracién incluyen administracion oral, vaginal,
administracion nasal, inyeccion, aplicacion topica y por supositorio. La administracion incluye la autoadministraciéon
y la administracion por parte de otro. También se apreciara que los diversos modos de tratamiento o prevencién
de afecciones médicas, como se describe, son "sustanciales", lo que incluye tratamiento o prevencion total, pero
también menos del total, y en el que se logra algun resultado biolégica 0 médicamente relevante.

La administracion se puede efectuar en una sola dosis, de forma continua o intermitente a lo largo del curso del
tratamiento. Los procedimientos de determinacion de los medios y la dosificacién de administracién mas eficaces
son conocidos por los expertos en la técnica y variaran con la composicion usada para el tratamiento, el propdsito
del tratamiento, la célula diana que se esta tratando y el sujeto que se estd tratando. Se pueden realizar
administraciones unicas o multiples con el nivel de dosis y el patron seleccionados por el médico responsable del
tratamiento.

Como se usa en el presente documento, el término "animal" se refiere a organismos vertebrados pluricelulares
vivos, una categoria que incluye, por ejemplo, mamiferos y aves. El término "mamifero” incluye mamiferos tanto
humanos como no humanos. De forma similar, el término "sujeto" o "paciente" incluye sujetos tanto humanos como
animales, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, perros, gatos, ovejas, ratones, caballos y vacas.
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Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” se refiere conjuntamente a inmunoglobulinas o
moléculas similares a inmunoglobulinas, incluyendo, a modo de ejemplo y sin limitacion, IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM,
combinaciones de las mismas, y moléculas similares producidas durante una respuesta inmunitaria en cualquier
vertebrado, por ejemplo, en mamiferos tales como seres humanos, cabras, conejos y ratones, asi como especies
no mamiferas, tales como inmunoglobulinas de tiburén. El término "anticuerpo” incluye inmunoglobulinas intactas
y "fragmentos de anticuerpo” o "fragmentos de unién a antigeno" que se unen especificamente a una molécula de
interés (o un grupo de moléculas de interés altamente similares) para la exclusién sustancial de la union a otras
moléculas (por ejemplo, anticuerpos y fragmentos de anticuerpo que tienen una constante de union por la molécula
de interés que es de al menos 10° M-" mayor, al menos 10* M-* mayor o al menos 10% M- mayor que una constante
de union para otras moléculas en una muestra bioldgica). El término "anticuerpo" también incluye formas
genomanipuladas, tales como anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anticuerpos murinos humanizados) y
anticuerpos heteroconjugados (tales como anticuerpos biespecificos). Véase también, Pierce Catalog and
Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.); Kuby, J., Immunology, 3.2 Ed., W.H. Freeman & Co.,
Nueva York, 1997.

Mas en particular, "anticuerpo” se refiere a un ligando polipeptidico que comprende al menos una region variable
de inmunoglobulina de la cadena ligera o cadena pesada que reconoce especificamente y se une a un epitopo de
un antigeno. Los anticuerpos se componen de una cadena pesada y una ligera, cada una de las cuales tiene una
region variable, denominadas la region variable pesada (VH) y la region variable ligera (VL). Conjuntamente, la
region VH y la region VL son responsables de la union al antigeno reconocido por el anticuerpo.

Tipicamente, una inmunoglobulina tiene cadenas pesadas (H) y cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro. Hay dos tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Existen cinco clases (o isotipos) principales de
cadenas pesadas que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE.
Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region variable (las regiones también son
conocidas como "dominios"). En combinacion, las regiones variables de la cadena pesada y la ligera se unen
especificamente al antigeno. Las regiones variables de la cadena ligera y pesada contienen una region
"estructural" interrumpida por tres regiones hipervariables, también llamadas "regiones determinantes de la
complementariedad" o "CDR". Se ha definido la extension de la regidn estructural y de las CDR (véase, Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). La
base de datos de Kabat ahora se encuentra actualizada en linea. Las secuencias de las regiones estructurales de
diferentes cadenas ligeras o pesadas estan relativamente conservadas en una especie. La region estructural de
un anticuerpo, es decir, las regiones estructurales combinadas de las cadenas ligeras y pesadas constituyentes,
adoptan en gran medida una conformacién de lamina 8 y las CDR forman bucles que se conectan y, en algunos
casos, forman parte de la estructura de la lamina . Por tanto, las regiones estructurales actuan para formar un
andamio que proporciona la colocacion de las CDR en la orientacion correcta mediante interacciones
intercatenarias y no covalentes.

Las CDR son principalmente responsables de la unién a un epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se
denominan tipicamente CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente comenzando desde el extremo N, y
también se identifican tipicamente por la cadena en la que se localiza la CDR particular. Por tanto, una CDR3 de
VH se localiza en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que
una CDR1 de VL es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra. Un
anticuerpo que se une a PD-L1 tendra una secuencia de la regién VH vy la region VL especifica y, por tanto,
secuencias CDR especificas. Anticuerpos con diferentes especificidades (es decir, diferentes sitios de
combinacién para diferentes antigenos) tienen diferentes CDR. Aunque son las CDR las que varian de un
anticuerpo a otro, solo esta implicado directamente un nimero limitado de posiciones aminoacidicas dentro de las
CDR en la unién al antigeno. Estas posiciones dentro de las CDR se llaman residuos determinantes de la
especificidad (SDR).

El término "anticuerpo" pretende ademas englobar fragmentos de digestion, partes especificadas, derivados y
variantes de los mismos, incluyendo miméticos de anticuerpos o comprendiendo partes de anticuerpos que imitan
la estructura y/o funcién de un anticuerpo o fragmento o parte especificada del mismo, incluyendo anticuerpos
monocatenarios y fragmentos de los mismos. Los ejemplos de fragmentos de union englobados dentro del término
"parte de unién a antigeno" de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste
en los dominios VL, VH, CL y CH; un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos
Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH;
un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, un fragmento dAb (Ward
et al. (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio VH; y una regiéon determinante de la
complementariedad (CDR) aislada. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan
codificados por genes separados, se pueden unir, usando procedimientos recombinantes, por un conector
sintético, lo que permite que se formen como una cadena proteinica Unica en la que las regiones VL y VH se
emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (scFv)). Bird et al. (1988)
Science 242:423-426 y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:5879-5883. El término "fragmento de un
anticuerpo" también pretende englobar los anticuerpos monocatenarios. Cualquiera de los fragmentos de
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anticuerpos mencionados anteriormente se obtiene usando técnicas convencionales conocidas por los expertos
en la técnica, y los fragmentos se criban para determinar la especificidad de unién y la actividad de neutralizacién
de la misma manera que los anticuerpos intactos.

Los "fragmentos de anticuerpos" o "fragmentos de unién a antigeno" incluyen fragmentos de anticuerpos
proteoliticos (tales como fragmentos F(ab')2, fragmentos Fab', fragmentos Fab'-SH y fragmentos Fab como se
conocen en la técnica), fragmentos de anticuerpos recombinantes (tales como fragmentos sFv, fragmentos dsFv,
fragmentos sFv biespecificos, fragmentos dsFv biespecificos, fragmentos F(ab')2, proteinas Fv monocatenarias
("scFv"), proteinas Fv estabilizadas con disulfuro ("dsFv"), diacuerpos y triacuerpos (como se conocen en la
técnica) y anticuerpos de camélido (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s 6.015.695; 6.005.079;
5.874.541; 5.840.526; 5.800.988; y 5.759.808). Una proteina scFv es una proteina de fusién en la que una regiéon
variable de la cadena ligera de una inmunoglobulina y una regién variable de la cadena pesada de una
inmunoglobulina se unen por un conector, mientras que en dsFv, las cadenas se han mutado para introducir un
enlace disulfuro para estabilizar la asociacién de las cadenas.

Como se usa en el presente documento, el término "antigeno" se refiere a un compuesto, composicion o sustancia
a la que se pueden unir especificamente los productos de inmunidad humoral o celular especifica, tales como una
molécula de anticuerpo o un receptor de linfocitos T. Los antigenos pueden ser cualquier tipo de molécula,
incluyendo, por ejemplo, haptenos, metabolitos intermedios simples, glicidos (por ejemplo, oligosacaridos), lipidos
y hormonas, asi como macromoléculas tales como carbohidratos complejos (por ejemplo, polisacaridos),
fosfolipidos y proteinas. Las categorias comunes de antigenos incluyen, pero no se limitan a, antigenos viricos,
antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos y otros parasitos, antigenos tumorales,
antigenos implicados en enfermedades autoinmunitarias, alergia y rechazo de injertos, toxinas y otros antigenos
diversos.

Como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la tendencia de una molécula a unirse
(tipicamente de forma no covalente) con otra molécula, tal como la tendencia de un miembro de un par de unién
especifica por otro miembro de un par de unién especifica. Una afinidad de union se puede medir como una
constante de union, cuya afinidad de union por un par de union especifica (tal como un par de anticuerpo/antigeno)
puede ser al menos 1x10°M, al menos 1x106 M, al menos 1x107 M, al menos 1x10-8 M, al menos 1x10-° M, al
menos 1x10-'°M, al menos 1x10-"" M o al menos 1x10'2 M. En un aspecto, la afinidad de union se calcula mediante
una modificacién del procedimiento de Scatchard descrito por Frankel et al., Mol. Immunol., 16:101-106, 1979. En
otro aspecto, la afinidad de unién se mide por una tasa de disociacién de antigeno/anticuerpo. Aun en otro aspecto,
una alta afinidad de unién se mide mediante un radioinmunoanalisis de competencia. En varios ejemplos, una alta
afinidad de union por un par de anticuerpo/antigeno es al menos aproximadamente 1x1028 M. En otros aspectos,
una alta afinidad de unién es al menos aproximadamente 1,5x10-8 M, al menos aproximadamente 2,0x108 M, al
menos aproximadamente 2,5x108 M, al menos aproximadamente 3,0x10-8 M, al menos aproximadamente 3,5x10"
8 M, al menos aproximadamente 4,0x10% M, al menos aproximadamente 4,5x10-® M o al menos aproximadamente
5,0x108 M.

Los términos "cancer", "neoplasia" y "tumor", usados de manera intercambiable y en forma singular o plural, se
refieren a células que han sufrido una transformacién cancerosa que las hace patolégicas para el organismo
huésped. Las células cancerosas primarias (es decir, las células obtenidas de cerca del sitio de transformacion
maligna) se pueden distinguir facilmente de las células no cancerosas mediante técnicas bien establecidas, en
particular mediante examen histoldgico. La definicion de una célula cancerosa, como se usa en el presente
documento, incluye no solo una célula cancerosa primaria, sino también cualquier célula derivada de un precursor
de células cancerosas. Esto incluye células cancerosas metastasicas y cultivos in vitro y lineas celulares derivadas
de células cancerosas. Cuando se hace referencia a un tipo de cancer que normalmente se manifiesta como un
tumor sdlido, un tumor "clinicamente detectable" es aquel que se puede detectar en base a la masa tumoral; por
ejemplo, mediante procedimientos tales como exploracion por TAC, resonancia magnética nuclear (RMN),
radiografia, ecografia o palpacion. Los hallazgos bioquimicos o inmunoldgicos por si solos pueden ser insuficientes
para cumplir esta definicién.

Una neoplasia es una masa o colonia de células anémalas producida por un nuevo crecimiento de tejido
relativamente autbnomo. La mayoria de las neoplasias surgen de la expansion clonal de una sola célula que ha
sufrido una transformacién neoplasica. La transformacioén de una célula normal en una neoplasica puede estar
causada por un agente (o evento) quimico, fisico o biolégico que altera directa e irreversiblemente el genoma
celular. Las células neoplasicas se caracterizan por la pérdida de algunas funciones especializadas y la adquisicion
de nuevas propiedades bioldgicas, sobre todo, la propiedad de un crecimiento relativamente auténomo (no
controlado). Las células neoplésicas transmiten sus caracteristicas bioldégicas hereditarias a las células de la
descendencia.

El comportamiento bioldgico pasado, presente y futuro, o evolucion clinica, de una neoplasia se clasifica ademas
como benigno o maligno, una distincion de gran importancia en el diagndstico, el tratamiento y el prondéstico. Una
neoplasia maligna manifiesta un mayor grado de autonomia, es capaz de invasién y diseminacion metastasica,
puede ser resistente al tratamiento y puede causar la muerte. Una neoplasia benigna tiene un menor grado de
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autonomia, normalmente no es invasiva, no metastatiza y, en general, no produce un gran dafio si se trata
adecuadamente.

Cancer es un término genérico para las neoplasias malignas. La anaplasia es una propiedad caracteristica de las
células cancerosas e indica la falta de caracteristicas estructurales y funcionales normales (indiferenciacion).

Un tumor es literalmente una hinchazén de cualquier tipo, tal como una hinchazén inflamatoria o de otro tipo, pero
el uso moderno indica, en general, una neoplasia.

La histogénesis es el origen de un tejido y es un procedimiento de clasificacion de las neoplasias en base a la
célula de origen del tejido. Los adenomas son neoplasias benignas del epitelio glandular. Los carcinomas son
tumores malignos del epitelio. Los sarcomas son tumores malignos de los tejidos mesenquimatosos. Un sistema
para clasificar una neoplasia utiliza el comportamiento biolégico (clinico), ya sea benigno o maligno, y la
histogénesis, el tejido o la célula de origen de la neoplasia como se determina por el examen histolégico y
citologico. Las neoplasias se pueden originar en casi cualquier tejido que contenga células capaces de division
mitética. La clasificacion histogenética de las neoplasias se basa en el tejido (o célula) de origen como se determina
por el examen histoldgico y citolégico.

Como se usa en este contexto, una "célula tumoral” se refiere a una célula neoplasica. Las células neoplasicas se
pueden distinguir de otras células histolégicamente en base a la morfologia, como seria bien conocido por los
expertos en la técnica. Dichos procedimientos pueden incluir inspeccion manual por parte de un anatomopatélogo
experto o procedimientos automatizados.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo quimérico" significa un anticuerpo en el que la
region constante Fc de un anticuerpo monoclonal de una especie (por ejemplo, una region constante Fc de raton)
se reemplaza, usando técnicas de ADN recombinante, con una region constante Fc de un anticuerpo de otra
especie (por ejemplo, una region constante Fc humana). Véase, en general, Robinson et al., documento
PCT/US86/02269; Akira et al., solicitud de patente europea 184.187; Taniguchi, solicitud de patente europea
171.496; Morrison et al., solicitud de patente europea 173.494; Neuberger et al., documento WO 86/01533; Cabilly
et al., patente de EE. UU. n.° 4.816.567; Cabilly et al., solicitud de patente europea 125.023; Better et al., Science
240:1041-1043, 1988; Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443, 1987; Liu et al., J. Immunol. 139: 3521-
3526, 1987; Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218, 1987; Nishimura et al., Cancer Res 47: 999-1005,
1987; Wood et al., Nature 314: 446-449, 1885; y Shaw et al., J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559, 1988. En
determinados aspectos, la region o sitio de union a la diana sera de una fuente no humana (por ejemplo, ratén o
primate) y la regién constante es humana.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" pretende significar que las composiciones y
procedimientos incluyen los elementos enumerados, pero no excluyen otros. "Que consiste esencialmente en",
cuando se usa para definir composiciones y procedimientos, significara que excluye otros elementos de cualquier
importancia esencial para la combinacién para el uso previsto. Por ejemplo, una composicién que consiste
esencialmente en los elementos como se definen en el presente documento no excluiria los contaminantes
vestigiales del procedimiento de aislamiento y purificacion y los vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales
como solucién salina tamponada con fosfato, conservantes y similares. "Que consiste en" significara que excluye
mas que oligoelementos de otros ingredientes y etapas sustanciales del procedimiento para administrar las
composiciones de esta divulgacion. Los aspectos definidos por cada uno de estos términos de transicion estan
dentro del alcance de esta divulgacion.

Como se usa en el presente documento, el término "marcador detectable" se refiere a una molécula o material que
puede producir una sefial detectable (tal como visualmente, electronicamente o de otro modo) que indica la
presencia y/o concentraciéon del marcador en una muestra. Cuando se conjuga con una molécula de unién
especifica, se puede usar el marcador detectable para localizar y/o cuantificar la diana a la que se dirige la molécula
de union especifica. De este modo, se puede detectar la presencia y/o concentracion de la diana en una muestra
detectando la sefal producida por el marcador detectable. Un marcador detectable se puede detectar directa o
indirectamente, y se pueden usar varios marcadores detectables diferentes conjugados con moléculas de unién
especifica diferentes en combinacién para detectar una o mas dianas. Por ejemplo, un primer marcador detectable
conjugado con un anticuerpo especifico contra una diana, se puede detectar indirectamente a través del uso de
un segundo marcador detectable que se conjuga con una molécula que se une especificamente al primer marcador
detectable. Se pueden conjugar multiples marcadores detectables que se pueden detectar por separado con
diferentes moléculas de unidn especifica que se unen especificamente a diferentes dianas para proporcionar un
ensayo multiple que puede proporcionar deteccidn simultanea de las multiples dianas en una muestra. Una sefial
detectable se puede generar por cualquier mecanismo, incluyendo la absorcion, emision y/o dispersion de un foton
(incluyendo fotones de radiofrecuencia, frecuencia de microondas, frecuencia infrarroja, frecuencia visible y
frecuencia ultravioleta). Los marcadores detectables incluyen materiales y moléculas con color, fluorescentes,
fosforescentes y luminiscentes, catalizadores (tales como enzimas) que convierten una sustancia en otra sustancia
para proporcionar una diferencia detectable (tal como convirtiendo una sustancia incolora en una sustancia
coloreada o viceversa, o produciendo un precipitado o incrementando la turbidez de la muestra), haptenos que se
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pueden detectar a través de interacciones de unién anticuerpo-hapteno usando conjugados de anticuerpos
marcados de forma detectable adicionales, y moléculas o materiales paramagnéticos y magnéticos. Los ejemplos
particulares de marcadores detectables incluyen enzimas tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, fosfatasa acida, glucosa oxidasa, B-galactosidasa o [-glucuronidasa; fluoréforos tales como
fluoresceinas, luminoforos, cumarinas, tintes BODIPY, resorufinas y rodaminas (muchos ejemplos adicionales de
moléculas fluorescentes se pueden encontrar en The Handbook - A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies, Molecular Probes, Eugene, Oreg); nanoparticulas tales como puntos cuanticos (obtenidos, por
ejemplo, de QuantumDot Corp, Invitrogen Nanocrystal Technologies, Hayward, Calif.; véanse también las patentes
de EE. UU. n.°® 6.815.064, 6.682.596 y 6.649.138); quelatos metalicos, tales como los quelatos DOTA y DPTA de
iones metalicos radiactivos o paramagnéticos como Gd®*; y liposomas, por ejemplo, liposomas que contienen
moléculas fluorescentes atrapadas. Cuando el marcador detectable incluye una enzima, se puede usar un sustrato
detectable tal como un cromégeno, un compuesto fluorégeno o un compuesto luminégeno en combinacién con la
enzima para generar una sefial detectable (una amplia variedad de dichos compuestos estd disponibles
comercialmente, por ejemplo, de Invitrogen Corporation, Eugene Oreg.). Los ejemplos particulares de compuestos
cromoégenos incluyen diaminobencidina (DAB), fosfato de 4-nitrofenilo (pNPP), Fast Red, fosfato de
bromocloroindolilo (BCIP), nitroazul de tetrazolio (NBT), BCIP/NBT, Fast Red, AP Orange, AP Blue,
tetrametilbencidina (TMB), 2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-sulfonato] (ABTS), o-dianisidina, 4-cloronaftol (4-CN),
nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), o-fenilendiamina (OPD), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-galactopirandsido
(X-Gal), metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido (MU-Gal), p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (PNP), 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc), 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), fucsina, yodonitrotetrazolio (INT), azul de
tetrazolio y violeta de tetrazolio. De forma alternativa, se puede usar una enzima en un esquema de deteccion
metalografica. Los procedimientos de deteccion metalografica incluyen el uso de una enzima, tal como fosfatasa
alcalina, en combinacion con un ion metalico soluble en agua y un sustrato inactivo de oxidorreduccion de la
enzima. El sustrato se convierte en un agente activo de oxidorreduccion por la enzima, y el agente activo de
oxidorreduccion reduce el ion metalico, provocando que forme un precipitado detectable. (Véase, por ejemplo, la
solicitud de patente de EE. UU. pendiente de tramite n.° 11/015.646, presentada el 20 de diciembre de 2004, la
publicacion PCT n.° 2005/003777 y la publicacion de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0265922). Los
procedimientos de deteccion metalografica también incluyen el uso de una enzima oxidorreductasa (tal como la
peroxidasa de rabano picante) junto con un ion metalico soluble en agua, un agente oxidante y un agente reductor,
de nuevo para formar un precipitado detectable. (Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.670.113). Los
haptenos son moléculas pequefias a las que se unen especificamente anticuerpos, aunque por si mismas no
provocaran una respuesta inmunitaria en un animal y, en primer lugar, se deben unir a una molécula transportadora
mas grande tal como una proteina para generar una respuesta inmunitaria. Los ejemplos de haptenos incluyen
dinitrofenilo, biotina, digoxigenina y fluoresceina. Se divulgan ejemplos adicionales de haptenos oxazol, pirazol,
tiazol, nitroarilo, benzofurano, triperpeno, urea, tiourea, rotenoide, cumarina y ciclolignano en la solicitud de patente
provisional de EE. UU. n.° 60/856.133, presentada el 1 de noviembre de 2006.

Como se usa en el presente documento, un "epitopo” o "determinante antigénico" se refiere a grupos quimicos
particulares o secuencias peptidicas contiguas o no contiguas en una molécula que son antigénicas, es decir, que
provocan una respuesta inmunitaria especifica. Un anticuerpo se une a un epitopo antigénico particular. Los
epitopos normalmente consisten en agrupaciones de moléculas quimicamente activas en la superficie, tales como
aminoacidos o cadenas laterales glucidicas, y hormalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales
se distinguen en que la unién a los primeros, pero no a los segundos, se pierde en presencia de disolventes
desnaturalizantes.

El término "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones constantes y variables derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la divulgacion pueden incluir residuos aminoacidicos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica de sitio in vitro o por mutaciéon somatica in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano", como
se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de
la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un conejo, se hayan injertado en secuencias estructurales
humanas. Por tanto, como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo humano" se refiere a un
anticuerpo en el que sustancialmente cada parte de la proteina (por ejemplo, CDR, dominios estructural, CL, CH
(por ejemplo, CH1, CH2, CH3), bisagra, VL, VH) es sustancialmente no inmundégeno en humanos, con solo
cambios o variaciones menores de secuencia. De forma similar, los anticuerpos designados de primate (mono,
babuino, chimpancé, etc.), roedor (ratén, rata, conejo, conejillo de Indias, hamster y similares) y otros mamiferos
designan anticuerpos especificos de dicha especie, subgénero, género, subfamilia, familia. Ademas, los
anticuerpos quiméricos incluyen cualquier combinacion de los anteriores. Dichos cambios o variaciones opcional
y preferentemente retienen o reducen la inmunogenicidad en seres humanos u otras especies con respecto a los
anticuerpos no modificados. Por tanto, un anticuerpo humano es distinto de un anticuerpo quimérico o humanizado.
Se sefala que un anticuerpo humano se puede producir por un animal no humano o una célula procariota o
eucariota que puede expresar genes de inmunoglobulina humana funcionalmente reorganizados (por ejemplo,
cadena pesada y/o cadena ligera). Ademas, cuando un anticuerpo humano es un anticuerpo monocatenario,
puede comprender un péptido conector que no se encuentra en los anticuerpos humanos naturales. Por ejemplo,
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un Fv puede comprender un péptido conector, tal como de dos a aproximadamente ocho residuos de glicina o de
otros aminoécidos, que conecta la region variable de la cadena pesada y la regién variable de la cadena ligera.
Dichos péptidos conectores se consideran de origen humano.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a un anticuerpo que
comprende una inmunoglobulina con una cadena ligera humanizada y una cadena pesada humanizada. Un
anticuerpo humanizado se une al mismo antigeno que el anticuerpo donante que proporciona las CDR. La
estructura aceptadora de una inmunoglobulina o anticuerpo humanizado puede tener un numero limitado de
sustituciones por aminoacidos tomados de la estructura donante. Los anticuerpos humanizados u otros
anticuerpos monoclonales pueden tener sustituciones aminoacidicas conservadoras adicionales que no tienen
sustancialmente ningun efecto sobre la unién a antigeno u otras funciones de la inmunoglobulina. Se pueden
construir inmunoglobulinas humanizadas por medio de genomanipulacion (véase, por ejemplo, la patente de
EE. UU. n.° 5.585.089).

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoglobulina humanizada" se refiere a una
inmunoglobulina que incluye una region estructural humana y una o mas CDR de una inmunoglobulina no humana
(por ejemplo, una de ratén, rata, conejo o sintética). La inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR se
denomina "donante" y la inmunoglobulina humana que proporciona la estructura se denomina "aceptadora". En un
aspecto, todas las CDR son de la inmunoglobulina donante en una inmunoglobulina humanizada. Las regiones
constantes no necesitan estar presentes, pero si lo estan, deben ser sustancialmente idénticas a las regiones
constantes de inmunoglobulina humana, es decir, idénticas en al menos aproximadamente un 85 %, o al menos
aproximadamente un 95 % o mas. Por tanto, todas las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto
posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a las correspondientes partes de las secuencias de
inmunoglobulinas humanas naturales.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo producido
mediante un Unico clon de linfocitos B o mediante una célula en la que se han transfectado los genes de la cadena
ligera y pesada de un Unico anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se producen por procedimientos conocidos
por los expertos en la técnica, por ejemplo, preparando células formadoras de anticuerpos hibridas a partir de una
fusion de células de mieloma con células de bazo inmunitarias. Los anticuerpos monoclonales incluyen anticuerpos
monoclonales humanizados.

Como se usa en el presente documento, "PD-L1" (ligando de muerte programada-1) o "B7-H1" (homdlogo 1
humano de B7), o PDCD1L1 (ligando 1 de muerte celular programada 1) es un miembro de la creciente familia B7
de proteinas inmunitarias que proporcionan sefiales tanto para estimular como para inhibir la activacion de los
linfocitos T. EI PD-L1 humano codifica una proteina precursora de membrana de tipo | de 290 aminoacidos (aa)
con un supuesto péptido sefial de 18 aa, un dominio extracelular de 221 aa, una regién transmembranaria de 21
aa y un dominio citoplasmatico de 31 aa (ID del gen Entrez: 29126, UniProtKB: QONZQ7).

Como se usa en el presente documento, "PD-1", "PDCD1" (proteina de muerte celular programada 1) o "CD279"
es un receptor inhibidor de la superficie celular implicado en la regulacion de la funcion de los linfocitos T durante
la inmunidad y la tolerancia. EI PD-1 humano codifica una proteina de membrana de la superficie celular de tipo |
de un solo pase de 288 aminoacidos (aa) de la superfamilia de inmunoglobulinas con un supuesto péptido sefial
de 20 aa, un dominio extracelular de 150 aa, una region transmembranaria de 21 aa y un dominio citoplasmatico
de 97 aa (ID del gen Entrez: 5133; UniProtKB: Q15116).

Como se usa en el presente documento, "CD80" (antigeno de activacion de linfocitos T CD80), "antigeno de
activacion B7-1", "BB1", "B7" o (contrarreceptor de CTLA-4 B7.1) esta implicado en sefiales coestimuladoras
esenciales para la activacion de linfocitos T. El CD80 humano codifica una proteina receptora de la membrana
celular de un solo pase de 288 aminoacidos (aa) con un supuesto péptido sefial de 34 aa, un dominio extracelular
de 208 aa, una regién transmembranaria de 21 aa y un dominio citoplasmatico de 25 aa (ID del gen Entrez: 941;
UniProtKB: P33681).

Como se usa en el presente documento, el término "union especifica”" significa el contacto entre un anticuerpo y
un antigeno con una afinidad de unién de al menos 10 M. En determinados aspectos, los anticuerpos se unen
con afinidades de al menos aproximadamente 107 M, y preferentemente 108 M, 10° M, 10-'© M, 10-"* M 0 102 M.

Como se usa en el presente documento, "SP263" se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente al dominio citoplasmatico de PD-L1 y tiene secuencias de CDR como se describe en la tabla 1:

CDR1 CDR2 CDR3
Cadena NHAIS TINSDTHTYYATWPKG RIFSSSNI
pesada (SEQ ID NO: 1) (SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 3)
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Cadena QASQSIYNNNWLES LASTLAS IGGESSNNDGIA
ligera (SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6)
Tabla 1

Las secuencias completas de dominio variable de la cadena pesada y ligera son como sigue:

Secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de HC de SP263:
QSLEESGGRLVTPGTPLTLTCTASGFSLSNHAISWYRO
APGKGLEWIGTINSDTHTY Y ATWPKGRFTISKTSSTTV
DLEKMTSPTTEDTATYFCARRIFSSSNIWGPGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 7)

Secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de LC de SP263 (kappa):
AIVMTOTSSPYVSAVVGOGTVAINCQASQSIYNNNWLSW
FQQKPGQPPKLLIYLASTLASGVPSRFKGSGSGTQFTL
TISDVVCDDAATYYCIGGESSNNDGIAFGGGTEVY VI
(SEQ ID NO: 8)

Los procedimientos actuales se refieren a procedimientos para someter a ensayo, evaluar y puntuar histoquimica
o inmunohistoquimicamente la expresion de PD-L1 en muestras tumorales. Para este fin, las muestras tumorales
se marcan con una entidad que puede tefiir especificamente la proteina PD-L1 de una manera que es detectable
histolégicamente. Una forma de lograr esto es marcando las muestras tumorales con anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno de los mismos que se unen especificamente a PD-L1 (anti-PD-L1). Se divulgan ejemplos de anti-
PD-L1 en, por ejemplo, el documento US 62/069.420.

Los anticuerpos anti-PD-L1 y los fragmentos de anticuerpos que son utiles en estos procedimientos: (1) se pueden
unir especificamente a PD-L1; (2) pueden generar una fuerte tinciéon de la membrana en tejido positivo para PDL1;
y (3) tienen una tincién de fondo baja o nula (tal como tincién nuclear). Un ejemplo de dicho anticuerpo es SP263,
que se divulga en el documento US 62/069.420. SP263 se desarroll6 usando una secuencia peptidica que consiste

en los residuos aminoacidicos 272-290 del PD-L1 humano (CGIQDTNSKKQSDTHLEET (SgqQ ID NO: 9))
conjugado covalentemente con una proteina transportadora de hemocianina de lapa californiana (KLH) para
inmunizar conejos blancos de Nueva Zelanda. Las secuencias de las CDR de SP263 se divulgan en la tabla 1.
Otros ejemplos de anti-PD-L1, tanto existentes actualmente como adn no desarrollados, seran evidentes de
inmediato para el experto en la técnica.

Las muestras tumorales se pueden marcar con el anti-PD-L1 por procedimientos automatizados o manuales. Los
dispositivos para el marcado automatizado de muestras de tejido para inmunohistoquimica son bien conocidos en
la técnica, incluyendo, por ejemplo, la serie BENCHMARK de instrumentos de tincion avanzada de IHQ/ISH de
Ventana Medical Systems, los instrumentos de tincion avanzados OMNI y AUTOSTAINERLINK de Dako y los
sistemas de tincion avanzada BOND de Leica Biosystems.

La unién del anti-PD-L1 a la muestra tumoral se detecta poniendo en contacto la muestra de tejido con una entidad
marcada de forma detectable que se puede unir especificamente al anti-PD-L1. Se conocen en la técnica
numerosos esquemas de deteccion, que incluyen, por ejemplo, esquemas de marcado primario-secundario, en los
que el anti-PD-L1 se pone en contacto con un anticuerpo secundario que se puede unir especificamente al anti-
PD-L1 (por ejemplo, usando un anticuerpo monoclonal de conejo de IgG como primario y un anticuerpo anti-lgG
de conejo marcado de forma detectable como secundario); y esquemas de marcado de pares de unién, en los que
el anticuerpo primario contiene un resto unido al mismo que forma un par de unién especifico con un segundo
resto de unién marcado de forma detectable (por ejemplo, deteccién de anticuerpos primarios biotinilados usando
entidades de union a biotina marcadas de forma detectable, tal como avidina o estreptavidina).

En un ejemplo especifico, la unién del anti-PDP-L1 humano a la muestra tumoral se logra usando un anticuerpo
secundario conjugado con haptenos no enddgenos. Un anticuerpo anti-hapteno conjugado con uno o mas
marcadores detectables (tal como una enzima que puede catalizar una reaccién que deposita un cromdgeno). Un
ejemplo de este tipo de esquema es el kit de deteccion VENTANA OptiView DAB IHC. Un esquema de este kit de
deteccién se presenta en la FIG. 1. Una muestra de tejido incluido en parafina y fijado con formol (100) se pone
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en contacto con el anticuerpo anti-PD-L1 humano (101) en condiciones que permitan la unién especifica del
anticuerpo. A continuacion, el anticuerpo se pone en contacto con un anticuerpo secundario (102) especifico para
el anticuerpo anti-PD-L1 que se modifica con varios haptenos no endégenos (103). A continuacion, la muestra se
pone en contacto con un anticuerpo anti-hapteno (104) que se conjuga con una enzima que puede catalizar una
reaccion que deposita un cromogeno (105).

Las muestras de tumor marcadas se visualizan a continuacién microscépicamente y se someten a ensayo para
determinar la tincion del PD-L1. La muestra de tumor se puntia a continuacién en base al porcentaje de células
tumorales totales que contienen cualquier cantidad de tincién detectable de la membrana de anti-PD-L1 por encima
del fondo. Preferentemente, la puntuacién no incluye el analisis de la expresién de PD-L1 en las células no
tumorales. Un tumor que tiene un porcentaje de células tumorales que contienen tincion detectable de la membrana
de anti-PD-L1 que estad por encima de un limite predefinido se clasifica como "positivo para PD-L1". El limite
preferentemente se determina empiricamente evaluando las respuestas del paciente a un agente terapéutico
dirigido al eje de PD-1. El agente terapéutico dirigido al eje de PD-1 incluye agentes que alteran la unién de los
ligandos de PD-1 (tal como PD-L1 y PD-L2) a PD-1. Por ejemplo, un agente terapéutico dirigido al eje de PD-1
incluye: anticuerpos monoclonales anti-PD-1 (tal como OPDIVO (nivolumab), KEYTRUDA (pembrolizumab),
pidilizumab (CT-011, Cure Tech), BMS 936559 (Bristol Myers Squibb) y MPDL3280A (Roche)); y anticuerpos
monoclonales anti-PD-L1 (tales como MEDI4736, MPDL3280 y avelumab). En un modo de realizacion, el limite se
establece en un 25 %, en el que los tumores que tienen un 25 % o mas de células tumorales que contienen
cualquier cantidad de tincion detectable de la membrana de anti-PD-L1 se consideran tumores positivos para PD-
L1.

Los pacientes que tienen tumores positivos para PD-L1 como se determina de esta manera pueden ser candidatos
para el tratamiento con un agente terapéutico que altera la unién de PD-L1 a PD-1 y/o CD80. Los agentes
terapéuticos ejemplares incluyen anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen al dominio extracelular de
PD-L1, evitando de este modo que el PD-L1 se una a PD-1 y/o CD80. Muchos de dichos anticuerpos se estan
sometiendo clinicamente a prueba en la actualidad. Uno de dichos ejemplos se denomina MEDI4736, que
actualmente es objeto de numerosos ensayos clinicos.

EJEMPLOS
l. Procedimiento de tinciéon

Se necesita un diagnéstico de alta calidad con fines terapéuticos para pronosticar qué pacientes tienen mas
probabilidades de responder a un tratamiento basado en anticuerpos contra PD-1/PD-L1 para garantizar el éxito
del tratamiento. Aqui describimos una prueba de diagnéstico inmunohistoquimico (IHQ) para la deteccion de PD-
L1 desarrollada por Ventana Medical Systems.

I1A. Principio del procedimiento

VENTANA PD-L1 (SP263) es un anticuerpo primario monoclonal de conejo que se une a PD-L1 en cortes
histologicos incluidos en parafina. El anticuerpo especifico se puede localizar usando un anticuerpo secundario
haptenado seguido de un conjugado multimérico anti-hapteno-HRP (kit de deteccion OptiView DAB IHC, n.° de
cat. 760-700). El complejo anticuerpo especifico-enzima se visualiza a continuacion con un producto de reaccion
enzimatica precipitante. Cada etapa se incuba durante un tiempo y a una temperatura precisos. Al final de cada
etapa de incubacion, el instrumento automatizado de tincién de portaobjetos VENTANA BENCHMARK lava los
cortes para detener la reaccion y eliminar el material no unido que dificultaria la reaccion deseada en las etapas
posteriores. También aplica LCS (n.° de cat. 650-210/n.° de cat. 650-010), que minimiza la evaporacién de los
reactivos acuosos del portaobjetos con la muestra. Ademas de la tincion con VENTANA PD-L1 (SP263), se tifie
un segundo portaobjetos con una Ig de control negativo monoclonal de conejo (n.° de cat. 790-4795) para evaluar
la tincién de fondo.

IB. Preparacion de la muestra

Los tejidos procesados de forma rutinaria, fijados con formol e incluidos en parafina son adecuados para su uso
con este anticuerpo primario cuando se usan con el kit de deteccion VENTANA OptiView DAB IHC y los
instrumentos automatizados de tincion de portaobjetos VENTANA BenchMark ULTRA, BenchMark XT y
BenchMark GX. El fijador de tejido recomendado es formol tamponado neutro (FTN) al 10 % durante un periodo
de al menos 6 horas hasta 48 horas. Los fijadores aceptables para su uso con VENTANA PDL1 (SP263) son los
fijadores de formol-cinc y Z-5 cuando se usan con al menos 6 horas de tiempo de fijaciéon. Otros fijadores,
incluyendo alcohol al 95 %, AFA y PREFER, son inaceptables para su uso con el VENTANA PD-L1 (SP263). La
cantidad usada es de 15 a 20 veces el volumen de tejido. Un corte de tejido de 3 mm o mas pequefio se debe fijar
no menos de 4 horas y no mas de 8 horas. La fijacion se puede realizar a temperatura ambiente (15-25 °C).

Los portaobjetos se deben tefir de inmediato, ya que la antigenicidad de los cortes histolégicos puede disminuir
con el tiempo. Sin embargo, la prueba de isquemia fria del anticuerpo SP263 usando un modelo de tejido de
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xenoinjerto no establecié ninguna condicion desde la hora cero hasta la hora 24 que no fuera favorable con el
ensayo.

IC. Procedimiento de tincion

Se desarrollé un ensayo ejemplar usando el anticuerpo monoclonal de conejo VENTANA PD-L1 (SP263) para su
uso en los instrumentos automatizados de tincion de portaobjetos VENTANA BENCHMARK XT, BENCHMARK
GX y BENCHMARK ULTRA en combinacion con kits y accesorios de deteccion VENTANA. La tabla 2 ilustra un
protocolo de tincidon ejemplar para su uso en instrumentos de tincion BENCHMARK:

Tipo de procedimiento Procedimiento
Desparafinizacion Acondicionamiento
celular seleccionado (con ACONDICIONAMIENTO CELULAR 1
desenmascaramiento del antigeno) 64 minutos, estandar
Inhibidor de la peroxidasa preprimario Anticuerpo

Instrumento BENCHMARK GX o XT:
16 minutos, 37 °C Instrumento

(primario) seleccionado BENCHMARK ULTRA: 16 minutos,

37°C
Conector OPTIVIEW HQ 8 min (predeterminado)
Multimero OPTIVIEW HRP 8 min (predeterminado)
Contratincion Hematoxilina Il, 4 a 8 minutos
Contratincién posterior Azulado, 4 minutos

Tabla 2

Debido a la variacién en la fijacién y el procesamiento del tejido, asi como en el instrumento de laboratorio general
y las condiciones ambientales, puede ser necesario incrementar o disminuir la incubacion del anticuerpo primario,
el acondicionamiento celular o el pretratamiento con proteasa en base a muestras individuales, deteccién usada y
preferencia del lector.

1l Puntuacion del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

En las células neoplasicas del CCECC marcadas con el anticuerpo SP263 se evalua el porcentaje de positividad
de las células tumorales con tincion de la membrana a cualquier intensidad de la sefial de diaminobencidina (DAB).
La tincién inmunohistoquimica en el CCECC es membranosa y/o citoplasmatica, y se puede expresar de manera
homogénea o heterogénea en toda la neoplasia. La tincion de la membrana puede tener un patron discontinuo o
circunferencial. La tincion citoplasmatica es, en general, difusa con algunos casos que muestran una propiedad
finamente granular. La figura 2 ilustra diversos casos que demuestran el intervalo de tincion de la membrana y
citoplasmatica en células tumorales con un aumento de 20X cuando se marcan como se establece anteriormente.

El porcentaje total de intensidades de sefial de la membrana se estima visualmente y se usa para generar el
porcentaje de puntuacién positiva del tumor. Se usa un anticuerpo de control negativo de isotipo compatible para
evaluar la presencia de fondo en las muestras de prueba y establecer un valor de referencia de la intensidad de
tincion. La figura 3 ilustra un caso positivo ejemplar con un intervalo de tincion de la membrana y citoplasmatica
de las células tumorales. La esquina inferior izquierda también muestra células inmunitarias mas pequefias con
tincion de la membrana (flecha).

lIA. Controles positivos internos

Las células inmunitarias pueden servir como controles internos positivos, y presentan un intervalo de intensidad
de tincién: sefal citoplasmatica negativa, difusa débil y/o membranosa de débil a fuerte. Se puede observar un
patron punteado de tincion en asociacion con linfocitos. Se ha observado expresion de PD-L1 en linfocitos,
macrofagos, células plasmaticas y neutrdfilos. En las FIGS. 4-6 se proporcionan como referencia imagenes
representativas de células inmunitarias tefiidas con el anticuerpo SP263.

1IB. Requisitos del tejido
Este ensayo ejemplar us6 al menos un corte histolégico seriado para cada una de: (1) tincién con hematoxilina 'y
eosina (HE); (2) tinciéon con anticuerpos de control negativo; y (3) tincion con el anticuerpo SP263. Ademas, se

puede usar tejido de placenta a término humano normal como control para el ensayo de deteccion de PD-L1
(SP263). Este tejido muestra una tincidon uniforme de moderada a fuerte de la membrana y el citoplasma de células
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de linaje trofoblastico. Se pueden usar tejido estromal placentario y la vasculatura para evaluar cualquier tincién
de fondo. Si la evaluacién de HE indica que la muestra del paciente es inadecuada, entonces se debe obtener una
nueva muestra. La repeticion de la tincién de una muestra se debe llevar a cabo en portaobjetos sin tefir si (1) el
portaobjetos de control de realizacién del ensayo del tejido no presenta una tincion aceptable; (2) el portaobjetos
de control negativo no muestra una tincion aceptable; o (3) el portaobjetos tefiido con anticuerpo SP263 (el
portaobjetos con PD-L1 para IHQ) no es evaluable. Si el ultimo de estos portaobjetos no se puede interpretar
debido a artefactos, efectos de borde, necrosis, falta de tejido o cualquier otro motivo, entonces el portaobjetos no
se puede usar para evaluacion clinica. Si los controles son aceptables y el portaobjetos tefiido con anticuerpo
SP263 es evaluable, un anatomopatélogo capacitado puede evaluar el portaobjetos como se describe en los
criterios de puntuacion.

liC. Control de tejido positivo

Se debe realizar el ensayo de un tejido de control positivo conocido fijado y procesado de la misma manera que
las muestras de los pacientes para cada conjunto de condiciones de prueba y con cada procedimiento de tincion
con anticuerpo SP263 realizado. El tejido de control (un caso de referencia) debe ser de una autopsia recién
realizada, una biopsia, una muestra quirdrgica preparada y fijada lo antes posible de manera idéntica a las
muestras de los pacientes. Este tejido se puede usar para controlar todas las etapas del procesamiento y tincion
de muestras. Un corte histolégico fijado o procesado de manera diferente a la muestra de prueba se puede usar
como control para reactivos y tincion, pero no para fijacién o preparacion de tejido. Un caso de CCECC positivo
con tincion moderada es mas adecuado para el control de calidad que uno con tincién fuerte; se puede usar para
detectar niveles menores de degradacion de reactivos o problemas fuera de especificacion que podrian estar
relacionados con el instrumento. La tincion positiva de la membrana de las células neoplasicas en el tejido de
control confirma que se aplico el anticuerpo y que el instrumento funcioné apropiadamente. El control de tejido
positivo se debe usar solo para controlar el rendimiento; no se debe usar para ayudar al diagnéstico clinico de
muestras de pacientes. Adicionalmente, el ensayo ilustrado en el presente documento se puede utilizar como
control positivo de tejido placentario a término humano, que muestra una tincién uniforme de moderada a fuerte
de la membrana y el citoplasma de las células de linaje trofoblastico. Se pueden usar tejido estromal placentario y
la vasculatura para evaluar cualquier tincion de fondo. En las FIGS. 7A y 7B se encuentran imagenes ejemplares
de tejido placentario tefido con el anticuerpo SP263.

1ID. Criterios de puntuacion

Un anatomopatologo capacitado asigna un estado clinico basado en PD-L1 por IHQ en base a su evaluacion del
porcentaje de tincion IHQ especifica de PD-L1. Se selecciona un limite para la positividad y la negatividad en base
a datos clinicos de pacientes con respuesta favorable conocida al agente terapéutico del eje de PD-1 que se esta
usando. En este modo de realizacion ejemplar, se selecciond un limite de un 25 %. Se asigna un estado clinico
negativo a los casos con un porcentaje total de células tumorales con tincidon de la membrana a cualquier intensidad
de menos de un 25 %. Se asigna un estado clinico positivo a casos con un porcentaje total de células tumorales
con tincién de la membrana a cualquier intensidad mayor o igual a un 25%. La interpretacion clinica de los casos
de CCECC teiiidos con el anticuerpo SP263 se baso en los criterios indicados en la tabla 3.

Algoritmo de puntuacién de PD-L1

Interpretacion Descripcién de la tincién

Positivo para PD-L1 (225 % de las células tumorales con positividad de la membrana para PD-
L1 a cualquier intensidad por encima de la tincion de fondo como se
indica en el control negativo de isotipo correspondiente.

Negativo para PD-L1 (<25 % de las células tumorales con positividad de la membrana para PD-

L1 a cualquier intensidad por encima de la tincién de fondo como se
indica en el control negativo de isotipo correspondiente.

Tabla 3
En las secciones siguientes se proporcionan imagenes de diversos patrones de tincién negativa y positiva.
lID(1). Casos negativos

La intensidad de tincidon negativa se caracteriza por la ausencia de cualquier sefial detectable o por la tincién
membranosa de cualquier intensidad en menos de un 25 % de las células neoplasicas.

El caso negativo 1 se ilustra en la FIG. 8. Un cero por ciento de las células inmunitarias y tumorales tiene una
tincion visible de la membrana con un aumento de 10X, por lo que este caso se clasifica como negativo.

El caso negativo 2 se ilustra en la FIG. 9. Se observan tincion de la membrana de las células tumorales de débil a
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moderada (puntuacion bruta de un 15 %) y tincion de las células inmunitarias con un aumento de 10X, por lo que
el caso se clasificd como negativo.

lID(2). Casos positivos

La intensidad de tincién positiva se caracterizo por la presencia de tincion membranosa de cualquier intensidad en
un porcentaje mayor o igual a un 25 % de las células neoplasicas.

El caso positivo 1 se ilustra en la FIG. 10. Se observa tincién de la membrana de las células tumorales en un 70 %
de las células tumorales con un aumento de 1X.

El caso positivo 2 se ilustra en la FIG. 11. Se observa tincion de la membrana de las células tumorales en un 100 %
de las células tumorales, y se acompafia de tincion de las células inmunitarias tumorales a lo largo de la periferia
del tumor con un aumento de 4X.

lID(3). Evaluacién de la tincion de células inmunitarias

Se capturo la tincién de células inmunitarias con fines exploratorios. Una variedad de células inmunitarias muestra
tincion e incluyen linfocitos, macréfagos, células reticulares dendriticas, células plasmaticas y neutréfilos. El
portaobjetos tefiido con HE se examind inicialmente para determinar el porcentaje total del area tumoral (células
tumorales y cualquier estroma desmoplasico) afectada por las células inmunitarias. Las areas que no se
consideran parte del area tumoral incluyen tumor no viable, tal como areas con artefactos de cauterizacion o
aplastamiento, grupos acelulares de mucina y necrosis extensa. El tejido linfoide normal no afectado por la
neoplasia, como se observa en los ganglios linfaticos con tumor metastasico, y cualquier reaccién de células
gigantes de cuerpo extrafio no se evalia como parte del area tumoral o las células inmunitarias que afectan el
tumor. A continuacion, en el portaobjetos con PD-L1 para IHQ se puntla el porcentaje de tincion de las células
inmunitarias asociadas a tumores para PD-L1. En los casos en que las células inmunitarias que se tifien
positivamente se mezclan con células tumorales que se tifien positivamente, puede ser dificil cuantificar la cantidad
de tincion para cada componente. Se dan ejemplos de interpretacion de células inmunitarias en la FIG. 12, que
tiene tincion de células inmunitarias y ninguna tincién tumoral. El total de células inmunitarias en el area del tumor
en esta imagen es de un 15 % con tincion de un 35 % de las células inmunitarias con expresion de PD-L1 con un
aumento de 5X.

lID(4). Casos problemdticos

Los casos reciben un estado clinico de acuerdo con el porcentaje de células tumorales con tincion de la membrana.
Diversos patrones de tincion y caracteristicas morfologicas pueden dificultar la interpretacion y cuantificacion de la
tincion de la membrana del tumor. Algunos casos pueden ser problematicos en particular, debido a los siguientes
problemas:

] Tincién citoplasmatica débil

Algunas muestras pueden presentar una tincion citoplasmatica débil de las células tumorales que se puede
confundir a baja resolucion con una tincion débil de la membrana de las células tumorales. Por esta razoén, al
evaluar los portaobjetos tefidos, la tincién débil se debe confirmar con un examen a resoluciones mayores para
distinguir entre la tincion membranosa y citoplasmatica de las células tumorales.

] Tincidn fuerte de células inmunitarias superpuesta con tincion de células tumorales

Algunos tumores pueden contener un componente inflamatorio extenso que rodea al tumor y se infiltra dentro del
tumor. En los casos en que se observa una tincion fuerte para las células tanto tumorales como inmunitarias,
puede ser problematico diferenciar y cuantificar la tincién del ensayo entre las dos poblaciones de células. La
presencia de células inmunitarias que se infiltran en el tumor se debe confirmar usando el portaobjetos con HE. El
patréon de tincion de PD-L1 se utiliza para ayudar a atribuir la expresioén a las células inmunitarias (tincion punteada)
y las células tumorales (tincién lineal de la membrana).

[ ] Obstaculizaciéon por material endégeno

A veces, en muestras de CCECC, el material enddgeno, tal como el pigmento antracotico, el pigmento de melanina
o la hemosiderina, puede obstaculizar e interferir con la interpretacion de la tincién del ensayo de las células
inmunitarias y tumorales. La comparacion del portaobjetos de control negativo de isotipo con el portaobjetos tefiido
con PD-L1 puede ayudar a diferenciar entre la tincion de biomarcadores y el material endégeno.

Algunos casos problematicos se muestran en las FIGS. 13-15.

El caso problemético 1 (FIG. 13) implica una tincion débil de la membrana (flecha) del tumor visible con un aumento
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de 20X, que puede ser facil de pasar por alto.

El caso problematico 2 (FIG. 14) implica una tincion membranosa de células inmunitarias (esquina inferior
izquierda) con tincion de la membrana de células tumorales. Téngase en cuenta la dificultad para distinguir la
tincion de células inmunitarias entremezcladas de la tincion de las células tumorales circundantes con un aumento
de 10X.

El caso problematico 3 (FIG. 15) implica un caso de CPNM que muestra antracosis (flecha negra en la imagen
superior derecha) y reaccion de células gigantes de cuerpo extrafio (flecha roja) no asociada con la interpretacion
del caso. Un area diferente del caso contiene pigmento antracético (flecha discontinua) que se superpone con la
tincion punteada de células inmunitarias (flecha negra en la flecha de la imagen inferior). Todas las imagenes
tienen un aumento de 20X.

111. Carcinoma de pulmén no microcitico

En las células neoplasicas del CPNM marcadas con el anticuerpo SP263 se evalla el porcentaje de positividad de
las células tumorales con tincion de la membrana a cualquier intensidad de la sefial de diaminobencidina (DAB).
La tincion inmunohistoquimica en el CPNM es membranosa y/o citoplasmatica, y se puede expresar de manera
homogénea o heterogénea en toda la neoplasia. La tinciéon de la membrana puede tener un patrén discontinuo,
circunferencial o basolateral. La tincién citoplasmatica es, en general, difusa con algunos casos que muestran una
propiedad finamente granular. Casos infrecuentes han mostrado una tinciéon perinuclear similar a Golgi con
intensidad variable. En las FIGS. 16-19 se ilustran diversos casos que demuestran el intervalo de tincion de la
membrana y citoplasmatica en las células tumorales. Las células tumorales con patron basolateral de tincion de la
membrana se ilustran con un aumento de 20X en la FIG. 17. Las células tumorales con tincién basal solo (flecha
negra) y patron basolateral (flecha discontinua) de tincién de la membrana se ilustran con un aumento de 20X en
la FIG. 18. La figura 19 ilustra un caso inusual con tincién perinuclear similar a Golgi dentro de las células tumorales
con un aumento de 40X.

El porcentaje total de intensidades de sefial de la membrana se estima visualmente y se usa para generar el
porcentaje de puntuacion positiva del tumor. Se usa un anticuerpo de control negativo de isotipo compatible para
evaluar la presencia de fondo en las muestras de prueba y establecer un valor de referencia de la intensidad de
tincion.

HA. Controles positivos internos

Las células inmunitarias pueden servir como controles internos positivos, y presentan un intervalo de intensidad
de tincidn: sefal citoplasmatica negativa, difusa débil y/o membranosa de débil a fuerte. Se puede observar un
patron punteado de tincidn en asociacion con linfocitos. Se ha observado expresion de PD-L1 en linfocitos,
macroéfagos, células plasmaticas y neutréfilos. En las FIGS. 20-24 se proporcionan imagenes representativas de
células inmunitarias tefidas con el anticuerpo SP263.

La FIG. 20 ilustra células tumorales con macréfagos alveolares (flecha) con un aumento de 20X. La tincién positiva
de macrofagos alveolares se puede observar en la imagen tefiida con DAB (flecha en la imagen inferior) con tumor
adyacente negativo para PD-L1 (tincion de un cero por ciento con un aumento de 20X).

Las imagenes de HE en la FIG. 21 muestran células tumorales con células inmunitarias de células linfociticas y
plasmaticas con un aumento de 20X. En la imagen tefiida con DAB se puede ver una tincion de células inmunitarias
punteada (flecha continua) y difusa (flecha discontinua) con tumor adyacente negativo para PD-L1 (tincion de un
cero por ciento con un aumento de 20X).

La FIG. 22 ilustra células plasmaticas con tincion citoplasmatica difusa débil. Las células tumorales circundantes
demuestran una tinciéon heterogénea de la membrana de las células tumorales (10X izquierda, 20X derecha, HE
arriba, DAB, abajo).

Como se observa en la FIG. 23, los neutrofilos de la HE muestran expresion de PD-L1 (flecha discontinua). El caso
también tiene una tincion moderada de la membrana de las células tumorales (flecha negra) (40X).

llIB. Requisitos del tejido

El ensayo descrito anteriormente requiere un corte histoldgico seriado para la tincién con hematoxilina y eosina
(HE), un segundo corte histolégico seriado para la tincién con anticuerpos de control negativo y un tercer corte
histolégico seriado para la tincidn con el anticuerpo SP263. Ademas, se puede usar tejido de placenta a término
humano normal como control para el ensayo. Este tejido muestra una tincion uniforme de moderada a fuerte de la
membrana y una tincion uniforme de débil a fuerte del citoplasma de las células de linaje trofoblastico. Se pueden
usar tejido estromal placentario y la vasculatura para evaluar cualquier tincion de fondo. Si la evaluaciéon de HE
indica que la muestra del paciente es inadecuada, entonces se debe obtener una nueva muestra. La repeticion de
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la tincién de una muestra se debe llevar a cabo en portaobjetos sin tefiir si (1) el portaobjetos de control de
realizacion del ensayo del tejido no presenta una tincion aceptable; (2) el portaobjetos de control negativo no
muestra una tincion aceptable; o (3) el portaobjetos tefido con anticuerpo SP263 (el portaobjetos con PD-L1 para
IHQ) no es evaluable. Si el ultimo de estos portaobjetos no se puede interpretar debido a artefactos, efectos de
borde, necrosis, falta de tejido o cualquier otro motivo, entonces el portaobjetos no se puede usar para evaluacion
clinica. Si los controles son aceptables y el portaobjetos tefiido con anticuerpo SP263 es evaluable, un
anatomopatdélogo capacitado puede evaluar el portaobjetos como se describe en los criterios de puntuacion.

lic. Control de tejido positivo

Se debe realizar el ensayo de un tejido de control positivo conocido fijado y procesado de la misma manera que
las muestras de los pacientes para cada conjunto de condiciones de prueba y con cada procedimiento de tincion
con anticuerpo SP263 realizado. El tejido de control (un caso de referencia) debe ser de una autopsia recién
realizada, una biopsia, una muestra quirirgica preparada y fijada lo antes posible de manera idéntica a las
muestras de los pacientes. Este tejido se puede usar para controlar todas las etapas del procesamiento y tincion
de muestras. Un corte histoldgico fijado o procesado de manera diferente a la muestra de prueba se puede usar
como control para reactivos y tincion, pero no para fijacion o preparacion de tejido. Un caso de CPNM positivo con
tincion moderada es mas adecuado para el control de calidad que uno con tincién fuerte; se puede usar para
detectar niveles menores de degradacion de reactivos o problemas fuera de especificaciéon que podrian estar
relacionados con el instrumento. La tincidn positiva de la membrana de las células neoplasicas en el tejido de
control confirma que se aplico el anticuerpo y que el instrumento funcioné apropiadamente. El control de tejido
positivo se debe usar solo para controlar el rendimiento; no se debe usar para ayudar al diagnoéstico clinico de
muestras de pacientes. Adicionalmente, el ensayo ilustrado en el presente documento se puede utilizar como
control positivo de tejido placentario a término humano, que muestra una tincién uniforme de moderada a fuerte
de la membrana y el citoplasma de las células de linaje trofoblastico. Se pueden usar tejido estromal placentario y
la vasculatura para evaluar cualquier tincion de fondo. En las FIGS. 7A y 7B se encuentran imagenes ejemplares
de tejido placentario tefiido con el anticuerpo SP263.

HlID. Criterios de puntuacion

Un anatomopatologo capacitado asigna un estado clinico basado en PD-L1 por IHQ en base a su evaluacion del
porcentaje de tincion IHQ especifica de PD-L1. Se selecciona un limite para la positividad y la negatividad en base
a datos clinicos de pacientes con respuesta favorable conocida al agente terapéutico del eje de PD-1 que se esta
usando. En este modo de realizacion ejemplar, se seleccion6 un limite de un 25 %. Se asigna un estado clinico
negativo a los casos con un porcentaje total de células tumorales con tincion de la membrana a cualquier intensidad
de menos de un 25 %. Se asigna un estado clinico positivo a casos con un porcentaje total de células tumorales
con tincion de la membrana a cualquier intensidad mayor o igual a un 25%. La interpretacion clinica de los casos
de CPNM tefiidos con el anticuerpo SP263 se baso en los criterios indicados en la tabla 3 anteriormente.

En las secciones siguientes se proporcionan imagenes de diversos patrones de tincién negativa y positiva.
llID(1). Casos negativos

La intensidad de tincidon negativa se caracteriza por la ausencia de cualquier sefial detectable o por la tincion
membranosa de cualquier intensidad en menos de un 25 % de las células neoplasicas.

El caso negativo 1 se ilustra en la FIG. 24. Se observa tinciéon negativa de células tumorales e inmunitarias (cero
por ciento) con un aumento de 20X.

El caso negativo 2 se ilustra en la FIG. 25. Membrana de células tumorales con un cero por ciento de tincion. El
area tumoral contiene un 30 % de células inmunitarias en una vista de menor resolucion con un 35 % de células
inmunitarias que muestran la expresion de PD-L1 (10X izquierda, 20X derecha).

El caso negativo 3 se ilustra en la FIG. 26. Tumor con un 5 % de células que demuestran tincién de la membrana
(flecha). El area tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacion circundantes) contiene un 10 %
de células inmunitarias y un 50 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1 (4X).

El caso negativo 4 se ilustra en la FIG. 27. Tumor con un 10 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El area tumoral contiene un 10 % de células inmunitarias y un 10 % de células inmunitarias con
expresion de PD-L1 (10X)

El caso negativo 5 se ilustra en la FIG. 28. Tumor con un 15 % de células que muestran tincion de la membrana
(region delineada). También se observa tincidon de células inmunitarias asociadas a tumores (2X).

El caso negativo 6 se ilustra en la FIG. 29. Tumor con un 20 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El area tumoral contiene un 5 % de células inmunitarias y un 10 % de células inmunitarias con
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expresion de PD-L1 (10X)
llID(2). Casos positivos

La intensidad de tincién positiva se caracterizo por la presencia de tincion membranosa de cualquier intensidad en
un porcentaje mayor o igual a un 25 % de las células neoplasicas.

El caso positivo 1 se ilustra en la FIG. 30. Tumor con un 25 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El area tumoral contiene un 5 % de células inmunitarias y un 5 % de células inmunitarias con
expresion de PD-L1 (4X).

El caso positivo 2 se ilustra en la FIG. 31. Tumor con un 35 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El drea tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacién circundantes) contiene
un 10 % de células inmunitarias y un 5 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1 (4X).

El caso positivo 3 se ilustra en la FIG. 32. Tumor con un 50 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El area tumoral (que consiste en tumor viable y desmoplasia e inflamacién circundantes) contiene
un 10 % de células inmunitarias y un 5 % de células inmunitarias con expresion de PD-L1 (4X).

El caso positivo 4 se ilustra en la FIG. 33. Tumor con un 70 % de células que demuestran tincion de la membrana
en este campo. El area tumoral contiene un 3 % de células inmunitarias y un 15 % de células inmunitarias con
expresion de PD-L1 (4X).

El caso positivo 5 se ilustra en la FIG. 34, que presenta la tincion de la membrana de las células tumorales en un
100 % (4X).

El caso positivo 6 se ilustra en la FIG. 35, que presenta tincion positiva de la membrana de las células tumorales
con tincion negativa de las células inmunitarias del tumor (20X).

HlID(3). Evaluacién de la tincion de células inmunitarias

Se capturd la tincién de células inmunitarias con fines exploratorios. Una variedad de células inmunitarias muestra
tincion e incluyen linfocitos, macréfagos, células reticulares dendriticas, células plasmaticas y neutréfilos. El
portaobjetos tefiido con HE se examina inicialmente para determinar el porcentaje total del area tumoral (células
tumorales y cualquier estroma desmoplasico) afectada por las células inmunitarias. Las areas que no se
consideran parte del area tumoral incluyen tumor no viable, tal como areas con artefactos de cauterizaciéon o
aplastamiento y necrosis extensa. El tejido linfoide normal no afectado por la neoplasia, por ejemplo, como se
observa en los ganglios linfaticos con tumor metastasico, no se evalia como parte del area tumoral o las células
inmunitarias que afectan el tumor. A continuacion, en el portaobjetos con PD-L1 para IHQ se puntua el porcentaje
de tincion de las células inmunitarias asociadas a tumores para PD-L1. En los casos en que las células inmunitarias
que se tifien positivamente se mezclan con células tumorales que se tifien positivamente, puede ser dificil
cuantificar la cantidad de tincién para cada componente. En las FIGS. 36-40 se ilustran ejemplos de interpretacion
de células inmunitarias.

El caso de células inmunitarias 1 (FIG. 36) contiene una tincion de macroéfagos alveolares asociada con el tumor
(flecha negra) y una tincion de macréfagos alveolares no asociada con el tumor (flecha discontinua) (10X). Solo
se enumeran las células inmunitarias asociadas con el tumor.

El caso de células inmunitarias 2 se ilustra en la FIG. 37. Con un aumento de 4X, el patrén de tincién parece ser
predominantemente una tincién de la membrana de las células tumorales; sin embargo, el examen a mayor
resolucion (20X) revela que el tumor es negativo para PD-L1 con tincién de las células inmunitarias membranosa
(punta de flecha cerrada) y punteada (flecha discontinua). También se observa tincion de las células dendriticas
(punta de flecha abierta).

El caso de células inmunitarias 3 se ilustra en las FIGS. 38 y 39, que es un caso de tumor negativo con tinciéon de
células inmunitarias. Con un aumento de 4X (FIG. 38), las células inmunitarias en el area tumoral se aprecian
mejor en la imagen con tincion del PD-L1 y comprenden un 40 % del area tumoral con un 80 % de tincion de
células inmunitarias (4X). Una resolucién mayor (FIG. 39) confirma que el PD-L1 se expresa altamente en el
componente de células inmunitarias del tumor (20X).

El caso de células inmunitarias 4 se ilustra en la FIG. 40, que es un caso de tumor positivo con tincion de células
inmunitarias. En esta vista, un 15 % del area tumoral contiene células inmunitarias, expresando PD-L1 un 30 % de
las células inmunitarias (4X).

lliD(4). Casos problemadticos
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Los casos reciben un estado clinico de acuerdo con el porcentaje de células tumorales con tincién de la membrana.
Diversos patrones de tincion y caracteristicas morfolégicas pueden dificultar la interpretacion y cuantificacion de la
tincion de la membrana del tumor. Algunos casos pueden ser problematicos en particular, debido a los siguientes
problemas:

[ ] Tincién citoplasmatica débil

Algunas muestras pueden presentar una tincion citoplasméatica débil de las células tumorales que se puede
confundir a baja resolucién con una tincién débil de la membrana de las células tumorales. Por esta razon, al
evaluar los portaobjetos tefiidos con el ensayo VENTANA PD-L1 (SP263), la tincion débil se debe confirmar con
un examen a resoluciones mayores para distinguir entre la tincion membranosa y citoplasmatica de las células
tumorales.

[ ] Tincidn fuerte de células inmunitarias superpuesta con tincion de células tumorales

Algunos tumores pueden contener un componente inflamatorio extenso que rodea al tumor y se infiltra dentro del
tumor. En los casos en que se observa una tincién fuerte para las células tanto tumorales como inmunitarias,
puede ser problematico diferenciar y cuantificar la tincién del ensayo VENTANA PD-L1 (SP263) entre las dos
poblaciones de células. La presencia de células inmunitarias que se infiltran en el tumor se debe confirmar usando
el portaobjetos con HE. El patron de tincién de PD-L1 se utiliza para ayudar a atribuir la expresion a las células
inmunitarias (tincién punteada) y las células tumorales (tincién lineal de la membrana).

[ ] Obstaculizacion por material endégeno

A veces, en muestras de CPNM, el material endégeno, tal como el pigmento antracético, el pigmento de melanina
o la hemosiderina, puede obstaculizar e interferir con la interpretacion de la tincion del ensayo VENTANA PD-L1
(SP263) de las células inmunitarias y tumorales. La comparacion del portaobjetos de control negativo de isotipo
con el portaobjetos tefiido con PD-L1 puede ayudar a diferenciar entre la tincion de biomarcadores y el material
enddgeno.

Algunos casos problematicos se muestran en las FIGS. 41-47.

El caso problematico 1 (FIG. 41) ilustra la tincidn citoplasmatica débil (flecha negra) y débil de la membrana (punta
de flecha cerrada) del tumor. También se observa tincién de macréfagos alveolares (flecha discontinua) (20X).

El caso problematico 2 (FIG. 42) ilustra la tincion débil de la membrana (flechas negras) con un aumento de 20X.

El caso problematico 3 (FIG. 43) ilustra un tumor con tincién citoplasmatica débil y débil de la membrana (flecha
negra) y solo tincion débil de la membrana (flecha discontinua) con un aumento de 20X.

El caso problematico 4 (FIG. 44) ilustra un tumor con tincion citoplasmatica débil y débil de membrana y tincion de
células inmunitarias (10X izquierda, 20X derecha).

El caso problematico 5 (FIG. 45) ilustra tincion membranosa de las células inmunitarias (flecha negra) y tincion
punteada de las células inmunitarias (flecha discontinua) entremezcladas con una tincién de la membrana de las
células tumorales (punta de flecha cerrada) (40X).

El caso problematico 6 (FIG. 46) ilustra una tincion de la membrana de las células tumorales (punta de flecha
abierta) entremezclada con una tinciéon de las células inmunitarias difusa (flecha discontinua) y punteada (punta
de flecha cerrada) (20X).

El caso problematico 7 (FIG. 47) ilustra un caso de CPNM que muestra antracosis (flecha negra, imagen superior
izquierda) y reaccion de células gigantes de cuerpo extrafio (flecha negra, imagen superior derecha) no asociada
con la interpretacion del caso (fila superior, 20X). Un area diferente del caso contiene un pigmento antracoético
(parte inferior, flecha discontinua) que se superpone con una tincién punteada de las células inmunitarias (parte
inferior, punta de flecha cerrada), asi como una tincion de la membrana de las células tumorales (parte inferior,
punta de flecha abierta) (20X).

V. Aplicacion clinica

El procedimiento de tincién y el algoritmo de puntuacidon descritos anteriormente se aplicaron a un pequefio
conjunto de formacién de un estudio de fase 1/2 de MEDI4736 (NCT01693562). MEDI4736 es un mAb IgG1
humano que bloguea la unién de PD-L1 a PD-1 y CD-80 con alta afinidad y selectividad. Las muestras tanto de
CPNM como de CCECC se consideran positivas cuando la membrana de 225 % de las células tumorales se tifie
para PD-L1 a cualquier intensidad. La precisiéon entre lectores para determinar el estado de PD-L1 dio como
resultado un porcentaje coincidente general de un 97 % y un 92 % para el CPNM y el CCECC, respectivamente.
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Tanto para el CPNM como para el CCECC, los pacientes con PD-L1+ tuvieron una tasa de respuesta mas alta
que los pacientes con PD-L1-.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento histoquimico de clasificacion de un tumor en base a la expresion de PD-L1, comprendiendo
el procedimiento:

poner en contacto una muestra de tejido del tumor con un anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano o un
fragmento de union a antigeno del mismo de una manera que deposite un colorante en la muestra tumoral cerca
de areas de la muestra tumoral a las que se une el anticuerpo, en el que el anticuerpo comprende una CDR1 de
la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de la cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO: 2, una CDR3 de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de la cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 4, una CDR2 de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 5, una CDR3 de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6;

cuantificar un porcentaje de células tumorales que tienen tincion de la membrana a cualquier intensidad por encima
del fondo; y

puntuar la expresion del PD-L1 en el tumor, en el que el tumor se puntia como positivo para PD-L1 si el porcentaje
de células tumorales que tienen tincién de la membrana a cualquier intensidad por encima del fondo excede un
limite predeterminado que se correlaciona con una probabilidad de que el tumor responda a una agente terapéutico
de union al eje de PD-1, y en el que el limite es de un 25 % o mas de las células tumorales que tienen tincion de
la membrana a cualquier intensidad por encima del fondo y la puntuacion no incluye la cuantificacion de células
inmunitarias tefiidas con anti-PD-L1.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de dominio variable que comprende la
SEQID NO: 7.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano
comprende una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de dominio variable que comprende la
SEQ ID NO: 8.

4, El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano
comprende:

una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de dominio variable que comprende la SEQ ID NO:
7y

una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de dominio variable que comprende la SEQ ID NO: 8.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el colorante se deposita poniendo en
contacto la muestra de tejido con un segundo anticuerpo que se puede unir al anticuerpo especifico contra el PD-
L1 humano, en el que el segundo anticuerpo comprende un marcador detectable que media en el depésito del
colorante.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo especifico contra el PD-L1 humano es un
anticuerpo monoclonal de conejo, y el segundo anticuerpo es un anticuerpo anti-lg de conejo.

7.  El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que el marcador detectable comprende una marca de afinidad,
y en el que el depdsito del colorante comprende ademas poner en contacto la muestra con una entidad de unién
especifica para la marca de afinidad, comprendiendo la entidad de unién una enzima que cataliza el depdsito del
colorante.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la marca de afinidad es un hapteno y la entidad de unién
es un tercer anticuerpo que es especifico contra el hapteno.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el colorante es el resultado de una reaccion entre la enzima
y un cromdégeno.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el cromégeno se selecciona del grupo que consiste en
diaminobencidina (DAB), fosfato de 4-nitrofenilo (pPNPP), Fast Red, fosfato de bromocloroindolilo (BCIP), nitroazul
de tetrazolio (NBT), BCIP/NBT, AP Orange, AP Blue, tetrametilbencidina (TMB), 2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-
sulfonato] (ABTS), o-dianisidina, 4-cloronaftol (4-CN), nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), o-fenilendiamina
(OPD), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactopiranésido (X-Gal), metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido (MU-Gal), p-
nitrofenil-a-D-galactopiranésido (PNP), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc), 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC), fucsina, yodonitrotetrazolio (INT), azul de tetrazolio y violeta de tetrazolio.
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11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el cromoégeno es DAB.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la intensidad de fondo se
determina tifiendo un corte seriado de la muestra de tejido del tumor con un anticuerpo de control de Ig.

13. El procedimiento de la reivindicaciéon 12, en el que las células tumorales que tienen tincién de la membrana
se identifican comparando la muestra de tejido en contacto con el anticuerpo anti-PD-L1 humano con un corte
seriado del tumor tefiido con hematoxilina y eosina (HE), y regiones coincidentes en la muestra de tejido en
contacto con el anticuerpo anti-PD-L1 humano que contiene el colorante por encima del fondo con regiones que
tienen las caracteristicas morfoldgicas en el corte seriado tefiido con HE.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tumor es un carcinoma de
pulmén no microcitico (CPNM) o un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC).
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Fig. 4
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Fig. 8
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Fig. 14
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Fig. 19
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Fig. 35

Fig. 34
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Fig. 36
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Fig. 44

Fig. 43
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Fig. 47
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