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Biomarcadores de respuesta inmune 



Reacción inmune contra las células tumorales 



- Estos puntos de control 
inhibidores probablemente 
ayudan a los tejidos normales a 
evitar respuestas autoinmunes. 
 

- Los tumores pueden disregular 
los puntos de control y vías 
activadoras y por lo tanteo 
inhibir la respuesta inmune. 
 

- La inhibición dirigida de estos 
checkpoints pueden reactivar la 
respuesta inmune. 
 



Pardoll DM. Nat. Rev. Cancer. 2012,12(4):252-264. 

Los dos principales reguladores de checkpoints inmunes y las respuestas inmunes. 
A: CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associate antigen-4) 
 



Pardoll DM. Nat. Rev. Cancer. 2012,12(4):252-264. 

B: PD-1 (Programmed cell death receptor) 
 













Inmunoterapia, una corta historia 

• 1990. Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) en tratamiento de cáncer urotelial 
 

• 2013. Ipilimumab, (anti-CTLA-4) en melanoma 
• 2014. Pembrolizumab (anti-PD-1) y Nivolumab (anti-PD-1) en melanoma 
• 2015. Nivolumab y Pembrolizumab en CPCNP 
• 2016. Nivolumab en Carcinomas de Cabeza y Cuello. 
• 2016. Atezolizumab (anti-PD-L1) en cáncer de vejiga.  
• 2016. Atezolizumab en  CPCNP 
• 2016. Nivolumab y Pembrolizumab en Linfoma de Hodgkin clásico 



Inmunoterapia, una corta historia 
• Actualmente: Cánceres Hipermutados (Carga Mutacional) 

– Melanoma, Pulmón 

 

 

 

 

 

 

- MMR (mismatch repair deficiency): colorrectal, endometrio, cerebral 
• Mutaciones germinales (Lynch) o esporádicas (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) 

• Silenciamiento epigenético (hipermutación de MLH1) 

 

 

 

Lawrence MS et al  
Nature  499: 214-218 (Jul 2013)  





Inmunoterapia, una corta historia 

• Próximamente: 

– Nivolumab en cáncer de ovario 

– Nivolumab en carcinoma de células renales 

– Combinaciones de inmunoterapia / QT 

 



Respuesta al tratamiento anti-PD1/PD-L1 en pacientes 
no seleccionados 

Neoplasia Ratio de Respuesta 

Pulmón 20% 

CCR 25% 

Vejiga 18% 

Ovario 15-18% 

Mama 18% 

Dr R. Aggarwal  
ASCO Chicago, 2016 
 





PD-L1 se expresa de manera 
amplia y dinámica en células 
presentadoras de antígenos y 
otras células inmunes 
 
 
 
 
 
 
 
 
PD-L1 se expresa en múltiples 
tipos de cáncer 



Permite identificar grupos de pacientes con tasas de respuesta importantes 

 

Limitaciones: 
1. Variabilidad de técnicas utilizadas (hasta un 25% de diferencia 

según el anticuerpo empleado), 

2. Heterogeneidad de estudios, con marcaje de células tumorales, de 
células inmunitarias o de ambas e incertidumbre sobre el 
significado  de estos diferentes tipos de marcaje, 

3. Heterogeneidad/Variabilidad de expresión de PD-L1 a nivel espacial 
y temporal. 

Expresión Intratumoral de PD-L1 mediante Inmunohistoquímica 



Farmaco Diana 
Test IHQ 

PD-L1 
Epítopo del Ac 

PD-L1 
Inmuno-
teñidor 

Sistema de 
Detección 

Nivolumab PD1 28-8  Extracelular 
Dako Link 48 Envision Flex 

Pembrolizumab PD1 22C3 Extracelular 

Atezolizumab PD-L1 SP142  Citoplasmático Ventana 
Benchmark  

Optiview + 
Amplificación 

Durvalumab PD-L1 SP263  Citoplasmático Optiview 

Avelumab PD-L1 73-10 Citoplasmático Dako Link 48 Envision Flex 

Inhibidores de Checkpoints inmunes y Tests Inmunohistoquímicos asociados 



Farmaco 
Test IHQ 

PD-L1 
PD-L1 scoring 

Puntos de corte 
en ensayos 

clínicos 

FDA Diagnostic 
Status 

Nivolumab 28-8 Cel. Tumorales 1%, 5%, 10% Complementary 

Pembrolizumab 22C3 Cel. Tumorales 1%, 50% Companion 

Atezolizumab SP142 
Cel. Tumorales(TC) 1%, 5%, 50% 

Complementary 
Cel. Inmunes (IC) 1%, 5%, 10% 

Durvalumab SP263 Cel. Tumorales 25% Unknown 

Avelumab 73-10 Cel. Tumorales 1%, 50%, 80% Unknown 

E1L3N Cel. Tumorales 
Unknown 

 

Tests de Inmunohistoquímica 

Companion Diagnostic: El test es esencial para el uso seguro y efectivo del fármaco. 
Complementary Diagnostic: El test da información que ayuda en la decisión terapéutica sobre el  
riesgo/beneficio, sin restringir el acceso al fármaco 





La tasa de PD-L1-positivos varía con los diferentes tests 
diagnósticos 

Cancer Antibody PD-L1 cutoff PD-L1 positive rate 

NSCLC SP142 
 

Tumor Cell 1/2/3  
or 
Immune Cell 1/2/3  

65% 
 
J Clin Oncol 33, 2015 (suppl; abstr 3015) 

NSCLC 22C3 
 

TPS≥50%  23% 
Garon et al. NEJM April 2015 

NSCLC SP263 
 

Tumor cells >25% 23% 
J Clin Oncol 33, 2015 (suppl; abstr 8032) 

Urothelial 22C3 
 

Tumor cells ≥1%  64%  
Presented By Elizabeth Plimack at 2015 ASCO Annual 
Meeting 

Urothelial SP142 
 

Immune Cell 2/3 26% 
http://www.roche.com/investors/updates/inv-update-2016-
01-08.htm 

TC: tumor cells, IC: immune cells, TPS: tumor proportion score 









 
 

• Los test se han desarrollado con el principio “un test-un fármaco” 
 

• Criterios de cuantificación e interpretación específicos 
 

• Desarrollo del test diagnóstico ligado a la respuesta clínica al 
fármaco 



• Se compararon dos anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 
comerciales que reconocen el dominio intracelular: 

– SP142 Ventana 

– E1L3N Cell Signaling Technology 

• 49 casos de CPCNP de archivo 

• Mediante IHQ e IFC 



PD-L1 E1L3N 
Cortesía Dr. M. Medina 



  Resultados: 

– Gran heterogeneidad intratumoral 
 

– No concordancia en IHQ 



M. Ratcliffe. 2016 American Association for Cancer Research Annual Meeting. Abstract LB-094 



Radcliffe’s study 

• Se testaron tres métodos disponibles comercialmente:  

– Ventana SP263 

– Dako 28-8 

– Dako 22C3 

• 500 NSCLC de archivo (54% no escamosos y 43% escamosos) 

• Evaluados por un único patólogo 



Conclusions: This study indicates that the patient population defined by Ventana 
SP263 at the 25% cut off is similar to that identified by the Dako-28-8 assay at the 10% 
tumour membrane cut off.  

 

This, together with data on the 22C3 assay, will enable cross  comparison of studies 
using different PD-L1 tests, and widen options for harmonization of PD-L1 diagnostic 
testing. 

Radcliffe’s study 



 
 A “Blueprint Proposal” for Companion Diagnostic Comparability  

Blueprint Working Group Members:  
 
Steven Averbuch, MD. Vice President, Development, Oncology & Pharmacodiagnostics, Bristol-Myers 
Squibb  
Kenneth Emancipator, MD. Executive Medical Director, Merck Research Laboratories  
Ian McCaffery, PhD. Head Companion Diagnostic Development, Oncology Biomarker Development, 
Genentech  
Abigail McElhinny, PhD. Vice President, Assay and Reagent Development, Ventana Medical Systems Inc.  
Dave Stanforth. Director, Head of R&D, Companion Diagnostics, Agilent Technologies  
Jill Walker, PhD. Executive Director, Companion Diagnostic Development, Immuno-Oncology, 
AstraZeneca  
Doug Ward. Vice President & General Manager, Companion Diagnostics, Ventana Medical Systems Inc.  
 
March 2015 



 
 The Blueprint PD-L1 IHC Assay Comparison Project  

Retos 
 

- Realizar un test para cada fármaco no es práctico: 
Falta de muestra, retraso en tiempo, costes 

 
- Emplear un único test para todos los fármacos tampoco lo es  
Equipamiento, realización del test y criterios de gradación e interpretación son 
específicos para cada test desarrollado 

 
- Podría ser perjudicial para los pacientes si se cruzaran test-fármacos 

de forma indebida sin una revisión de validez clínica adecuada 



 
 A Blueprint Proposal for Companion Diagnostic Comparability  

PD-L1 Assay Analytical Performance Comparison  

 

Objetivo: Comparar los sistemas Dako y Ventana de detección 
inmunohistoquímica de PD-L1 para establecer el nivel de 
similaridad analítica.  





Blueprint Project 

• Fase 1: 

– 39 casos de resección de CPCNP  y 4 controles 

– Evaluados por tres patólogos 

– Análisis de  

• % de células tumorales teñidas y 

• % de células inflamatorias teñidas 



Expresión en células tumorales 



Expresión en células inmunes 



Blueprint Project 

Resultados: 
• 3 de los 4 anticuerpos evaluados 

proporcionaron datos muy similares en 
tinción de células tumorales 

 

 

 

• Gran variabilidad en cuantificación de 
células inmunes (no training) 

FR Hirsch. AACR 2016 





Blueprint Project 

• Fase 2: 
– 81 casos de bloques celulares, biopsia y resección de CPCNP 

– Evaluados por 25 patólogos 

– Ac: 22C3(Dako), 28-8(Dako), SP263(Ventana), SP142(Ventana), 73-10(Dako) 

– Análisis de  

• % de células tumorales teñidas y 

• % de células inflamatorias teñidas 

M.S. Tsao, IASLC 18th World Conference on Lung Cancer, Octubre 2017 



Single cell spread Aggregates 

Immune cell scoring (SP142) 



Buena reproducibilidad entre todos los patólogos en el análisis 
de células tumorales 

All 

cases 

NSCLC 

tissue only 

Cytology 

only 

22C3 0.91 0.91 0.91 

28-8 0.86 0.88 0.77 

SP-142 0.81 0.85 0.76 

SP-263 0.90 0.93 0.82 

73-10 0.89 0.91 0.82 

All assays 0.91 0.93 0.84 

DIGITAL 

All 

cases 

NSCLC 

tissue only 

Cytology 

only 

22C3 0.89 0.87 0.88 

28-8 0.92 0.94 0.87 

SP-142 0.86 0.84 0.90 

SP-263 0.86 0.89 0.79 

73-10 0.93 0.93 0.84 

All assays 0.86 0.89 0.77 

GLASS SLIDE 

ICC:  >0.90 excellent 0.75-0.9: good 
Koo TK & Li MY, J Chiropr Med 2016;15:155-63  



Comparability among five assays on tumor cell staining 

Each circle represents the mean of all scores (glass slide & digital combined) 



Escasa reproducibilidad entre patólogos en análisis de células 
inmunes 

All 

cases 

NSCLC 

tissue only 

22C3 0.28 0.23 

28-8 0.19 0.14 

SP-142 0.36 0.28 

SP-263 0.25 0.13 

73-10 0.17 0.10 

All 

assays 
0.19 0.11 

DIGITAL 

All 

cases 

NSCLC 

tissue only 

22C3 0.27 0.19 

28-8 0.29 0.19 

SP-142 0.33 0.25 

SP-263 0.17 0.10 

73-10 0.17 0.11 

All 

assays 
0.21 0.13 

GLASS SLIDE 

Fleiss Kappa statistics:    0.40-0.59: weak 0.20-0.39: minimal <0.01-0.20: slight/none 



1. 22C3, 28-8 y SP263 son comparables, SP142 detecta menos y 73-10 tiñe 
mas células tumorales 

2. Análisis de PD-L1 en imágenes digitales y laminillas muestra resultados 
comparables 

3. La cuantificación de PD-L1 en células tumorales por patólogos en 
muestras de tejido es muy reproducible 

4. La cuantificación de expresión de PD-L1 en células inmunes es poco 
reproducible  

5. El análisis de expresión de PD-L1 expresion en bloques celulares puede 
tener cierta reproducibilidad. Requiere confirmación. 

Conclusiones de BluePrint 2 



El CAP no se compromete…. Aconseja seguir las indicaciones  

 

Las farmaceuticas se van adaptando….  

 Pembrolizumab ya puede prescribirse con IHQ positiva          
con 22C3 o SP263 

 

Acuerdos locales con Oncología en función de disponibilidad, 
fármacos a emplear, etc. 

¿Podemos emplear un único test para todos los fármacos? 



Emplear controles de inmunotinción (líneas celulares/ amígdala) 

 

La muestra debe contener al menos 100 células tumorales  

 

Evaluar tinción de membrana, parcial o total, de cualquier 
intensidad 

 

Indicar el porcentaje final de células tumorales teñidas 

 

Aspectos Prácticos 



Types of Specimens Submitted for Analysis 
Shiau CJ et al. J Thorac Onc 2014;9:947-956 

Primary Tumor: 62%  
    FNA/core needle biopsy 29% 
    Resection (lobectomy/wedge ) 19% 
    Bronchial biopsy/washing-brushing  14% 
  

Non-primary Tumor: 38% 
    Metastasis (excision/core biopsy) 28% 
    Pleural fluid 5% 
    Lymph node biopsy 4% 
    Others 1% 



Muestras limitadas 

Bronchial biopsy Core needle biopsy 19G 







Hirsch FR, 2017. 



Case #1 

PD-L1 22C3: 95% tumor cells 

10X 



Case #1 

PD-L1 22C3: 95% tumor cells 

10X 20X 



Case #2 

PD-L1 20% tumor cells 

20X 20X 20X 20X 20X 



60 

Control positivo células 

Control positivo 1 Control positivo 2 

Control positivo 3 



1. Dako, An Agilent Technologies Company. PD-L1 Interpretation manual. http://www.dako.com/us/29109_pd-l1-ihc-22c3-interpretation-manual.pdf.  
Accessed 28 September  2016.  

Control positivo (Amígdala teñida con PD-L1) 





Consideraciones generales-Tejido necrótico 

64 

NSCLC stained with PD-L1 primary antibody exhibiting strong staining of necrosis 
and viable tumor cells; necrosis staining should be excluded from the scoring 
(20× magnification). 

1. Dako, An Agilent Technologies Company. PD-L1 Interpretation manual. http://www.dako.com/us/29109_pd-l1-ihc-22c3-interpretation-manual.pdf.  
Accessed 28 September  2016.  



Tinción de células inmunes intratumorales 

PD-L1 SP142  0% TC ; 20% IC (TC0/IC3) 

20X 



Informe de tinción de PD-L1 

Nivolumab:  
BMS 

Pembrolizumab: Merck Atezolizumab: Roche 
Durvalumab: 
AstraZeneca 

Avelumab:  
Pfizer 

Ab Clone 28-8 SP263 22C3 SP142 SP263 73-10 

Diagnostic Partner Dako Ventana Dako Ventana Ventana Dako 

Scoring Method 
% of PD-L1–expressing  

tumour cells 
% of PD-L1– expressing 

tumour cells 

% of PD-L1– expressing 
tumour cells or immune 

cells 

% of PD-L1–expressing 
tumour cells 

 
% of PD-L1–expressing 

tumour cells 
 

PD-L1 Thresholds TC ≥1% (pos), ≥5% (strong), or ≥10% 
TC ≥1% (pos) 

TC ≥50% (strong) 

TC / IC 3(+) 
TC / IC 2(+)  
TC / IC 1(+) 
TC / IC 0(−) 

TC 
PD-L1(+): ≥ 25% 

TBC, TC between all >1% 
and 25% with moderate or 

high intensity 
 



Puntos de corte diferentes para anticuerpos, tumores y 
fármacos….  

 

Mi opinión:  

 - No informar como de Positividad/Negatividad 

 - Informar sobre el anticuerpo y técnica empleado 

 - Expresar el porcentaje de células neoplásicas teñidas  

¿Cómo informar la Positividad? 







https://www.iaslc.org/ 























La inmunoterapia es una nueva dimensión en el tratamiento del 
cáncer. 

 

PD-L1 es un biomarcador real:  

 - En tejidos 

 - En un ambiente complejo, con múltiples fármacos y tests 

 

Los patólogos debemos proporcionar esta información 

Inmunoterapia y Patólogos 


