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DESCRIPCION
Método para el prondstico del tiempo de supervivencia de un paciente que padece un cancer sdlido
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico del tiempo de supervivencia de un paciente
que padece un cancer solido.

Estado de la técnica

Como se indica en Dieu-Nosjean et al. (J Clin Oncol 26:4410-4417. 2008), el cancer de pulmén es la causa mas
comun de muertes relacionadas con el cancer en el mundo. Aproximadamente 80 % a 90 % de los casos implican
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), que incluyen adenocarcinoma y carcinoma de células
escamosas. Solo los pacientes cuyos tumores pueden ser completamente reseccionados tienen una probabilidad
significativa de elevada supervivencia. Sin embargo, hasta 30 % de pacientes con enfermedad de estadio |
experimentan reaparicion después de la cirugia. La correlacion entre células inmunitarias infiltrantes de tumor y el
pronostico de pacientes con cancer de pulmén es discutible.

Un tumor esta compuesto por células malignas, del estroma, endoteliales e inmunitarias que forman una red
heterogénea y presentan complejas interacciones. Aunque la erradicacion del tumor por el sistema inmunitario es
frecuentemente ineficiente, existe evidencia de que muchos canceres en desarrollo no son ignorados por el sistema
inmunitario. Las regresiones tumorales espontaneas que ocurren concomitantemente con las manifestaciones
autoinmunitarias y la mayor incidencia de tumores en pacientes inmunodeprimidos son indicaciones de la
participacion del sistema inmunitario en el rechazo tumoral. Ratones deficientes en funciones inmunitarias
desarrollan espontaneamente tumores. La densidad de linfocitos infilirantes de tumores (TILs) con fenotipos
citotoxicos y de memoria es altamente predictiva del buen desenlace clinico en muchos tumores solidos. Sin
embargo, aunque el prondstico esta relacionado con la recirculacion de células inmunitarias efectoras, todavia no
esta claro donde tiene lugar la activacion de la respuesta inmunitaria especifica: en el tumor, el ganglio linfatico
drenante, o ambos.

Ahora esta bien establecido que las respuestas inmunitarias pueden tener lugar a distancia de érganos linfoides
secundarios, en estructuras linfoides terciarias (TLS). Dieu-Nosjean et al. han observado que estas estructuras de
tipo ganglio linfatico se pueden desarrollar en pacientes con cancer de pulmén. Se han denominado "tejidos linfoides
asociados a bronquios inducidos por tumor" (Ti-BALT) ya que nunca se encontraron en los tejidos no tumorales de
pacientes con NSCLC. Ademas, Dieu-Nosjean et al. han demostrado que la densidad de DC maduras, una
poblacion que fue selectivamente detectada en Ti-BALT, estd asociada con un desenlace clinico favorable en
pacientes con NSCLC de fase inicial (Dieu-Nosjean et al., J. Clin. Oncol., 2008), y en fase metastésica (Remark et
al., Clin Cancer Res. 2013 Jun 19), sugiriendo que representan un sitio de activacion para linfocitos T especificos de
tumor.

La presencia de TLS se ha informado en otros tumores humanos, por ejemplo, cancer colorrectal (Coppola et al., Am
J Pathol., 2011;179(1):37-45; McMullen et al., Clin Exp Immunol. 2010;161(1):81-8), cancer de mama (Gobert et al.,
Cancer Res 2009; 69(5) 2000-2009; Martinet et al., Cancer Res. 2011;71(17) 5678-87; Gu-Trantien et al., J Clin
Invest. 2013;123(7):2873-92) y melanoma (Martinet et al., Cancer Res. 2011;71(17) 5678-87; Cipponi et al., Cancer
Res. 2012;72(16):3997-4007) que indica que las estructuras linfoides ectdpicas surgen en muchos tumores sélidos.

Remark (REMARK et al., Clinical Cancer Research, 2013, p. 4079-4091) desvela el impacto prondstico de la
cuantificacion de células CD8+ y DC-LAMP+ en metastasis colorrectales y de carcinoma de células renales.

Pagées (PAGES et al, Oncogene, 2010, vol. 29, no 8, pp. 1093-1102) desvela el impacto prondstico de la infiltracion
tumoral por linfocitos T de memoria, particularmente de los tipos Th1 y citotdxicos.

Kawai (KAWAI et al., Interdisciplinary International Journal of the American Cancer Society, 2008, vol. 113, no 6, p.
1387-1395) desvela el impacto prondstico de la infiltracién tumoral por macréfagos y linfocitos T CD8+ en nidos de
cancer durante el cancer de pulmén de células no pequeias de estadio V.

Objeto de la invencidn
La invencion se define por las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico de supervivencia de un paciente que padece
un cancer solido, que comprende la cuantificacion de la densidad celular de células CD8+ y células dendriticas DC-
LAMP+ presentes en una muestra de tejido tumoral de dicho paciente, en donde una alta densidad de células CD8+
y células dendriticas DC-LAMP+ indica que el paciente tiene un prondstico favorable, una alta densidad de células
CD8+ y una baja densidad de células dendriticas DC-LAMP+ indica que el paciente tiene un mal pronéstico, y una
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baja densidad de células CD8+ y células dendriticas DC-LAMP+ indica que el paciente tiene el peor pronéstico.
Dicho método se usa en combinacion con la clasificacion de estadificacion tumor-ganglio-metastasis (TNM).

El método satisface una necesidad en la técnica que se sentia desde hace tiempo y en curso para predecir
correctamente y con exactitud la evolucién o el probable desenlace de cancer en un paciente, como se refleja en el
tiempo de supervivencia. La capacidad de hacer esto permite a los profesionales médicos adaptar individualmente
los protocolos de tratamiento para el cancer a pacientes particulares. Los pacientes que, segun el presente método,
tienen una alta probabilidad de un buen desenlace de terapia pueden no necesitar recibir los tratamientos mas
agresivos para experimentar un desenlace favorable, y asi pueden evitar o minimizar los efectos secundarios
asociados a dichos tratamientos, mientras que los pacientes con un mal prondstico se pueden tratar agresivamente
en la etapa mas precoz de la enfermedad o por otra terapia distinta a la usada.

Ademas, la combinacion del presente método y la clasificacion UICC-TNM, que es el método de estadificacion
actualmente usado, conduce a un método para el pronéstico de supervivencia con exactitud incluso mayor.

Descripcion detallada de la invencidon

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico de supervivencia de un paciente que padece
un cancer solido, que comprende las siguientes etapas:

a) cuantificar, en una muestra de tejido tumoral de dicho paciente, la densidad celular de células CD8+,

b) cuantificar, en una estructura linfoide inducida por tumor de dicho paciente, la densidad celular de células
dendriticas DC-LAMP+,

c) comparar los valores de densidad celular obtenidos en la etapa a) y b) con valores de referencia
predeterminados para cada tipo de células en cada localizacion, y

d) proporcionar un prondstico favorable del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de células CD8+ y células dendriticas DC-LAMP+ es superior a dichos valores de referencia
predeterminados,

proporcionar un mal prondstico del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad celular de
células CD8+ y células dendriticas DC-LAMP+ es inferior a dichos valores de referencia predeterminados, o
proporcionar un pronoéstico intermedio del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de un marcador es superior a dicho valor de referencia predeterminado y la densidad celular del otro
marcador es inferior a dicho valor de referencia predeterminado

siendo dicho método usado en combinacién con la clasificacion de estadificacion TNM.

El método de prondstico segun la invencion se puede usar solo o en combinacién con cualquier otro método ya
usado en la evaluacion del pronéstico de canceres soélidos, que incluye, pero no se limita a, parametros de estadio,
demografia y antropométricos, resultados de pruebas rutinarias clinicas o de laboratorio, que incluye tamafo del
tumor, presencia o ausencia de émbolos tumorales, y presencia o ausencia de invasion de ganglios linfaticos.

Por estructura linfoide inducida por tumor se indica la organizacion de leucocitos infiltrantes de tumor en estructura
de tipo ganglio linfatico (también denominadas estructuras linfoides terciarias) en el estroma de la masa tumoral y
esta compuesta por agrupaciones de linfocitos T de células dendriticas maduras (areas de linfocitos T) y foliculos de
linfocitos B (areas de linfocitos B). Normalmente, dependiendo de la seccion tumoral, solo se puede observar una de
las dos areas o ambas areas. Esta organizacion se denominé Ti-BALT de tejidos linfoides asociados a bronquios
inducidos por tumor en cancer de pulmon.

Por células dendriticas maduras se indica una poblacion de células dendriticas que son profesionales de la
presentacion de antigenos procesados a linfocitos T. Las células dendriticas maduras que infiltran el tumor se
localizan selectivamente en contacto con linfocitos T, en las areas ricas en linfocitos T de la estructura linfoide
inducida por tumor.

El método de la invencién se usa en combinacién con la clasificacion de estadificacion TNM del tumor (clasificacion
UICC-TNM, 2009), como la combinacion de DCs DC-LAMP+, células CD8+ y el estadio de tumor constituye un
método de prondstico incluso mas poderoso para supervivencia global.

En una realizacion de la invencion, el paciente es un paciente con un tumor de tamafio pequefio, es decir, el estadio
patolégico T del cancer del paciente es pT1.

En una realizacion alternativa, el paciente es un paciente con un tumor de tamafo intermedio, es decir, el estadio
patolégico T del cancer del paciente es pT2.

En otra realizacion mas, el paciente es un paciente con un tumor de tamafo grande, es decir, el estadio patolégico T
del cancer del paciente es pT3 o pT4.

En otra realizacion, el cancer no se diseminé a los ganglios linfaticos cercanos, es decir, el estadio patolégico N del
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cancer del paciente es pNO.

En otra realizacién mas, el cancer no se diseminé a los ganglios linfaticos cercanos, es decir, el estadio patolégico N
del cancer del paciente es pN1 o pN2.

En otra realizacion, el tumor del paciente metastatizd, el estadio patolégico M del cancer es pM1.

En otra realizacion, el tumor del paciente no metastatizo, el estadio patolégico M del cancer es pMO.

En otra realizacion, el paciente es un paciente con un estadio precoz de cancer, tal como cancer de estadio I.
En otra realizacion mas, el paciente es un paciente con un cancer de estadio Il.

En otra realizacion mas, el paciente es un paciente con un cancer de estadio avanzado, tal como un cancer de
estadio Ill.

En una realizacion de la invencion, el paciente es un paciente con estadio precoz de cancer que no recibidé ningun
neo-adyuvante, ni terapia adyuvante, tal como quimioterapia y/o radioterapia.

En una realizacién alternativa de la invencion, el paciente es un paciente con estadio avanzado de cancer que recibe
terapia adyuvante con o sin terapia neo-adyuvante, tal como quimioterapia y/o radioterapia.

Los estadios de multiples canceres se definen, por ejemplo, en UICC. TNM Classificacion of Malignant Tumours. 72
ed. Sobin LH, Gospodarowicz M, Wittetipo Ch: New York, 2009.

Normalmente, la muestra de tejido tumoral se selecciona del grupo que consiste en (i) una muestra tumoral primaria
global (en conjunto), (ii) una muestra de nido tumoral, (iii) una muestra de estroma de la seccién tumoral completa y
(iv) una muestra de estructura linfoide inducida por tumor.

Los nidos de células son pequefios focos o acumulacién de un tipo de célula que es diferente de las otras células en
el tejido. Por tanto, los nidos tumorales son una acumulacion de células tumorales rodeadas por células no
cancerosas.

El estroma es la trama conjuntiva de soporte de una célula bioldgica, tejido u érgano. En los tumores, las células del
estoma son células no tumorales. Comprende tejido conjuntivo, vasos, leucocitos y matriz extracelular.

En una realizacion mas preferida, las células CD8+ se cuantifican en una muestra de estroma de la seccién tumoral
completa.

La supervivencia definida en el método de la invencion puede ser la supervivencia global (OS), la supervivencia sin
enfermedad (DFS), o la supervivencia especifica de enfermedad (DSS). En una realizacién preferida, la
supervivencia es la supervivencia global (OS).

Los ejemplos de canceres sélidos con estructuras linfoides inducidas por tumor son canceres de pulmon, canceres
colorrectales y canceres de mama.

En una realizacién preferida, el cancer sélido es un cancer de pulmon.
En una realizacién mas preferida, el cancer sélido es un cancer de pulmén de células no pequenas.

Normalmente, la densidad de células CD8+ y la densidad de células dendriticas DC-LAMP+ se pueden medir, por
ejemplo, por inmunohistoquimica realizada en secciones tumorales (secciones de tejido congeladas o incorporadas
en parafina) de muestra obtenida por biopsia.

En una realizacion del método de la invencion, las células CD8+ se enumeran en los nidos tumorales y el estroma
de la seccion tumoral completa con el software Calopix (Tribvn), y se expresa como un nimero absoluto de células
positivas/um? de area superficial del tumor, con EEM calculado.

En una realizacién de la invencion, las células dendriticas DC-LAMP+ se detectan por inmunohistoquimica con un
anticuerpo contra la molécula DC-LAMP (CD208). Se cuentan las células dendriticas maduras en la seccién tumoral
completa. La densidad de células se puede expresar como el numero de células que se cuentan por una unidad de
area superficial de la seccidon de tumor, por ejemplo, como el nimero de células que se cuentan por campo de
potencia intermedio (aumento original x100) o ym?2 de area superficial del tumor.

Normalmente, los valores de referencia predeterminados para la densidad celular de células CD8+ y para la
densidad celular de células dendriticas se pueden determinar aplicando métodos estadisticos en estudios a gran
escala en pacientes con cancer.
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La divulgacion se refiere a un compuesto anticanceroso para su uso en un método de tratamiento por terapia
adyuvante de un paciente que padece un cancer sélido, en donde dicho método comprende las siguientes etapas:

a) identificar un paciente con un mal prondstico de supervivencia con un método de pronéstico de la invencion, y
b) tratar con el compuesto anticanceroso el paciente identificado.

Normalmente, los compuestos anticancerosos son un agente citotéxico, o un farmaco citotéxico o un radioisétopo
citotoxico. Los ejemplos de los farmacos citotéxicos son, sin limitacion, sales de platino, taxanos, derivados y
analogos de la vinca, gemcitabina, metotrexato, doxorubicina, citotoxina tal como exotoxina de Pseudomonas,
proteina G e inhibidores de receptores acoplados a proteina G. Los radioisotopos citotéxicos comunes son, por
ejemplo, 131|, 90Y, 77|_u’ 67Cu, 186Re, 188Re, 21ZBi y 213Bi.

A continuacion, la invencion se ilustrara por medio de los siguientes ejemplos vy figuras.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Supervivencia global para la cohorte completa de pacientes con NSCLC, asi como para
pacientes estratificados por densidad celular de DC y CD8+

Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para 342 pacientes con NSCLC: (A) todos los pacientes, y (B)
pacientes dependiendo de la puntuacion de DC/CD8. Se evaluaron las diferencias entre grupos de pacientes
usando la prueba del orden logaritmico. Se corrigieron los valores de p del rango logaritmico usando la férmula
propuesta por Altman et al. (Altman DG, Lausen B, Sauerbrei W, Schumacher M. Dangers of using "optimal"
cutpoints in the evaluation of prognostic factors. Medical Statistics Laboratory, Imperial Cancer Research Fund,
London, England. J Natl Cancer Inst. 1994 Jun 1;86(11):829-35.)

Figura 2: Supervivencia global para pacientes con NSCLC segtn el estadio T y puntuaciéon de DC/CD8
por estadio T

Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para 359 pacientes con NSCLC dependiendo del estadio
patolégico T (A), y puntuacion de DC/CD8 entre los estadios T1 (B), T2 (C) y T3 (D). Se evaluaron las diferencias
entre grupos de pacientes usando la prueba del orden logaritmico. Se corrigieron los valores de p del rango
logaritmico usando la férmula propuesta por Altman et al.

Figura 3: Supervivencia global para pacientes con NSCLC segun el estadio N y puntuacién de DC/CD8
por estadio N

Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para 359 pacientes con NSCLC dependiendo del estadio
patolégico N (A), y puntuacién de DC/CD8 entre estadios NO (B) y N positivo (C). Se evaluaron las diferencias
entre grupos de pacientes usando la prueba del orden logaritmico. Se corrigieron los valores de p del rango
logaritmico usando la férmula propuesta por Altman et al.

Figura 4: Supervivencia global para pacientes con NSCLC segiin émbolos y puntuacién de DC/CD8 con o
sin émbolos

Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para 338 pacientes con NSCLC dependiendo de los émbolos
(A), y puntuacién de DC/CD8 entre pacientes sin (B) o con émbolos (C). Se evaluaron las diferencias entre
grupos de pacientes usando la prueba del orden logaritmico. Se corrigieron los valores de p del rango logaritmico
usando la férmula propuesta por Altman et al.

Figura 5: Supervivencia global para pacientes con NSCLC segun estadio de pTNM y puntuaciéon de
DC/CD8 por estadio de pTNM

Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para 372 pacientes con NSCLC dependiendo del estadio
patolégico de TNM (A), y puntuacion de DC/CD8 entre el estadio | (B), estadio Il (C), y estadio Ill (D). Se
evaluaron las diferencias entre grupos de pacientes usando la prueba del orden logaritmico. Se corrigieron los
valores de p del rango logaritmico usando la formula propuesta por Altman et al.

Ejemplos
Ejemplo 1
Pacientes
Se obtuvieron muestras de tumor de pulmén frescas (n=54 pacientes), congeladas (n=28 pacientes) e incorporadas
en parafina (n=376 pacientes) de pacientes con NSCLC que se sometieron a una reseccion quirurgica completa de
sus tumores de pulmén en el Institut Mutualiste Montsouris o Hotel Dieu Hospital (Paris, Francia). Se recuperaron

retrospectivamente 376 pacientes con NSCLC (estadios | a IV, clasificacion UICC TNM 2009) operados entre el 15
de junio de 2001 y el 26 de noviembre de 2004. La clasificacién del grado de tumor se hizo siguiendo la
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recomendacion de la 72 edicion de la clasificacion TNM de tumores malignos publicada por la International Union
Against Cancer y el American Joint Committee on Cancer (Sobin, Cancer, 2010). No fueron aptos los pacientes que
recibieron quimioterapia neo-adyuvante o radioterapia. El tiempo de observacion de la cohorte fue el intervalo entre
la cirugia y el ultimo contacto (Ultimo seguimiento o muerte del paciente). Al finalizar el estudio, el seguimiento clinico
minimo fue 90 meses para el Ultimo paciente incluido en la cohorte. Los datos sobre los desenlaces a largo plazo se
obtuvieron retrospectivamente por consulta de los padrones municipales o la familia de los pacientes. Se obtuvo un
consentimiento informado por escrito de los pacientes antes de la inclusion en el estudio prospectivo. El protocolo
fue autorizado por el comité ético local (N°: 2008-133 y 2012-0612) en aplicacion del articulo L.1 121-1 de la ley
francesa.

Citometria de flujo

Se disociaron mecanicamente especimenes de tumor de pulmén fresco y se aislaron células mononucleares como
se ha descrito previamente (De Chaisemartin, L. et al., Cancer Res 71, 6391-6399 (2011)). Se tifieron las células
mononucleares con multiples paneles de anticuerpos conjugados con colorantes fluorescentes. Brevemente,
después de la saturacion con 2 % de suero humano, se incubaron las células mononucleares con los anticuerpos
primarios o controles de isotipo apropiados durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad. Se lavaron las células y se
fijaron en 0,5 % de formaldehido antes del andlisis en un citbmetro LSRIl o Fortessa (BD Biosciences). Se
analizaron los datos de citometria de flujo con los software Diva (BD Biosciences) y FlowJo (Tree Star, Inc).

Inmunohistoquimica

Para cada tumor de pulmén incorporado en parafina, dos observadores (un patdlogo experto y un investigador
cualificado para identificar las caracteristicas patologicas de NSCLC) seleccionaron la seccion de tumor que
contenia un area de tumor representativa con parénquima pulmonar adyacente, y la mayor densidad de células
inmunitarias sobre la seccidén de tejido tefiida con hematoxilina y eosina. Brevemente, se desparafinaron,
rehidrataron y pretrataron en tampoén apropiado secciones de tejido en serie de 5 ym para la recuperacion de
antigeno. Entonces, las secciones se incubaron con 5 % de suero humano durante 30 minutos antes de afiadir los
anticuerpos primarios apropiados seguido por anticuerpos secundarios. Se reveld la actividad enzimatica, como se
ha descrito (Dieu-Nosjean. et al. J. Clin. Oncol 26, 4410-4417 (2008)). Las imagenes se adquirieron usando un
Nanozoomer (Hamamatsu) operado con el software NDPview.

Método para la cuantificacion de células

Se contaron semicuantitativamente DCs DC-LAMP+ (puntuacién O, 1, 2, 3 y 4 para ninguna, densidad muy baja,
débil, intermedia y alta de células positivas, respectivamente) en cada campo de potencia intermedia (IPF) en las
areas tumorales de toda la seccién de tejido y se expresaron como puntuacién media por IPF, con EEMs calculados.
El nimero de DCs maduras DC-Lamp™ fue mas bajo que el numero de células descritas anteriormente, que permitié
a los inventores realizar un recuento cuantitativo. Las células tefiidas se expresaron como células medias por IPF,
con EEMs calculados.

Se enumeraron las células CD8+ en los nidos tumorales y el estroma de la seccidén tumoral completa con el software
Calopix, y se expresaron como un nimero absoluto de células positivas/um? de las areas de interés (Tribvn), con
EEMs calculados. Se revisaron tanto la inmunotincién como la cuantificacién por al menos dos observadores
independientes.

Analisis estadistico

Los inventores usaron la prueba de Mann-Whitney para comparar la densidad de células inmunitarias infiltrantes en
los diferentes tumores. Se evaluaron las correlaciones por la prueba de Spearman. Se estimaron la curvas de OS
por el método de Kaplan-Meier y se calcularon las diferencias entre los grupos de pacientes usando la prueba del
orden logaritmico. El inicio del seguimiento para OS fue el tiempo de cirugia. Junto con las densidades de DC
maduras vy linfocitos T CD8+, se probaron los siguientes parametros clinicos disponibles: estadio de TNM 2009,
estadio T, estadio N, tabaquismo, tipo histolégico, subtipo de adenocarcinoma, émbolos e invasion pleural. Con
respecto a las densidades celulares inmunitarias, se us6 el enfoque de "valor P minimo" para determinar el corte
para la mejor separacion de pacientes con referencia a su desenlace de OS (enfoque orientado por el desenlace).
Debido a que los valores de p obtenidos podrian ser sobreestimados, se corrigieron los valores de P del rango
logaritmico de OS usando la férmula propuesta por Altman et al. o usando validaciones cruzadas 10 veces. Se
considerd estadisticamente significativo un valor de p inferior a 0,05. Los parametros identificados en el analisis
monofactorial como resultado posiblemente influyente (P<0,05) se introdujeron en un modelo de regresion
multifactorial de riesgos proporcionales de Cox. Todos los analisis se realizaron con Prism 5 (GraphPad), Statview
(Abacus Systems) y R (http://www.r-project.org/). La matriz de correlacién se hizo usando agrupacion jerarquica con
el software Genesis (Institute for Genomics and Bioinformatics, Gratz, Austria; Sturn et al., Bioinformatics, 2002).

1 - Alta densidad de DC maduras predice altos niveles de infiltracion de linfocito T CD8* en tumores de
pulmén
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Los inventores observaron una estrecha asociacion entre la densidad de DC maduras con la funcidn citotdxica-
efectora, los inventores investigaron ademas la relacion entre la infiltracion de DC maduras vy linfocitos T CD8*.
Puesto que se espera que los linfocitos T CD8" establezcan un contacto con células tumorales para ejercer su
funcidn citolitica, los inventores discriminaron los linfocitos T CD8* presentes en los nidos tumorales y en el estroma
en el siguiente analisis.

En una serie retrospectiva de 376 pacientes con NSCLC (estadios | a IV, clasificacién de UICC TNM 2009), los
inventores cuantificaron los linfocitos T CD8* del estroma (CD8s), linfocitos T CD8* del nido tumoral (CD8t) y DC
DC-Lamp* maduras. Como se ha observado previamente en tumores de pulmén de estadio precoz, los inventores
confirmaron que las DC maduras se recirculan selectivamente en las areas ricas en linfocitos T de TLS adyacentes a
vasos PNAd™" y foliculos de linfocitos B en tumores de pulmén de todos los estadios.

Segun los resultados anteriores, los inventores observaron una mayor densidad de tanto células CD8t como CD8s
entre tumores DC-Lamp! frente a DC-Lamp'°® (media=254 frente a 138 CD81/mm?, P=0,0003; media=843 frente a
553 CD8s/mm? P<0,0001, respectivamente). Por consiguiente, la subestratificacion de pacientes DC-LampH y DC-
Lamp'° segun densidades de células CD8s y CD8rt reveld que 84 % de los pacientes DC-LampHi fueron CD8" en al
menos una region, y en particular 55 % fueron altos en ambas regiones. Estas proporciones se redujeron
enormemente en pacientes DC-Lamp'° con 61 % de CD8"i en al menos una region, y solo 33 % en ambas regiones.
De forma interesante, los pacientes con tumores CD8s-°/CD8t"i fueron raros en ambos grupos DC-Lamp, segun el
trafico de linfocitos T infiltrante del estroma a los nidos tumorales. Las principales diferencias entre pacientes DC-
LampHi frente a DC-Lamp'° se refirieron al porcentaje de pacientes CDSsMCDSt™ y CD8s-°CD87-° mientras que los
porcentajes de grupos mixtos (CD8sMCD8r-° y CD8s-°CD8tH) fueron bastante invariables.

Por completo, estos resultados demuestran que una alta densidad de DC maduras esta estrechamente relacionada
con una fuerte infiltracion de linfocitos T CD8*.

2 - La densidad de DC maduras esta asociada con la infiltracion de linfocitos T CD8* de diferenciacion
precoz y de memoria efectora en tumores de pulmén humano

Los inventores realizaron analisis de citometria de flujo a gran escala en 54 NSCLC humanos recién reseccionados
para caracterizar el infiltrado inmunitario segun la densidad de DC maduros DC-Lamp*. Los inventores observaron
un porcentaje significativo mas alto de linfocitos T totales CD3*, CD3*CD4* y CD3*CD8*, una tendencia no
significativa para linfocitos B CD19* y ninguna diferencia para células NK CD3-CD56* entre células mononucleares
totales entre pacientes con una alta densidad de DC-Lamp* DC (pacientes DC-Lamp") frente a pacientes con una
baja densidad de DC DC-Lamp* (pacientes DC-Lamp°). Los tumores DC-Lampti tuvieron una cantidad
significativamente mayor de linfocitos T CD62L*CD4* y CD62L*CD8* que los tumores DC-Lamp'®, segun la
localizacién selectiva de linfocitos T CD62L* dentro de TLS. Los inventores también observaron un aumento
significativo y concomitante de los linfocitos T CD62L-CD4* y CD62L-CD8" experimentados por antigeno, que
representan la mayoria de TIL entre células mononucleares totales, entre tumores DC-Lamp™ frente a DC-Lamp'°.
En comparacion con tumores DC-Lamp'®, los tumores DC-Lamp* estuvieron mas infiltrados por linfocitos T CD38* o
CD69* CD8* activados y por las cuatro subpoblaciones principales de linfocitos T CD8* de memoria efectora
(CD45RACCR7-CD27*°-CD28*°").

En general, estos resultados demuestran que los tumores DC-Lamp™ tienen mayores numeros de linfocitos T
intactos y de diferenciacion precoz asociados a TLS, asi como un mayor numero de linfocitos T no TLS de memoria
efectora activados, que tumores DC-Lamp*©.

3 - La densidad de TLS DC permite la identificaciéon de pacientes CD8" y CD8'° con alto riesgo de muerte

Puesto que los inventores observaron que altas densidades de linfocitos T CD8* se detectaron en ambos grupos de
pacientes DC-Lampti y DC-Lamp"°, los inventores evaluaron a continuacion el valor pronéstico de cada variable sola
y en combinacion.

Las curvas de Kaplan-Meier indican que las densidades de DC maduras (P=9,1x109), células CD8s (P=0,0019) y
células CD8t (P=0,0228) se correlacionaron con supervivencia global (OS) mas larga.

Puesto que la presencia de DC maduras y células CD8+ en los tumores influye positivamente en el desenlace de los
pacientes con cancer de pulmoén, los inventores estratificaron los pacientes en 4 grupos segun la densidad alta o
baja de cada marcador (DC-LampH/CD8H, DC-LampH/CD8°, DC-Lamp-°/CD8" y DC-Lamp-°/CD8Y). Los
inventores observaron que el grupo de pacientes con tumores DC-Lamp* independientemente de la densidad de
células CD8s tenia el riesgo de muerte mas bajo (P=3,4 x10%7, la mediana de OS fue 92 meses para pacientes DC-
LampH/CD8sM y 100 meses para pacientes DC-Lamp"/CD8s'°), como se observo para pacientes DC-Lampti. De
forma interesante, solo los pacientes DC-Lamp™ presentan una supervivencia mejorada en comparacion con la
cohorte completa. A diferencia, los pacientes con una baja densidad de tanto células dendriticas como CD8s
estuvieron en el mayor riesgo de muerte (la mediana de OS fue 22 meses) en comparacién con cada marcador



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2755165 T3

inmunitario solo (OS media DC-Lamp-°=36 meses, OS media CD8s°=40 meses). Los pacientes con tumores DC-
Lamp-°/CD8sHi estuvieron en un riesgo de muerte intermedio (mediana de OS=41 meses). Se obtuvieron los mismos
resultados cuando el analisis se realizé en la combinacién de DC-Lamp con células CD8t (datos no mostrados).
Analisis adicionales con 100 repeticiones de validaciones cruzadas dos veces confirmaron el alto valor pronéstico y
significativo de la puntuacién de DC-Lamp/CD8s (99/100 pruebas validadas de forma cruzada, mediana del valor de
p= 4,7x10%4). Usando analisis de regresion multifactorial de Cox, el estadio de pTNM vy la puntuacion de DC-
Lamp/CD8s fueron los unicos criterios significativamente e independientemente asociados a OS (HR=1,70y 0,71, y
P=2,83x10"97 y 4,50x10%7, respectivamente).

En conjunto, estos datos demuestran que DC-Lamp solo es un buen marcador para la identificacion de pacientes
con un desenlace favorable mientras que la combinacién de CD8 con DC-Lamp permite la identificacién de
pacientes con el mayor riesgo de muerte. Finalmente, la puntuacién de DC-Lamp/CD8s y el estadio de pTNM
constituyen dos factores de pronéstico independientes y poderosos.

Ejemplo 2
Pacientes

Se obtuvieron muestras de tumor de pulmoén incorporadas en parafina (n=372 tumores) de pacientes con NSCLC
(estadios | a 1V, clasificacion de UICC TNM 2009), que se sometieron a una reseccién quirdrgica completa de sus
tumores de pulmoén en el Institut Mutualiste Montsouris o Hotel Dieu Hospital (Paris, Francia). Fuero aptos pacientes
con un estado de rendimiento del Grupo de Oncologia Cooperativo del Este (Finkelstein et al., Am J Clin Oncol,
1988) <1. La clasificacion del grado de tumor grade se hizo siguiendo la recomendacién de la 72 ediciéon de la
clasificacion de TNM de tumores malignos publicada por la International Union Against Cancer y el American Joint
Committee on Cancer (Sobin, Cancer, 2010). Se recuperaron retrospectivamente pacientes operados entre el 15 de
junio de 2001 y el 31 de diciembre de 2004. No fueron aptos los pacientes que recibieron quimioterapia neo-
adyuvante o radioterapia. El tiempo de observacion de la cohorte fue el intervalo entre el diagndstico y el ultimo
contacto (Ultimo seguimiento o muerte del paciente). Al finalizar el estudio, el seguimiento clinico minimo fue 90
meses para el ultimo paciente incluido en la cohorte. Los datos sobre los desenlaces a largo plazo se obtuvieron
retrospectivamente por consulta de los padrones municipales o la familia de los pacientes. Se obtuvo un
consentimiento informado por escrito de los pacientes antes de la inclusion en el estudio prospectivo. El protocolo
fue autorizado por el comité ético local (N°: 2008-133 y 2012-0612) y por Assistance Publique-Hopitaux de Paris
(AP-HP), en aplicacion del articulo L.1 121-1 de la ley francesa.

1 - Parametros clinico-patolégicos de la cohorte

Se enrolaron un total de 372 pacientes operados para un NSCLC (todos los estadios) en un estudio reprospectivo.
La supervivencia global de la cohorte completa se muestra en la Fig. 1A. Como se describe en la bibliografia, el
estadio patologico T (pT), estadio N (pN), estadio TNM (pTNM) (72 ediciéon, 2010) y los émbolos tumorales se
correlacionaron significativamente con la supervivencia global.

2 - El estadio T predice mejor el desenlace clinico de pacientes con NSCLC cuando se combina con la
densidad de DC maduras y células CD8+

El estadio patoldgico T es uno de los métodos de referencia en la clinica. Como se ha establecido bien, pT se asoci6
a supervivencia mas larga de pacientes con NSCLC (Fig. 2A, P<0,0001). Los inventores quisieron entonces
comparar el valor de prondstico del estadio T segun la densidad de DC DC-Lamp+ y linfocitos T CD8* infiltrantes de
tumor

Puesto que se demostré previamente que la presencia de DC maduras y linfocitos T CD8* se asociaba a desenlace
clinico favorable en pacientes con NSCLC (véase el Ejemplo 1), los inventores estratificaron los pacientes en 4
grupos segun las densidades alta/baja de DC maduras DC-Lamp+ y linfocitos T del estroma CD8+ (DC CD8_Hi Hi,
DC CD8 Hi Lo, DC CD8_Lo Hi, DC CD8 Lo Lo). Como se observo previamente, el porcentaje de pacientes con
tumores "DC CD8 Hi Lo" fue muy escaso, que hizo muy dificil el analisis estadistico con este grupo, y la
interpretacion muy limitada. La Figura 1B mostré que la combinacion DC/CD8 se correlaciona con una supervivencia
global favorable (P<0,0001). Entonces, los inventores estudiaron el impacto de la puntuacion de DC/CD8 sobre los
pacientes estratificados por estadio pT.

Entre el estadio pT1, las curvas de Kaplan-Meier indicaron que la densidad de las células inmunitarias no se
recorrelacionaron significativamente con la supervivencia (Fig. 2B). Los pacientes con alta densidad de al menos un
tipo de célula inmunitaria (pacientes DC CD8_Hi Hi, DC CD8 Hi Lo o DC CD8_Lo Hi) tuvieron la misma
supervivencia global (OS) que los pacientes pT1 (alrededor 100 meses). A diferencia, los pacientes con tumores DC
CD8_Lo Lo tuvieron un peor prondstico en comparacion con los pacientes pT1 (la OS media fueron 68 y 99 meses,
respectivamente). Esta tendencia llegd a ser incluso mas significativa en el estadio pT2 (OS media=23 y 64 meses
para pacientes DC CD8_ Lo Lo y pacientes pT2, respectivamente).
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Entre el estadio pT2, la combinacion DC/CD8 permitié la identificacion de grupos de pacientes con supervivencia a
largo plazo (OS media para pacientes DC CD8_ Hi Hi fue 85 meses) y supervivencia a corto plazo (OS media para
pacientes DC CD8_Lo Lo fue 23 meses), mientras que los pacientes con tumores DC CD8_Lo Hi tuvieron la misma
OS media que los pacientes pT2 (OS media=69 y 64 meses, respectivamente). Entre el estadio pT3, la alta densidad
de tanto DC como linfocitos T CD8* predijo mejor un desenlace favorable (OS media=69 meses) que la baja
densidad de DC independientemente de la densidad de linfocitos T CD8* (OS media=23 y 15 meses para pacientes
DC CD8_Lo Hi y DC CD8_Lo Lo, respectivamente) o pacientes de estadio pT3 (OS media=24 meses). La principal
diferencia entre estadios pT2 y pT3 en términos de supervivencia fue el grupo de pacientes con tumores DC CD8 Lo
Hi que cambiaron de un riesgo de muerte de intermedio a alto, respectivamente, y tuvieron exactamente el mismo
desenlace que los grupos de pacientes pT2 y pT3.

En conjunto, estos datos indicaron que la combinacién de la densidad de tanto DC como CTL, y el estadio pT
predice mejor la supervivencia global de pacientes con NSCLC que el tratamiento de referencia el estadio pT solo.

3 - Densidad de tanto DC como CTL con el estadio N predice mejor el desenlace clinico de pacientes con
NSCLC que el estadio N solo

Los inventores investigaron a continuacion la influencia de la puntuaciéon de DC/CD8 sobre el valor de prondstico del
estadio N (Fig. 3). Se conoce que el estadio N es un marcador prondstico para OS, como se muestra en la Fig. 3A.
Entre pacientes sin invasion detectable de ganglios linfaticos, aquellos con alta densidad de DC infiltrantes tuvieron
una supervivencia prolongada (OS media fue 99 y 111 meses para pacientes con tumores DC CD8_Hi Hi y DC
CD8_Hi Lo, respectivamente), mientras que los pacientes con DC CD8_Lo Lo tuvieron un desenlace muy malo (OS
media fue 49 meses), en comparacion con la referencia que es pacientes con estadio NO (OS media=73 meses)
(Fig. 3A-B). Los pacientes con DC CD8_Lo Hi tuvieron un comportamiento similar al estadio NO de referencia (OS
media=79 frente a 73 meses, respectivamente). Para pacientes con participacion de los ganglios linfaticos (Fig.
3A,C), la situacion es incluso mas llamativa. Hubo una diferencia importante para OS basado en la estratificacion de
DC-Lamp. En comparacion con la referencia (OS media=25 meses para pacientes N+), los pacientes con alta
densidad de DC cualquiera que fuera la densidad de linfocitos T CD8* tuvieron la mayor tasa y supervivencia media
(OS de 10 afios =45 %, OS media=64 meses para pacientes DC CD8_Hi Hi). Se observé la misma tendencia para
pacientes DC CD8_Hi Lo, pero su numero era demasiado bajo para llegar a una conclusion). A diferencia, los
pacientes con baja densidad de DC tuvieron la peor tasa y desenlace medio (OS de 10 afios=5 %, OS media=14
meses). Nuevamente, las curvas de Kaplan-Meier para pacientes DC CD8_Lo Hi y pacientes N+ fueron exactamente
similares (Fig. 3A-C).

Estos resultados demostraron claramente que la adicién de DC y CD8 con el estadio N (como referencia) permiten
una discriminacién mejor de pacientes con riesgo de muerte alto frente a bajo, especialmente en el grupo de
pacientes con invasion de los ganglios linfaticos.

4 - La combinacion de DC, CD8 y émbolos predice mejor la supervivencia global que los émbolos solos

La invasion vascular y linfatica es el signo mas temprano de extension de células tumorales en el cuerpo. Este
criterio también se evalua por profesionales clinicos ya que esta asociado con mala supervivencia, como se muestra
en la Figura 4A. Asi, los inventores estudiaron a continuacion el valor de prondstico de la puntuacion de DC/CD8
entre pacientes con NSCLC con o sin émbolos (Fig. 4). La combinacion DC/CD8 permitié una mejor identificacion de
pacientes con desenlace favorable frente a peor (Fig. 4B-C) en comparacion con pacientes estratificados por
émbolos solo (Fig. 4A). Entre pacientes sin ningin émbolo detectable, el grupo de pacientes con baja densidad de
ambos tipos inmunitarios de células tenia un OS muy malo (OS media=54 meses), mientras que los otros 3 grupos
tenian una OS ligeramente mas larga (OS media fue 92, 101 y 111 meses para pacientes DC CD8_Hi Hi, DC
CD8_Lo Hi, y DC CD8_Hi Lo, respectivamente), en comparacion con el grupo de pacientes con émbolos negativos
(OS media=83 meses). Los criterios inmunitarios fueron mucho mas predictivos para supervivencia para pacientes
con émbolos (Fig. 4C, P<0,0001). Los pacientes con DC CD8_ Hi Hi estuvieron en bajo riesgo de muerte (OS
media=84 meses), pacientes con DC CD8_Lo Lo estuvieron en riesgo muy alto de mala supervivencia (OS
media=16 meses), mientras que los pacientes con densidades mixtas de células inmunitarias tuvieron casi la misma
OS media (OS media fue 46 y 32 meses para pacientes DC CD8_Hi Lo y DC CD8_Lo Hi, respectivamente) que los
pacientes con émbolos (OS media=40 meses).

Estos datos muestran que la combinacion de parametros de DC, CD8 y émbolos permite una mejor estratificacion de
pacientes con NSCLC para supervivencia.

5 - Mejor supervivencia de pacientes con NSCLC estratificado por estadio de TNM y puntuacion de DC/CD8

Finalmente, los inventores probaron la potencia del valor pronéstico de la nueva clasificacion de pTNM (2010) con o
sin la puntuacion de DC/CD8 (Fig. 5). Como era de esperar, TNM era un marcador de prondstico para OS (Fig. 5).
Como antes, el impacto del prondstico de pacientes estratificados por la puntuaciéon inmunitaria llegé a ser cada vez
mas significativa durante la progresion de la enfermedad. Desde el estadio precoz de NSCLC, bajas densidades de
células dendriticas y CD8+ identificaron pacientes con el peor desenlace (OS media fueron 61 frente a 99 meses
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para pacientes DC CD8_Lo Lo y pacientes de estadio |, respectivamente; Fig. 5A-B) mientras que los 3 otros grupos
de pacientes DC/CD8 tuvieron la misma OS media que los pacientes de estadio I. Entre pacientes con el estadio de
enfermedad mas avanzado, aquellos con alta densidad de DC maduras tuvieron un beneficio importante en términos
de supervivencia (OS media=64 meses) en comparacién con grupos de DC bajas de pacientes (OS media fue 10 y
13 meses para pacientes DC CD8_Lo Hi y DC CD8_Lo Lo, respectivamente), o pacientes de estadio Il (OS
media=18 meses) (Fig. 5A,D). Otra vez, sea cual sea el estadio de la enfermedad, los pacientes DC CD8 Lo Hi
siempre tuvieron el mismo comportamiento que aquellos con respecto a la referencia.

En conjunto, la puntuacion de DC/CD8 potencia el valor de pronéstico del estadio de TNM. La combinacion de la
puntuacién de DC/CD8 con el estadio de pTNM da una vista mas refinada del prondstico de pacientes con un cancer
sélido con estructuras linfoides inducidas por tumor tales como NSCLC.

Referencias

En toda la presente solicitud, diversas referencias describen el estado de la técnica a la que se refiere la presente
invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el pronéstico de supervivencia de un paciente que padece un cancer solido, que
comprende las siguientes etapas:

a) cuantificar, en una muestra de tejido tumoral de dicho paciente, la densidad celular de células CD8+,

b) cuantificar, en una estructura linfoide inducida por tumor de dicho paciente, la densidad celular de células
dendriticas DC-LAMP+,

c) comparar los valores de densidad celular obtenidos en la etapa a) y b) con valores de referencia
predeterminados para cada tipo de células en cada localizacién, y

d) proporcionar un prondstico favorable del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de células CD8+ y las células dendriticas DC-LAMP+ es superior a dichos valores de referencia
predeterminados,

proporcionar un mal prondstico del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad celular de
células CD8+ y células dendriticas DC-LAMP+ son inferiores a dichos valores de referencia predeterminados, o
proporcionar un pronoéstico intermedio del tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de un marcador es superior a dicho valor de referencia predeterminado y la densidad celular del otro
marcador es inferior a dicho valor de referencia predeterminado,

en donde el método se usa en combinacién con la clasificacion de estadificacion TNM.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el estadio patoldgico T del cancer del paciente es pT1.
3. El método de la reivindicacion 1, en donde el estadio patologico T del cancer del paciente es pT2.
4. El método de la reivindicacién 1, en donde el estadio patolégico T del cancer del paciente es pT3 o pT4.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el estadio patolégico N del cancer del paciente es
pNO.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el estadio patologico N del cancer del paciente es
pN1 o pN2.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde el paciente es un paciente con cancer de estadio .

8. El método de la reivindicacion 1, en donde el paciente es un paciente con cancer de estadio Il o lll.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la muestra de tejido tumoral se selecciona del
grupo que consiste en (i) una muestra tumoral primaria global (en conjunto), (ii) una muestra de nido tumoral, (iii) una

muestra de estroma de la seccién tumoral completa y (iv) una muestra de estructura linfoide inducida por tumor.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde las células CD8+ se cuantifican en una muestra
de estroma de la seccion tumoral completa.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el cancer sélido es un cancer de pulmon, un
cancer colorrectal o un cancer de mama.

12. El método de la reivindicacion 11, en donde el cancer sélido es un cancer de pulmén.
13. El método de la reivindicacion 12, en donde el cancer sélido es un cancer de pulmoén de células no pequefias.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde la supervivencia es la supervivencia especifica
de enfermedad (DSS), la supervivencia sin enfermedad (DFS) o la supervivencia global (OS).

11



ES 2755165 T3

Figura 1
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