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DESCRIPCION

Métodos para predecir la supervivencia global y sin progresion en sujetos que tienen cancer usando células circulantes
similares a macréfagos asociadas al cancer (CAML)

Antecedentes
Campo de la invencion

La presente invencion generalmente se refiere al uso de biomarcadores en la sangre y otros fluidos corporales para
hacer predicciones con respecto a la supervivencia global y la supervivencia sin progresion en sujetos que tienen
cancer, tal como tumores sdélidos.

Técnica relacionada

Cuando las células tumorales se desprenden de los tumores soélidos primarios, penetran en la circulacion sanguinea
o linfatica y, en ultima instancia, abandonan el torrente sanguineo y entran en érganos o tejidos para formar metastasis.
El 90 % de las muertes relacionadas con el cancer son provocadas por el proceso metastasico. Los sitios metastasicos
mas comunes son el pulmén, el higado, los huesos y el cerebro. Las células tumorales que se encuentran en la
circulacién se denominan células tumorales circulantes (CTC). Muchas publicaciones de investigacion y ensayos
clinicos muestran que las CTC tienen utilidad clinica para (i) proporcionar informacion sobre el prondstico de
supervivencia y la reaparicion del cancer a través de la enumeracion de las CTC en el torrente sanguineo vy (ii)
proporcionar informacién sobre el tratamiento mediante el examen de los niveles de expresién de proteinas y la
aparicion de mutaciones y translocaciones génicas en las CTC. Sin embargo, las CTC no se asocian consistentemente
al desarrollo y/o la presencia de cancer en un sujeto, incluso en pacientes con cancer en estadio IV. Aunque las CTC
se encuentran con mayor frecuencia en el estadio IV de los canceres de mama, prostata y colorrectal, son raros en
los primeros estadios del mismo cancer. Las CTC también son raras en otros tipos de cancer.

Las células circulantes similares a macréfagos asociadas al cancer (CAML, por sus siglas en inglés) son otro tipo de
células relacionadas con el cancer que se encuentran en la sangre de sujetos que tienen cancer. Las CAML se asocian
a todos los tumores solidos sometidos a ensayo y a todos los estadios del cancer. Las CAML son poliploides y de
tamafo muy grande, con un tamafio de ~25 ym a ~300 um. Estas células poliploides pueden ser CD45(-) o CD45(+)
y expresan CD11c, CD14 y CD31, lo que confirma su origen como un linaje mieloide. Con frecuencia, se encuentran
en el proceso de engullir CTC y residuos celulares [1,7].

Pueden usarse ensayos asociados a la identificacion y caracterizacién de biomarcadores, tales como CAML, en la
sangre y otros fluidos corporales para proporcionar informacién de prondstico. La presente invencion se refiere a
proporcionar dichas herramientas a los médicos y otros objetivos importantes.

El documento US 2016/178630 A1 se refiere a una metodologia para categorizar las células tumorales circulantes
(CTC) en subpoblaciones morfolégicamente distintas y para usar una de las subpoblaciones en métodos para predecir
la supervivencia global de un paciente con cancer. El documento WO 2016/033103 A1 es una solicitud anterior del
presente solicitante y se refiere al descubrimiento de "Células circulantes similares a macréfagos asociadas al cancer"
(CAML) que se describen en detalle. Por otro lado, el documento WO 2016/033103 A1 describe una asociacion de la
presencia de CAML con tumores sélidos. El documento US 2014/315295 se refiere a microfiltros que tienen una
superficie hidrofila que puede usarse para recoger componentes seleccionados tales como células de un fluido en
fluidos corporales particulares como sangre entera, orina o médula 6sea. El documento US 2014/315295 describe
ademas dispositivos que comprenden dichos microfiltros, asi como métodos de uso de los microfiltros en la retirada o
recogida de células del fluido. Son células de ejemplo recogidas con los microfiltros CTC y CAML. El documento WO
2013/181532 A1 es una solicitud adicional relacionada con el uso de la presencia de CAML como biomarcador de
tumores solidos en biofluidos. En particular, la presencia de CAML puede usarse para determinar la presencia de
carcinomas, la determinacioén rapida de la respuesta al tratamiento o la deteccion precoz del cancer. El documento
WO 2010/005991 A2 se refiere a un método de deteccion de células tumorales circulares (CTC) y métodos de
deteccion, evaluacion o estadificacion del cancer en el paciente. El método de deteccion comprende poner en contacto
una muestra de un paciente con sondas de acido nucleico marcadas con un agente de union a CD45.

Sumario

La presente invencion se refiere a métodos de uso de un tipo de célula con caracteristicas unicas que se encuentra
en la sangre de sujetos que tienen tumores solidos, incluyendo carcinoma, sarcoma, neuroblastoma y melanoma. Se
ha demostrado que estas células circulantes, denominadas "células circulantes similares a macréfagos asociadas al
cancer" (CAML), se asocian a la presencia de tumores solidos en un sujeto que tiene cancer. Se han caracterizado y
descrito cinco morfologias asociadas a las CAML [1,2]. Se han encontrado CAML consistentemente en la sangre
periférica de sujetos que tienen tumores sélidos en estadio | a estadio IV mediante microfiltracion usando microfiltros
de precision.
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Las aplicaciones médicas asociadas a CAML incluyen, pero sin limitacion, el uso de las células como biomarcador
para proporcionar una deteccidn precoz del cancer y un diagnoéstico del cancer, en particular, en la deteccion precoz
y el diagnostico de la recaida o reaparicion del cancer, y en la determinacion de la mutacion del cancer. A través de
los datos presentados en el presente documento, también se demuestra que las CAML tienen utilidad clinica como
biomarcador para hacer predicciones sobre la progresion de la enfermedad y la supervivencia del paciente.

Pueden usarse CAML de forma independiente como marcador de cancer, o en combinaciéon con células tumorales
circulantes (CTC), células de transicion mesenquimaticas epiteliales (EMT, por sus siglas en inglés), células
endoteliales vasculares circulantes asociadas al cancer (CAVE, por sus siglas en inglés), ADN sin células (ADNsc),
ADN tumoral circulante (ADNtc), ADN metilado, biomarcadores protedmicos, metaboldmicos, lipiddmicos y otros para
proporcionar una comprensién mas completa de la enfermedad de un paciente.

Mas especificamente, y en una primera realizacién, la presente invencion se refiere a un método para predecir la
supervivencia global (SG) y la supervivencia sin progresion (SSP) de un sujeto que tiene cancer, comprendiendo dicho
método determinar el tamafio de las células circulantes en una muestra bioldgica de un primer sujeto que tiene cancer,
y comparar los resultados con un segundo sujeto que tiene cancer, en donde se predice que la SG y la SSP del sujeto
con células de mayor tamafio seran menores que la SG y la SSP del sujeto que tiene células de menor tamario, en
donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 um de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En un aspecto, el método para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer, comprendiendo dicho método
determinar el tamafo de las células circulantes en una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde
cuando al menos una célula en dicha muestra tiene un tamafio de aproximadamente 50 um o mas, se predice que la
SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las células tiene un
tamanfo superior a aproximadamente 50 um, en donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 uym de tamanio; y

(c) forma morfoldgica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En una segunda realizacion, la presente invencion se refiere a un método para predecir la SG y la SSP de un sujeto
que tiene cancer, comprendiendo dicho método determinar una relacion de células circulantes en un volumen
seleccionado de una muestra bioldgica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando dicha relacion es equivalente
a aproximadamente 6 o mas células por 7,5 ml de la muestra biolégica, se predice que la SG y la SSP del sujeto son
inferiores a las de un sujeto que tiene cancer con una relacién equivalente a menos de 6 células por 7,5 ml de la
muestra bioldgica en donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 uym de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En una tercera realizacion, la presente invencion se refiere a un método para predecir la SG y la SSP de un sujeto que
tiene cancer, comprendiendo dicho método determinar el nimero de puntos de CEP17 en células circulantes en una
muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando al menos una célula en dicha muestra tiene
aproximadamente diez o mas puntos de CEP17, se predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un
sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las células de una muestra bioldgica del sujeto tiene aproximadamente
diez 0 mas puntos de CEP17, en donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 um de tamafo; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencion, la SG o la SSP, o ambas, son durante un periodo de
al menos 12 meses. En otros aspectos de las realizaciones de la invencion, la SG o la SSP, o ambas, son durante un
periodo de al menos 24 meses.
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En determinados aspectos de las realizaciones de la invencion, el tamafio de la muestra biolégica es de entre 5 y
15 ml.

En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, las células circulantes se definen como que tienen cada
una de las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 um de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencion, las células circulantes pueden definirse ademas como
que tienen una o mas de las siguientes caracteristicas adicionales:

(d) fenotipo positivo para CD14;

(e) expresion de CDA45;

(f) expresion de EpCAM,;

(g) expresion de vimentina;

(h) expresion de PD-L1;

(1) expresion del marcador CD11C monocitico;
(j) expresion del marcador CD146 endotelial;

(k) expresion del marcador CD202b endotelial; y
() expresion del marcador CD31 endotelial.

En cada uno de los aspectos y realizaciones de la invencion, las células circulantes pueden denominarse "Células
circulantes similares a macréfagos asociadas al cancer" o CAML.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencién, la fuente de la muestra biolégica puede ser, pero sin
limitaciéon, uno o mas de sangre periférica, sangre, ganglio linfatico, médula 6sea, liquido cefalorraquideo, tejido y
orina. Cuando la muestra biolégica es sangre, la sangre puede ser sangre de la vena antecubital, sangre de la vena
cava inferior, sangre de la vena femoral, sangre de la vena porta o sangre de la vena yugular, por ejemplo. La muestra
puede ser una muestra fresca o una muestra crioconservada adecuadamente preparada que se descongela.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencion, el cancer es un tumor sélido, cancer en Estadio |,
cancer en Estadio I, cancer en Estadio lll, cancer en Estadio IV, carcinoma, sarcoma, neuroblastoma, melanoma,
cancer de células epiteliales, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de pulmon, cancer pancreatico, cancer
colorrectal, cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifidn, cancer de ovario, cancer de eséfago u otro
cancer de tumor sélido.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencion, las células circulantes se aislan de las muestras
biolégicas para las etapas de determinacion usando uno o mas medios seleccionados de metodologia de exclusién
por tamafio, inmunocaptura, lisis de eritrocitos, agotamiento de leucocitos, gradiente de densidad de FICOLL,
electroforesis, dielectroforesis, citometria de flujo, levitacion magnética y diversos chips microfluidicos, o una
combinacién de los mismos.

En un aspecto de la invencion, las células circulantes se aislan de las muestras bioldgicas usando una metodologia
de exclusion por tamafio que comprende el uso de un microfiltro. EI microfiltro puede tener un tamafio de poro que
varia de aproximadamente 5 micrometros y aproximadamente 20 micrometros. Los poros del microfiltro pueden tener
una forma de poro redonda, de pista de carreras, ovalada, cuadrada y/o rectangular. El microfiltro puede tener una
geometria de poros de precision y/o una distribucion de poros uniforme.

En ofro aspecto de la invencioén, las células circulantes se aislan de las muestras bioldgicas usando un chip
microfluidico a través de clasificacion fisica basada en el tamafo, clasificacion hidrodinamica basada en el tamafio,
agrupacion, atrapamiento, inmunocaptura, concentrando células grandes o eliminando células pequefas basandose
en el tamafio.

En un aspecto adicional de la invencion, las células circulantes se aislan de las muestras biolégicas usando un ensayo
de microfiltracion de baja presion CellSieve™.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la intensidad de los marcadores de diferenciacién celular utilizados para identificar y subtipificar
las CAML.

La Figura 2 compara la presencia de CTC frente a CAML en diferentes estadios del cancer.
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Las Figuras 3A-3B muestran el numero promedio de CAML por tamafio en diferentes estadios del cancer.
La Figura 4 muestra la relacion entre el tamafio de CAML y el numero de puntos de CEP17 por célula.

La Figura 5 muestra graficos de probabilidad de supervivencia global (SG) durante 24 meses para un conjunto de
descubrimiento de n = 157 pacientes y un conjunto de validacién de n = 158 pacientes. Los datos se analizan para
determinar el tamafio de CAML = 50 ym y < 50 uym. Conjunto de descubrimiento (n = 157); Relacién de riesgos
instantaneos: 3,4 (IC del 95 % = 2,1-5,6, p<0,001). Conjunto de validacién (n = 158); Relacion de riesgos instantaneos:
4,2 (IC del 95 % = 2,3-7,7, p<0,001).

La Figura 6 muestra graficos de probabilidad de supervivencia sin progresion (SSP) durante 24 meses para un
conjunto de descubrimiento de n = 157 pacientes y un conjunto de validacion de n = 158 pacientes. Los datos se
analizan para determinar el tamafio de CAML = 50 um y < 50 uym. Conjunto de descubrimiento (n = 157); Relacién de
riesgos instantaneos: 3,2 (IC del 95 % = 2,1-5,0, p<0,001). Conjunto de validacién (n = 158); Relacion de riesgos
instantaneos: 3,8 (IC del 95 % = 2,7-6,8, p<0,001)).

La Figura 7 muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) durante 24 meses analizadas para n = 293
muestras de pacientes para un numero de CAML =6 y <6.

La Figura 8 muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) durante 24 meses analizadas para n = 293
muestras de pacientes para un tamafo de CAML = 50 ym y < 50 pm.

La Figura 9 muestra la SSP durante 24 meses analizada para n = 293 muestras de pacientes separadas en Estadios
Iy Il (panel izquierdo) y para Estadios Il y IV (panel derecho) para un tamafio de CAML <50 ym, 50-110 umy >110 um.

La Figura 10A muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes en Estadio | (n = 62) durante
24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 umy <50 um.

La Figura 10B muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes en Estadio Il (n = 72) durante
24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 umy <50 um.

La Figura 10C muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes en Estadio Il (n = 69) durante
24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 umy <50 um.

La Figura 10D muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes en Estadio IV (n = 106)
durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML = 50 pm y < 50 pm.

La Figura 11A muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con cancer de mama (n = 59)
durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML = 50 pm y < 50 pm.

La Figura 11B muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con cancer de esofago (n =
27) durante 24 meses analizados para un tamafo de CAML = 50 um y < 50 pm.

La Figura 11C muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con cancer pulmén no
microcitico (CPNM) (n = 59) durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 umy < 50 um.

La Figura 11D muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con cancer de pancreas (n =
59) durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML = 50 pmy < 50 pym.

La Figura 11E muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con cancer de préstata (n =
74) durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 uym y < 50 ym.

La Figura 11F muestra la SG (panel izquierdo) y la SSP (panel derecho) para pacientes con carcinoma de células
renales (CCR) (n = 37) durante 24 meses analizados para un tamafio de CAML =50 uymy < 50 uym.

Descripcion detallada

El cancer es una de las enfermedades mas temidas en el mundo, que afecta a todas las poblaciones y etnias en todos
los paises. Aproximadamente el 40 % de los hombres y las mujeres desarrollaran cancer en su vida. Solamente en
los Estados Unidos, en un momento dado hay mas de 12 millones de pacientes con cancer, con 1,7 millones de nuevos
casos de cancer y mas de 0,6 millones de muertes estimadas para 2018. Se estima que la muerte por cancer en todo
el mundo es de aproximadamente 8 millones al afio, de los cuales 3 millones se producen en paises desarrollados
donde los pacientes tienen acceso a tratamiento.

De forma ideal, habra diagnésticos que puedan determinar rapidamente si una terapia seleccionada esta funcionando
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y proporcionar un pronoéstico de supervivencia.

En la presente divulgacion, se presenta un tipo de célula que se encuentra de manera mas consistente en la sangre
de pacientes con tumores sélidos de los Estadios I-IV que cualquier otra célula relacionada con el cancer. Estas células
circulantes son células similares a macrofagos que contienen los mismos marcadores tumorales que el tumor primario
y se denominan Células circulantes similares a macréfagos asociadas al cancer (CAML) en el presente documento.

Junto con las células tumorales circulantes (CTC), las CAML presentes en muestras biolégicas de pacientes con
cancer pueden aislarse y caracterizarse, por ejemplo, a través del uso de métodos de exclusion por tamafo, incluyendo
métodos de microfiltracion. Se pueden formar microfiltros con poros lo suficientemente grandes como para permitir el
paso de los eritrocitos y la mayoria de los leucocitos, reteniendo al mismo tiempo células mas grandes tales como
CTC y CAML. Después, las células recogidas pueden caracterizarse, ya sea directamente en los filtros o por otros
medios.

Las CAML tienen muchas utilidades clinicas cuando se usan solas. Ademas, la caracterizacion de CAML en una
muestra bioldgica puede combinarse con el ensayo de otros marcadores tales como CTC, ADN sin células y proteinas
libres en sangre para mejorar adicionalmente la sensibilidad y especificidad de una técnica de diagndstico. Esto es
especialmente cierto para CAML y CTC porque pueden aislarse e identificarse al mismo tiempo usando los mismos
medios.

Células tumorales circulantes

Como se define en el presente documento, las CTC asociadas a carcinomas expresan varias citoqueratinas (CK, por
sus siglas en inglés). CK 8, 18, y 19 son las citoqueratinas mas habitualmente expresadas y utilizadas en diagndstico,
pero el estudio no tiene por qué limitarse Unicamente a estos marcadores. La superficie de las CTC de tumores solidos
por lo general expresa una molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, esta expresion no es uniforme ni consistente. Las CTC no expresan ningun CD45 porque es un marcador
de leucocitos. En ensayos para identificar células asociadas a tumores, tales como CTC y CAML, es suficiente usar
anticuerpos contra marcadores asociados al tumor sélido tales como CK 8, 18, y 19, o anticuerpos contra CD45 o
DAPI. Combinando técnicas de tincion con morfologia, pueden identificarse CTC patologicamente definibles (PDCTC,
por sus siglas en inglés), CTC apoptoticas y CAML [3],

las PDCTC asociadas a tumores solidos expresan CK 8, 18, y 19, y pueden identificarse y definirse por las siguientes
caracteristicas:

* Nucleos "similares al cancer" tefidos por DAPI. Los nucleos por lo general son grandes con patrones de puntos.
La excepcion es cuando la célula esta en division. El nucleo también puede estar condensado.

» Expresion de uno o mas de CK 8, 18 y 19; las CTC de canceres epiteliales por lo general expresan al menos CK
8, 18 y 19. Las citoqueratinas tienen un patron filamentoso.

» Falta de expresion de CD45.

Una CTC apoptética asociada al cancer expresa CK 8, 18, y 19 y puede identificarse y definirse por las siguientes
caracteristicas:

* Nucleos en degradacion.

» Expresiéon de uno o mas de CK 8, 18 y 19; no todas las citoqueratinas tienen un patron filamentoso, pero las partes
o el todo aparecen fragmentados en forma de puntos.

» Falta de expresion de CD45.

Células circulantes similares a macréfagos asociadas al cancer (CAML)

Como se define en el presente documento, las células circulantes utilizadas en los métodos de la invencion pueden
denominarse "CAML". Cada referencia a "células circulantes" es sinénimo de CAML y cada referencia a "CAML" es
sindnimo de células circulantes. Ya sea que se denominen CAML o "células circulantes", estas células se caracterizan
por tener una o mas de las siguientes caracteristicas:

» Las CAML tienen un nucleo grande, poliploide y atipico o multiples nucleos individuales, con frecuencia dispersos
en la célula, aunque los nucléolos fusionados agrandados son comunes. Los nucleos de CAML generalmente
varian en tamafio de aproximadamente 10 ym a aproximadamente 70 um de didametro, mas habitualmente de
aproximadamente 14 ym a aproximadamente 64 uym de diametro.

» Para muchos tipos de cancer, las CAML expresan el marcador de cancer de la enfermedad. Por ejemplo, las CAML
asociados a canceres epiteliales pueden expresar CK 8, 18 o 19, vimentina, etc. Los marcadores normalmente
difunden o se asocian a vacuolas y/o material ingerido. El patron de tincién de cualquier marcador difunde casi
uniformemente por toda la célula. Para los sarcomas, neuroblastomas y melanomas, pueden usarse otros
marcadores asociados a los canceres en lugar de CK 8, 18, 19.

» Las CAML pueden ser positivas para CD45 o negativas para CD45, y la presente invencion abarca el uso de ambos
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tipos de CAML.

» Las CAML son grandes, aproximadamente con un tamafio de 20 micrometros a aproximadamente 300 micrémetros
por la dimension mas larga.

+ Las CAML se encuentran en muchas formas morfologicas distintas, incluyendo la forma husiforme, de tipo
renacuajo, redonda, oblonga, con dos piernas, con mas de dos piernas, piernas delgadas o amorfa.

» Las CAML de carcinomas normalmente tienen citoqueratinas difusas.

+ Silas CAML expresan EpCAM, EpCAM generalmente difunde por toda la célula o se asocia a vacuolas y/o material
ingerido, y es casi uniforme en toda la célula, pero no todos las CAML expresan EpCAM, porque algunos tumores
expresan muy poca o nula EpCAM.

» Silas CAML expresan un marcador, el marcador generalmente difunde por toda la célula o se asocia a vacuolas
y/o material ingerido, y es casi uniforme en toda la célula, pero no todos las CAML expresan los mismos marcadores
con la misma intensidad.

» Las CAML con frecuencia expresan marcadores asociados a los marcadores del origen del tumor; por ejemplo, si
el tumor es de origen de cancer de prostata y expresa PSMA, entonces las CAML de dicho paciente también
expresan PSMA. Como otro ejemplo, si el tumor primario es de origen pancreatico y expresa PDX-1, entonces las
CAML de dicho paciente también expresan PDX-1. Como ejemplo adicional, si el tumor primario o CTC del origen
del cancer expresan CXCR-4, entonces las CAML de dicho paciente también expresan CXCR-4.

» Si el tumor primario o CTC que se origina a partir del cancer expresa un biomarcador de una diana farmacoldgica,
las CAML de un paciente de este tipo también expresan el biomarcador del farmaco diana. Un ejemplo de un
biomarcador de este tipo de inmunoterapia es PD-L1.

» Las CAML expresan marcadores monociticos (por ejemplo, CD11¢c, CD14) y marcadores endoteliales (por ejemplo,
CD146, CD202b, CD31).

» Las CAML tienen la capacidad de unirse a fragmentos de Fc.

Se evalué un amplio conjunto de marcadores en cuanto a su expresion en CAML, y los resultados se muestran en la
FIG. 1. En un aspecto de la invencion, las CAML de la presente invencion expresan 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o los 21 marcadores que se muestran en la Figura 1. Los marcadores se cribaron frente
a 1118 CAML de 93 pacientes diferentes con diferentes tipos de cancer. Las CAML se aislaron e identificaron
inicialmente con DAPI, citoqueratina y CD45; después se volvieron a tefiir secuencialmente con un total de 27
marcadores, incluyendo marcadores de mieloides/macrofagos, de leucocitos, de megacariocitos, epiteliales,
endoteliales, progenitores/madre y de motilidad. Como puede observarse a partir de la Fig. 1, la expresion del
marcador varia del 0 % al 96 %. Se encontré que casi todos las CAML expresan niveles de CD31 y habitualmente
coexpresan citoqueratina, CD14, CXCR4, vimentina y otros marcadores. Sin embargo, aunque las CAML contenian
un marcador de linaje mieloide claro (CD14), el marcador CD31 se expres6 con mayor frecuencia en un 96 %.

Las CAML también se presentan con numerosos fenotipos que no parecen coincidir con la comprension de la
diferenciacion celular clasica (es decir, coexpresion de CD45 [leucocito] y citoqueratina [epitelial], CD11c [macréfago]
y CD41 [megacariocito], CD146 [endotelial] y CD41/CD61 [megacariocito], CD41/CD61 [megacariocito] y CD68/CD163
[macrdéfago eliminador]). Muchos de los marcadores aparecen en multiples tipos celulares. Combinados, estos datos
demuestran que las CAML son células derivadas de mieloides en fases precoces de su proceso de diferenciacion que
poseen muchos atributos fenotipicos asociados a las capacidades proangiogénicas y de células madre.

Las CAML pueden visualizarse mediante tinciones colorimétricas, tales como HyE, o tincién fluorescente de
marcadores especificos como se muestra en la FIG. 1. Para el citoplasma, CD31 es el fenotipo mas positivo. Se
recomienda CD31 solo o en combinacién con otros marcadores positivos en la FIG. 1, o marcadores de cancer
asociados al tumor.

En las diversas realizaciones y aspectos de la invencion, las células circulantes y las CAML pueden definirse como
células que tienen las siguientes caracteristicas: (a) un nucleo poliploide atipico grande de un tamafo de
aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una unica célula; (b) tamafio de célula de aproximadamente 20-
300 micrémetros de tamafio; y (c) una forma morfoldgica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo
renacuajo, redonda, oblonga, con dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas. En
realizaciones adicionales, las CAML pueden definirse como que también tienen una o mas de las siguientes
caracteristicas adicionales: (d) fenotipo positivo para CD14; (e) expresion de CD45; (f) expresion de EpCAM; (g)
expresion de vimentina; (h) expresion de PD-L1; (i) expresion del marcador CD11C monocitico; (j) expresion del
marcador CD146 endotelial; (k) expresion del marcador CD202b endotelial; y (I) expresion del marcador CD31
endotelial.

Como se ha sugerido anteriormente, las caracteristicas unicas de las CAML y CTC descritas en el presente documento
las hacen muy adecuadas para su uso en metodologia clinica, incluyendo métodos de deteccion y diagndstico de
enfermedades tales como el cancer, de control del tratamiento, de control de la progresion y reaparicion de la
enfermedad.

Predecir la SG y la SSP usando el tamanio de las células

Como se sugiere en el Sumario anterior, la presente invencion se refiere a métodos para predecir la supervivencia
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global (SG) y la supervivencia sin progresion (SSP) de un sujeto que tiene cancer basandose en el tamafio de las
células circulantes. Estos métodos comprenden determinar el tamafio de las células circulantes en una muestra
biolégica de un primer sujeto que tiene cancer, y comparar los resultados con un segundo sujeto que tiene cancer. Se
predice que la SG y la SSP del sujeto con células de mayor tamarfio seran menores que la SG y la SSP del sujeto que
tiene células de menor tamano.

En aspectos preferidos de la invencion, los métodos comprenden determinar el tamafo de las células circulantes en
una muestra biologica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando al menos una célula en dicha muestra tiene un
tamafo de aproximadamente 50 um o mas, se predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto
que tiene cancer en el que ninguna de las células tiene un tamafio superior a aproximadamente 50 um.

El valor de 50 ym puede considerarse un valor de corte para este método. En aspectos relacionados de este método,
el valor de corte puede ser uno cualquiera de 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59 0 60 uym o0 mas.

En un aspecto de la invencion, los métodos de la invencion comprenden determinar el tamafio de las células circulantes
en una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando al menos una célula en dicha muestra tiene
un tamafo de aproximadamente 50 um o mas, se predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un
sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las células tiene un tamafio superior a aproximadamente 50 pm.

Con respecto a este método, es importante reconocer que el tamafio de una célula circulante particular puede variar
dependiendo del estado y de la morfologia de la célula, las circunstancias en las que se determina el tamafo y la
manera en la que se determina el tamafio. Debido a que los tipos de morfologias adoptadas por las células circulantes
incluyen husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con dos piernas, etc. (como se define adicionalmente en el
presente documento ), el tamafio también puede variar dependiendo de los dos puntos en una célula seleccionada
para la medicion. Sin embargo, el tamafio de la célula se medira generalmente entre los dos puntos mas distantes del
cuerpo de la célula. Por lo tanto, si la forma es redonda, se mide el diametro de la célula. Si la forma es husiforme,
puede medirse la distancia entre los dos extremos a lo largo de la longitud axial de la célula.

En cada aspecto de esta realizacion, las células circulantes también pueden denominarse CAML.
Predecir la SG y la SSP usando el numero de células

La presente invencion también se refiere a métodos para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer
basandose en el numero de células circulantes. Estos métodos comprenden determinar una relacion de células
circulantes en un volumen seleccionado de una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando
dicha relacion es equivalente a aproximadamente 4 o mas células por 7,5 ml de la muestra bioldgica, se predice que
la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer con una relacion equivalente a menos de
4 células por 7,5 ml de la muestra bioldgica.

El valor de 4 células circulantes puede considerarse un valor de corte para este método. En aspectos relacionados de
este método, el valor de corte puede ser uno cualquiera de 4, 4,5, 5, 5,5, 6,6,5,7, 7,5, 8, 8,5,9, 9,50 10 células o
mas por 7,5 ml de muestra bioldgica.

Como ejemplo adicional, los métodos de la invencion comprenden determinar una relacién de células circulantes en
un volumen seleccionado de una muestra bioldgica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando dicha relacién es
equivalente a aproximadamente 6 o mas células por 7,5 ml de la muestra bioldgica, se predice que la SG y la SSP del
sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer con una relacion equivalente a menos de 6 células por 7,5 ml
de la muestra bioldgica.

En cada aspecto de esta realizacion, las células circulantes también pueden denominarse CAML.
Prediccion de la SG y la SSP usando el numero de puntos de CEP17

La presente invencion se refiere ademas a métodos para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer
baséndose en el numero de puntos de CEP17 detectados en las células circulantes. Estos métodos comprenden
determinar el numero de puntos de CEP17 en células circulantes en una muestra bioldgica de un sujeto que tiene
cancer, en donde cuando al menos una célula en dicha muestra tiene aproximadamente 8 o mas puntos de CEP17,
se predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las
células de una muestra bioldgica del sujeto tiene aproximadamente 8 o mas puntos de CEP17.

Para evitar cualquier confusion, la expresion "ninguna de las células en una muestra bioldgica del sujeto tiene
aproximadamente 8 o mas puntos de CEP17" debe entenderse que significa que cada una de las células en la muestra
biolégica tiene 7 o menos puntos de CEP17.

El valor de "8 o mas" puntos de CEP17 puede considerarse un valor de corte para este método. En aspectos
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relacionados de este método, el valor de corte puede ser uno cualquiera de 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12
0 mas, 13 o mas, 14 o mas, o 15 o mas puntos de CEP17 o0 mas.

En un aspecto de la invencién, los métodos de la invencion comprenden determinar el nimero de puntos de CEP17
en células circulantes en una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando al menos una célula
en dicha muestra tiene aproximadamente 10 o mas puntos de CEP17, se predice que la SG y la SSP del sujeto son
inferiores a las de un sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las células de una muestra bioldgica del sujeto
tiene aproximadamente 10 o mas puntos de CEP17. Para evitar cualquier confusion, la expresion "ninguna de las
células en una muestra biolégica del sujeto tiene aproximadamente 10 o mas puntos de CEP17" debe entenderse que
significa que cada una de las células en la muestra biolégica tiene 9 o menos puntos de CEP17.

En cada aspecto de esta realizacion, las células circulantes también pueden denominarse CAML.

En cualquiera de los métodos de la invencion, la supervivencia global (SG) o la supervivencia sin progresion (SSP), o
ambas, son durante un periodo de al menos aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 meses, o mas. En un aspecto de la invencion, la SG o la SSP, o
ambas, son durante un periodo de al menos aproximadamente 24 meses.

Como se usa en el presente documento, la supervivencia global (SG) significa el periodo de tiempo sobrevivido por
un sujeto que tiene cancer desde una fecha seleccionada, tal como la fecha del diagnéstico, la fecha en que comenzé
el tratamiento y la fecha en que se extrae sangre para evaluar la progresion del cancer.

Como se usa en el presente documento, la supervivencia sin progresion (SSP) significa el periodo de tiempo
sobrevivido por un sujeto que tiene cancer desde una fecha seleccionada, tal como la fecha en que comenzé el
tratamiento o la fecha en que se extrae sangre para evaluar la progresion del cancer, y en el que el cancer no ha
empeorado ni progresado.

En cualquiera de los métodos de la invencion, sera evidente que la cantidad de la muestra bioldgica en la que se
analizan las células circulantes (CAML) puede variar. Sin embargo, para obtener un nimero pertinente de células
cuando los métodos se basan en la determinacion del tamafio de las células, la muestra bioldgica debe ser de al
menos aproximadamente 2,5 ml. La cantidad de muestra biolégica también puede ser de al menos 3, 4, 5,6, 7, 7,5,
8,9,10, 11,12, 12,5, 13, 14, 15, 16, 17, 17,5, 18, 19, 20, 21, 22, 22,5, 23, 24, 25, 26, 27, 27,5, 28, 29 0 30 ml, o mas.
La cantidad de muestra biologica también puede ser de entre 2,5y 20 ml, entre 5y 15ml, o entre 5y 10 ml. En un
aspecto de la invencion, la muestra bioldgica es de aproximadamente 7,5 ml.

Con respecto a los métodos para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer basandose en el nimero de
células circulantes (CAML) en una muestra bioldgica, se determina una relacion de células circulantes (CAML) en un
volumen seleccionado de una muestra bioldgica de un sujeto que tiene cancer. Se entendera que se pueden usarse
diversas cantidades de la muestra bioldgica, pero que se determina una relacion entre el numero de células en la
muestra y el tamafio de la muestra y se compara entre sujetos. Por ejemplo, una relacion de 8 células en 15 ml de una
muestra equivale a 4 células en 7,5 ml de una muestra y a 2 células en 3,75 ml de una muestra.

En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, las células circulantes (CAML) pueden definirse como
que tienen cada una de las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 ym, o multiples nicleos en la misma
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 uym de tamanio; y

(c) forma morfoldgica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

En determinados aspectos de las realizaciones de la invencién, las células circulantes (CAML) pueden definirse
ademas como que tienen una o0 mas de las siguientes caracteristicas adicionales:

(d) fenotipo positivo para CD14;

(e) expresion de CDA45;

(f) expresion de EpCAM,;

(g) expresion de vimentina;

(h) expresion de PD-L1;

(1) expresion del marcador CD11C monocitico;
(j) expresion del marcador CD146 endotelial;

(k) expresion del marcador CD202b endotelial; y
(I) expresion del marcador CD31 endotelial.

En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, la fuente de la muestra bioldgica puede ser, pero sin
limitaciéon, uno o mas de sangre periférica, sangre, ganglio linfatico, médula 6sea, liquido cefalorraquideo, tejido y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2953553 T3

orina. Cuando la muestra bioldgica es sangre, la sangre puede ser sangre de la vena antecubital, sangre de la vena
cava inferior, sangre de la vena femoral, sangre de la vena porta o sangre de la vena yugular, por ejemplo. La muestra
puede ser una muestra fresca o una muestra crioconservada que se descongela [8].

Cuando se comparan los tamafios de las células circulantes (CAML) entre dos sujetos que tienen cancer, los sujetos
tienen el mismo tipo de cancer. Sin embargo, puede ser dificil hacer coincidir totalmente a dos sujetos en términos del
estadio del cancer, la tasa de progresion del cancer, los antecedentes de tratamiento y los antecedentes de remision
y/o reaparicion del cancer, entre otros factores. Por lo tanto, debe entenderse que puede haber algunas variaciones
en las caracteristicas de los canceres de dos sujetos que se comparan en este método.

En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, el cancer es un tumor sélido, cancer en Estadio |, cancer
en Estadio I, cancer en Estadio lll, cancer en Estadio IV, carcinoma, sarcoma, neuroblastoma, melanoma, cancer de
células epiteliales, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de pulmoén, cancer pancreatico, cancer colorrectal,
cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifidn, cancer de ovario, cancer de esofago u otro cancer de
tumor sdlido. El experto en la materia apreciara que los métodos de la invencién no se limitan a formas o tipos
particulares de cancer y que pueden ponerse en practica en asociacién con una amplia diversidad de canceres.

En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, las células circulantes (CAML) se aislan de las muestras
biolégicas para las etapas de determinacion usando uno o mas medios seleccionados de metodologia de exclusién
por tamafio, inmunocaptura, lisis de eritrocitos, agotamiento de leucocitos, gradiente de densidad de FICOLL,
electroforesis, dielectroforesis, citometria de flujo, levitacion magnética y diversos chips microfluidicos, o una
combinacion de los mismos. En un aspecto particular, la metodologia de exclusion por tamafio comprende el uso de
un microfiltro.

En un aspecto de la invencion, las células circulantes (CAML) se aislan de las muestras biolégicas usando una
metodologia de exclusion por tamafio que comprende el uso de un microfiltro. Los microfiltros adecuados pueden tener
una diversidad de formas y tamafios de poros. El microfiltro puede tener un tamafio de poro que varia de
aproximadamente 5 micrometros y aproximadamente 20 micrometros. En determinados aspectos de la invencion, el
tamafo de poro es de entre aproximadamente 5 y 10 micrémetros; en otros aspectos, el tamafio de poro es de entre
aproximadamente 7 y 8 micrometros. Los tamafios de poro mas grandes eliminaran la mayor parte de la contaminacion
por leucocitos en el filtro. Los poros del microfiltro pueden tener una forma de poro redonda, de pista de carreras,
ovalada, cuadrada y/o rectangular. El microfiltro puede tener una geometria de poros de precision y/o una distribucion
de poros uniforme.

En otro aspecto de la invencidn, las células circulantes (CAML) se aislan de las muestras biolégicas usando un chip
microfluidico a través de clasificacion fisica basada en el tamafo, clasificacion hidrodinamica basada en el tamafio,
agrupacion, atrapamiento, inmunocaptura, concentrando células grandes o eliminando células pequefas basandose
en el tamano. La eficiencia de captura de la célula circulante (CAML) puede variar dependiendo del método de
recogida. El tamafio de la célula circulante (CAML) que puede capturarse en diferentes plataformas también puede
variar. El principio de usar el tamafio de las células circulantes para determinar el prondéstico y la supervivencia es el
mismo, pero las estadisticas variaran. La recogida de células circulantes con microfiltros CellSieve™ proporciona una
eficiencia de captura del 100 % y células de alta calidad.

En otro aspecto de la invencién esta el tubo de extraccion de sangre. Los tubos de extraccién de sangre CellSave
(Menarini Silicon Biosystems Inc., San Diego, CA) proporcionan una morfologia y un tamafio celular estables. Otros
tubos de extraccion de sangre disponibles no proporcionan estabilidad celular. Las células pueden agrandarse e
incluso reventar en la mayoria de los otros tubos de extraccion de sangre.

Otro aspecto de la invencion es identificar células grandes en la muestra sin identificar especificamente las células
como ceélulas CAML en si, en su lugar, simplemente identificar las células basandose en el tamafio del citoplasma y el
nucleo. Son ejemplos las técnicas que usan tinciones métricas de color, tales como las tinciones HyE, o simplemente
observar las células CK (+).

En un aspecto adicional de la invencion, las células circulantes (CAML) se aislan de las muestras biolégicas usando
un ensayo de microfiltracion de baja presion CellSieve™.

Ejemplos
Recogida y procesamiento de muestras

En cada uno de los Ejemplos proporcionados en el presente documento y que se esbozan a continuacion, la sangre
periférica se recogio en tubos CellSave (Menarini Silicon Biosystems Inc., San Diego, CA) y se proceso en 96 horas.
Se uso la técnica de microfiltracion CellSieve™ para recoger todas las células asociadas al cancer (CTC, EMT, CEC
y CAML) en la muestra de sangre. Los microfiltros CellSieve™ tienen mas de 160.000 poros en una matriz uniforme
con un diametro de poro de 7 um dentro de un area de 9 mm. Los reactivos incluyen tampén de prefijacion, tampdn
de posfijacion, tampon de permeabilizacion y un céctel de anticuerpos. La técnica para realizar la filtracién utilizé una
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bomba de jeringa ajustada a 5 ml/min [6] o una bomba de vacio [4], El proceso de filtracion comenzo prefijando 7,5 ml
de sangre en 7,5 ml de tampdn de prefijacion antes de pasar por el filtro. Después, el filtro y las células capturadas se
sometieron a lavado, posfijacion, lavado, permeabilizacion y lavado. Después, las células capturadas en el filtro se
tiferon con un coctel de anticuerpos que consistia en FITC-anti-Citoqueratina 8, 18, 19; EpCAM conjugada con
ficoeritrina (PE); y Cy5-anti-CD45(5), seguido de lavado. Los filtros se colocaron en un portaobjetos de microscopio y
se cubrieron con Fluoromount-G/DAPI (Southern Biotech). Se usé un microscopio fluorescente Olympus BX54WI con
Carl Zeiss AxioCam para obtener imagenes de células usando cubos fluorescentes especificos y una camara
monocromatica. Las exposiciones se preestablecieron como 3 segundos (Cy5), 2 segundos (PE), 100-750 ms (FITC)
y 10-50 ms (DAPI) para comparaciones de sefiales iguales entre células. Se us6 un Zen2011 Blue (Carl Zeiss) para
procesar las imagenes.

Debido a que algunos canceres no siempre presentan expresiones altas de CK y EpCAM, las células del filtro se
volvieron a tefir con CD31 y/o CD14 para mejorar los recuentos de CAML. La técnica de retencién fue la publicada
[5], Después, se volvieron a formar imagenes de las células. CD31 aumento el recuento de CAML para el cancer de
pulmon.

Frecuencia de CTC y CAML en sangre de pacientes con cancer

Las PDCTC rara vez se encuentran en los primeros estadios del cancer. Aunque las PDCTC se encuentran con mayor
frecuencia en pacientes con cancer de mama y de prostata en estadio Il y 1V, se observan con frecuencias bajas en
la mayoria de los demas tumores solidos. Las CAML se encuentran mas habitualmente.

A modo de ejemplo, se obtuvieron 7,5 ml de sangre entera periférica de 293 pacientes con cancer (mama (n = 59),
préstata (n = 52), pancreas (n = 59), pulmén (n = 59), esofago (n = 27) y carcinoma de células renales (n = 37)) y 30
controles sanos. Las muestras se analizaron usando el ensayo de microfiltracion CellSieve ™.

Como puede observarse a partir de la FIG. 2, se encontré que las CAML eran mas comunes que las PDCTC. Se
encontraron CAML en el 93 % de las muestras de pacientes, incluyendo pacientes pre-metastasicos en Estadio | (n =
60) (84 %), Estadio Il (n = 62) (94 %), Estadio lll (n = 65) (95 %) y pacientes en Estadio IV metastasico (n = 97) (97 %)
y 9 sin estadificar (indeterminado), pero estaban ausentes en todos los controles sanos. Por lo tanto, las CAML se
encuentran en altos porcentajes en estadios precoces de tumores sélidos, mientras que las CTC, no.

Ndamero de CAML y variacién de tamano en funcion del estadio

Las FIG. 3A y 3B analizaron el numero y el tamafio de CAML basandose en el estadio para las muestras de FIG. 2.
El numero promedio de CAML aumenta a medida que aumenta el estadio. El nimero promedio de CAML con el
tamano, de extremo a extremo, de entre 25-50 ym, es aproximadamente el mismo para todos los estadios. Sin
embargo, el niumero promedio de tamafios de CAML de 50-100 um y el tamafio >100 ym aumenta con el estadio como
se muestra en la FIG. 3B.

Correlacién del tamafio de CAML con el niimero de puntos de CEP17 en el Area Nuclear

Se postuld que el aumento del tamafio de CAML era el resultado de que CAML engullen células tumorales y material
tumoral. De hecho, un experimento demostré que el nimero de puntos de la sonda 17 de enumeracién cromosémica
(CEP17), un indicador del nimero de nucleos envueltos, se correlaciona bien con el tamafio de las células. La Fig. 4
muestra que las CAML de tamafio >50 um tienen mas puntos de CEP17 que las CAML de entre 25 y 50 um de tamaiio.
Los datos también sugieren que un tamafio de CAML de 50 um es una linea divisoria consistente con los resultados
sobre la progresion de la enfermedad presentados en la Fig. 3B.

Desarrollo de criterios de tamano para determinar la agresividad de la enfermedad

Las FIG. 3 y 4 sugieren que pueden usarse 50 ym para separar enfermedades agresivas. Se analizaron 7,5 ml de
sangre completa periférica usando el ensayo de microfiltracion CellSieve™. Un conjunto de descubrimiento de 157
pacientes seguidos durante 24 meses de una diversidad de canceres y estadios se analizé para determinar la SG,
curvas discontinuas en la FIG. 5, y la supervivencia sin progresion, curvas discontinuas en la FIG. 6. La relacion de
riesgos instantaneos para la SG es de 3,4 y un IC del 95 % = 2,1-5,6 con p < 0,001. La relacién de riesgos instantaneos
parala SSP es de 3,2 y un IC del 95 % = 2,1-5,0 con p < 0,001. Esto indica que los pacientes con tamarfios de CAML
=50 pm tienen una SSP y una SG mas cortas.

Se analizé un conjunto de validacién de 158 pacientes de una diversidad similar de canceres y estadios para la SG,
curvas continuas en la FIG. 5, y la SSP, curvas sdlidas en la FIG. 6. La relacién de riesgos instantaneos para la SG
esde 4,2y unIC del 95 % = 2,3-7,7 con p < 0,001. La relacién de riesgos instantaneos para la SSP es de 3,8 yun IC
del 95% = 2,7-6,8 con p < 0,001. Los resultados de la validacion concuerdan bien con los resultados del
descubrimiento.
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Analisis multivariable e informacion pronéstica del tamarnio de CAML

Basandose en los datos que se muestran en las FIG. 5y 6, se realizé un analisis multivariante para la SG y la SSP en
n = 293 muestras de pacientes descritas anteriormente. Se realizd un seguimiento de los pacientes durante 24 meses.
Se realiz6 un analisis multivariable que se muestra en la tabla a continuacion. Muestra que el tamafio de CAML de
50 um es el parametro mas importante para determinar la SG y la SSP. Cuanto menor sea el valor de p, mayor sera
la probabilidad de que las estadisticas sean precisas.

Tabla 1
Variable SG (valor de p) SSP (valor de p)
Estadio 0,866 0,751
N.° de CTC (<5 frente a =5) 0,995 0,136
N.° CAML (<6 frente a 26) 0,816 0,244
Tamaio de CAML (<50 pym frente a 250 pm) 0,015 0,000
Quimioterapia/dirigida/ninguna 0,056 0,645
Metastasico positivo frente a negativo 0,678 0,165
Ganglio negativo, local, distante 0,017 0,231
Tamafio del tumor (T1, T2, T3 0 T4) 0,012 0,485
H/M 0,036 0,796
Edad 0,088 0,066
Raza caucasica/negra/asiatica/hispana) 0,152 0,055

Los analisis por SG y SSP basados en el numero de CAML se muestran en la FIG. 7. Estos datos muestran que
cuando el numero de CAML en una muestra de sangre periférica de 7,5 ml es = 6 CAML, tanto la SG como la SSP
disminuyen en comparacion con un paciente que tiene < 6 CAML en una muestra del mismo tamafio.

Se presentan datos adicionales con la SG y la SSP en la FIG. 8. Los datos presentados en la FIG. 8 se basan en el
tamafo de CAML: =50 ym frente a < 50 ym. Como indica el valor de p, el tamafio de CAML =50 pym es muy importante
para predecir un mal prondstico.

La FIG. 9 separo los graficos en tres tamanos de CAML diferentes: < 50 ym, 50-100 um y > 100 um. Esta claro que
cuanto mayor es el tamafio de CAML, peor es el prondstico. También es importante tener en cuenta que el tamafio de
CAML es importante para determinar el pronéstico incluso para los Estadios | y |l (figura de la izquierda).

Se us6 un tamafo de muestra mas grande de n = 315 para permitir la demostracion de la utilidad del tamafio de CAML
para predecir el concepto de supervivencia y progresion en todos los estadios y los diversos tipos de cancer. Los 315
pacientes con cancer son de (mama (n = 59), préstata (n = 74), pancreas (n = 59), pulmén (n = 59), eséfago (n = 27)
y carcinoma de células renales (n = 37)). Estan en el Estadio | (62), Estadio Il (72), Estadio Il (n = 69), Estadio IV (106)
y 6 sin estadificar.

Las FIG. 10A-10D proporcionan informacién detallada de SG (figura de la izquierda) y SSP (figura de la derecha) para
tamafos de CAML = 50 um y <50 ym para los Estadios |, Il, lll y IV, respectivamente.

Las FIG. 11A-11F proporcionan informacion detallada de SG (figura de la izquierda) y SSP (figura de la derecha) para
tamanos de CAML = 50 um y < 50 ym para el cancer de mama, cancer de es6fago, cancer de pulmon no microcitico
(CPNM), cancer pancreatico, cancer de prostata y carcinoma de células renales, respectivamente. Por estadio o por
cancer, el tamano de CAML > 50 uym indica una SG y una SSP deficientes. El corte de tamafio 6ptimo puede cambiar
ligeramente dependiendo del tipo de cancer para obtener un valor de p éptimo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la supervivencia global (SG) y la supervivencia sin progresion (SSP) de un sujeto que tiene
cancer, comprendiendo dicho método determinar el tamafio de las células circulantes (CAML) en una muestra
biolégica de un primer sujeto que tiene cancer, y comparar los resultados con un segundo sujeto que tiene cancer, en
donde se predice que la SG y la SSP del sujeto con células de mayor tamafio seran menores que la SG y la SSP del
sujeto que tiene células de menor tamafio, en donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 uym de tamanio; y

(c) forma morfoldgica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

2. Un método para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer, comprendiendo dicho método determinar el
tamafo de las células circulantes (CAML) en una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer, en donde cuando
al menos una célula en dicha muestra tiene un tamafo de aproximadamente 50 um o mas, se predice que la SG y la
SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las células tiene un tamafio
superior a aproximadamente 50 um, en donde las células circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 uym de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

3. Un método para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer, comprendiendo dicho método determinar
una relacion de células circulantes (CAML) en un volumen seleccionado de una muestra bioldgica de un sujeto que
tiene cancer, en donde cuando dicha relacion es equivalente a aproximadamente 6 o mas células por 7,5 ml de la
muestra bioldgica, se predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer con una
relacion equivalente a menos de 6 células por 7,5 ml de la muestra biologica en donde las células circulantes tienen
las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 um de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

4. Un método para predecir la SG y la SSP de un sujeto que tiene cancer, comprendiendo dicho método determinar el
numero de puntos de CEP17 en células circulantes (CAML) en una muestra biolégica de un sujeto que tiene cancer,
en donde cuando al menos una célula en dicha muestra tiene aproximadamente diez o mas puntos de CEP17, se
predice que la SG y la SSP del sujeto son inferiores a las de un sujeto que tiene cancer en el que ninguna de las
células de una muestra biolégica del sujeto tiene aproximadamente diez 0 mas puntos de CEP17, en donde las células
circulantes tienen las siguientes caracteristicas:

(a) nucleo poliploide atipico grande de un tamafio de aproximadamente 14-64 um, o multiples nucleos en una Unica
célula;

(b) tamafio de célula de aproximadamente 20-300 um de tamanio; y

(c) forma morfolégica seleccionada del grupo que consiste en husiforme, de tipo renacuajo, redonda, oblonga, con
dos piernas, con mas de dos piernas, de piernas delgadas y amorfas.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicha SG y/o SSP es durante un periodo de al
menos 12 meses, preferentemente durante un periodo de al menos 24 meses.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el tamafio de la muestra bioldgica es de entre 5
y 15 ml.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde las células circulantes tienen una o mas de las
siguientes caracteristicas adicionales:

(d) fenotipo positivo para CD14;
(e) expresion de CDA45;

(f) expresion de EpCAM,;

(g) expresion de vimentina;

(h) expresion de PD-L1;
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(i) expresion del marcador CD11C monocitico;
(j) expresion del marcador CD146 endotelial;

(k) expresion del marcador CD202b endotelial; y
(I) expresion del marcador CD31 endotelial.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la fuente de la muestra bioldgica
es uno o mas de sangre periférica, sangre, ganglio linfatico, médula ésea, liquido cefalorraquideo, tejido y orina.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la muestra bioldgica es sangre de la vena antecubital, sangre de la vena
cava inferior, sangre de la vena femoral, sangre de la vena porta o sangre de la vena yugular.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el cancer es un tumor sdlido, cancer en Estadio
I, cancer en Estadio Il, cancer en Estadio Ill, cancer en Estadio IV, carcinoma, sarcoma, neuroblastoma, melanoma,
cancer de células epiteliales, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de pulmon, cancer pancreatico, cancer
colorrectal, cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifidn, cancer de ovario, cancer de eséfago u otro
cancer de tumor sélido.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde las células circulantes se aislan de las muestras
biolégicas para las etapas de determinacion usando uno o mas medios seleccionados del grupo que consiste en
metodologia de exclusion por tamafio, inmunocaptura, lisis de eritrocitos, agotamiento de leucocitos, gradiente de
densidad de FICOLL, electroforesis, dielectroforesis, citometria de flujo, levitacion magnética y diversos chips
microfluidicos, o una combinacion de los mismos.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde las células circulantes se aislan de las muestras biolégicas usando
una metodologia de exclusion por tamafio que comprende el uso de un microfiltro.

13. El método de la reivindicaciéon 12, en donde el microfiltro tiene un tamafo de poro que varia de aproximadamente
5 micrometros a aproximadamente 20 micrémetros, en donde los poros del microfiltro tienen forma de poro redonda,
de pista de carreras, ovalada, cuadrada y rectangular, en donde el microfiltro tiene una geometria de poros de precision
y una distribucion de poros uniforme.

14. El método de la reivindicacion 11, en donde las células circulantes se aislan usando un chip microfluido a través
de clasificacion fisica basada en el tamafo, clasificacion hidrodinamica basada en el tamafo, agrupacion,
atrapamiento, inmunocaptura, concentrando células grandes o eliminando células pequefias basandose en el tamafo.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde las células circulantes se aislan de las muestras

biolégicas para las etapas de determinacién usando un ensayo de microfiltracion a baja presion con microfiltros que
tienen mas de 160.000 poros en una matriz uniforme con un diametro de poro de 7 um dentro de un area de 9 mm.
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Figura 1
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Figura 6
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Figura 10A
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Figura 10C
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Figura 11A
Cancer de mama (n = 59)
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Figura 11B
Cancer de esoéfago (n = 27)
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Figura 11C
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Figura 11E
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Cancer de prostata (n =74)
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