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DESCRIPCIÓN

Medios y métodos para la estadificación, tipificación y tratamiento de una enfermedad cancerosa

La presente invención se refiere a métodos para el diagnóstico, la estadificación y el tratamiento del cáncer. En 5
particular, la presente invención proporciona métodos para determinar el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa, 
que comprenden la detección de alteraciones somáticas del ADN de una o más células cancerosas diseminadas (DCC, 
por sus siglas en inglés), obtenidas después de asentarse en un órgano distante, tal como un ganglio linfático; y para 
determinar la evolución somática de las DCC en función de las alteraciones somáticas detectadas, en donde la 
evolución somática es indicativa del estadio/tipo de la enfermedad cancerosa y en donde la enfermedad cancerosa es 10
un melanoma.

La estadificación/tipificación del cáncer es el proceso de determinar hasta qué punto se ha extendido un cáncer por 
propagación. La práctica contemporánea consiste en asignar un número del I al IV a un cáncer, siendo I un cáncer 
aislado y siendo IV un cáncer que se ha propagado hasta el límite de lo que mide la evaluación. Habitualmente, el 15
estadio IV indica propagación distante del cáncer. El estadio generalmente tiene en cuenta el tamaño de un tumor, si 
ha invadido órganos adyacentes, a cuántos ganglios linfáticos regionales (cercanos) se ha propagado (si los hay) y si 
ha aparecido en lugares más distantes (metastatizado).

El estadio determinado de un cáncer se utiliza generalmente para encontrar una estrategia adecuada para la terapia 20
del cáncer, por ejemplo, terapia quirúrgica o terapia con fármacos. Sin embargo, la terapia, en particular la terapia con 
fármacos, con frecuencia no tiene éxito debido a, entre otras, la resistencia.

A este respecto, nuestra incapacidad para curar el cáncer en muchos casos está directamente relacionada con la 
selección de variantes resistentes a la terapia. Se han obtenido conocimientos sobre la resistencia a los fármacos 25
contra el cáncer mediante el estudio de pacientes metastásicos avanzados, donde el número total de células 
cancerosas se correlaciona con la probabilidad de resistencia; véase Holohan et al. (2013) Nature reviews Cancer 13, 
714. En consecuencia, el cáncer sistémico mínimo después de cirugía "curativa" (es decir, el contexto de la terapia 
(neo)adyuvante) debería ser mucho más fácil de tratar. La ventana de tiempo después de la cirugía primaria y antes 
de la manifestación de metástasis, es decir, durante la enfermedad mínima residual (MRD, por sus siglas en inglés) 30
clínicamente indetectable, definida por células cancerosas diseminadas (DCC) y/o células tumorales circulantes (CTC, 
por sus siglas en inglés) que quedan después de la cirugía de tumor primario (PT, por sus siglas en inglés), puede ser 
particularmente adecuada para prevenir metástasis letales (Aguirre-Ghiso et al. (2013) Nature Med. 19(3) :276-7; 
Polzer y Klein (2013) Nature Med. 19(3):274-5). Sin embargo, solo se dispone de conocimientos circunstanciales sobre 
la MRD y, en consecuencia, las terapias (neo)adyuvantes, es decir, la administración de fármacos sistémicos antes o 35
después de la cirugía en el cáncer no metastásico, mejoran el resultado en solamente aproximadamente el 20 % de 
los pacientes (Cole et al. (2001) Lancet 358:277-286; Gianni et al. (2011) Lancet Oncol. 12:236-244). Asimismo, 
cuando se aplicaron terapias dirigidas con eficacia documentada en pacientes con metástasis manifestada en el 
contexto de la terapia adyuvante, el éxito fue decepcionantemente bajo (Polzer y Klein (2013) Nature Med. 19(3):274-
5). Esta situación clínica indica que nuestro conocimiento actual del cáncer sistémico temprano es insuficiente para 40
prevenir con éxito la metástasis.

La primera evidencia directa de una biología característica de las células cancerosas de diseminación temprana y la 
MRD provino del análisis de DCC aisladas de la médula ósea de pacientes con cáncer de mama antes y después de 
la manifestación de metástasis. Los datos genéticos indicaron que las DCC de los dos estadios de propagación 45
metastásica difieren (Klein et al. (2002) Lancet 360:683-689) Schmidt-Kittler et al. (2003) PNAS 100:7737-7742) y se 
sugirió que podrían haberse diseminado temprano y evolucionado en paralelo al tumor primario (Klein (2009), Nat Rev 
Cancer 9:302-312). Posteriormente, estudios en modelos de ratones transgénicos (Eyles et al. (2010) J Clin Invest. 
120:2030-2039; Husemann et al. (2008) Cancer Cell 13:58-68; Rhim et al. (2012) Cell 148:349-361) y en pacientes 
con lesiones premalignas o carcinomas in situ (Banys et al. (2012) Breast Cancer Res Treat. 131:801-808; Husemann 50
et al. (2008) Cancer Cell 13:58-68; Sanger et al. (2011) Int J Cancer 129:2522-2526) corroboraron este concepto. Hay 
pruebas disponibles para los modelos de diseminación temprana y tardía, pero no son concluyentes. El cáncer de 
origen desconocido (CUP, por sus siglas en inglés), es decir, metástasis sin tumor primario, comprende 
aproximadamente el 5 % de los pacientes con cáncer y demuestra que los grandes tumores primarios avanzados no 
son necesarios para la metástasis. De forma similar, los datos epidemiológicos apoyan la diseminación de las células 55
cancerosas y el inicio de la metástasis años antes del diagnóstico (Engel et al. (2003) Eur J Cancer 39:1794-1806). 
Los datos genéticos, tales como los estudios de secuenciación comparativa de tumores primarios y metástasis 
equivalentes, proporcionan ejemplos para ambos escenarios (Klein (2013) Nature 501:365-372. Sin embargo, los 
estudios de secuenciación pueden ser engañosos o no concluyentes, ya que la selección iatrogénica de varias líneas 
de terapias sistémicas puede cambiar significativamente las poblaciones cancerosas. Resumiendo, los datos clínicos 60
y derivados de paciente ex vivo parecen apoyar la diseminación temprana y la progresión ectópica, considerando que 
la mayoría de los modelos experimentales asumen y utilizan células metastásicas totalmente malignas de aparición 
tardía. Debido a que la práctica clínica actual se basa en un modelo de progresión intratumoral y de difusión tardía (en 
contraposición a un modelo de progresión paralela), la consideración de un modelo de progresión paralela implicaría 
fundamentalmente la necesidad de nuevas herramientas de diagnóstico, para una determinación mejorada y más 65
precisa del estadio/tipo de cáncer y una mejor terapia contra el cáncer, en particular terapia adyuvante.
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Los documentos WO 02/37113 y WO 2015/023553 divulgan un método para la estadificación, la tipificación y el 
tratamiento del cáncer. Ulmer et al. (2014) PLOS Medicine vol. 11, n.º 2, página e1001604 divulga que la propagación 
a ganglios linfáticos centinela es un factor en el resultado del melanoma.

5
Por tanto, el problema técnico subyacente a la presente invención es la provisión de métodos precisos para la 
determinación temprana del estadio/tipo de una enfermedad cancerosa y los correspondientes medios y métodos 
mejorados para tratar una enfermedad cancerosa.

La solución se proporciona mediante las realizaciones como se definen a continuación en el presente documento y 10
como se caracterizan en las reivindicaciones.

La invención, por consiguiente, se refiere a un método para la estadificación y/o tipificación de una enfermedad 
cancerosa, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:
(a) detectar alteraciones somáticas del ADN de una o más células cancerosas diseminadas DCC obtenidas de uno 15

o más ganglios linfáticos; y
(b) determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas 

detectadas en la etapa (a),
en donde la evolución somática de la una o más DCC es indicativa del estadio/tipo de la enfermedad cancerosa y en 
donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.20

Los ejemplos ilustrativos adjuntos demuestran que las DCC adquieren alteraciones que son críticas para la progresión 
metastásica dentro de los ganglios linfáticos. Esto indica que tiene lugar una progresión paralela del tumor primario y 
las DCC (en oposición a la progresión intratumoral de las DCC). La progresión paralela del tumor primario y las DCC 
significa que el análisis del cáncer primario no puede usarse para evaluar si las DCC progresan a metástasis. La 25
progresión paralela del tumor primario y las DCC también significa que la progresión de las DCC a metástasis no se 
puede prevenir mediante la resección del cáncer primario. De manera adicional, la progresión paralela significa que el 
análisis del cáncer primario no se puede utilizar para determinar si las metástasis responden a una determinada 
terapia.

30
En el contexto de la presente invención se ha descubierto sorprendentemente que antes de la progresión a metástasis, 
las DCC muestran un distintivo de metástasis (es decir, alteraciones genéticas particulares que indican que las DCC 
progresarán a metástasis). Según la presente invención, este distintivo de metástasis puede usarse ventajosamente 
para evaluar si las DCC formarán metástasis. Adicionalmente, este distintivo de metástasis se puede utilizar para 
evaluar si las metástasis responderán a una determinada terapia.35

Por tanto, la presente invención se refiere a un método para identificar el distintivo de metástasis de una o más DCC 
(es decir, para la estadificación y/o tipificación de una enfermedad cancerosa), comprendiendo dicho método las 
siguientes etapas:
(a) detectar alteraciones somáticas del ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos; y40
(b) determinar el distintivo de metástasis (es decir, la evolución somática) de la una o más DCC basándose en la 

una o más alteraciones somáticas detectadas en la etapa (a).
En este método, el distintivo de metástasis de la una o más DCC es indicativo del estadio/tipo de la enfermedad 
cancerosa en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.

45
Según la presente invención, el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa puede usarse para evaluar si la enfermedad 
cancerosa melanoma responde a una determinada terapia. Por lo tanto, el método de la presente invención es útil 
para determinar si se debe iniciar, continuar o interrumpir una determinada terapia.

Por tanto, otra realización de la presente invención se refiere a un método para tratar una enfermedad cancerosa, 50
comprendiendo dicho método las siguientes etapas:
(a) detectar alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos de un 

sujeto;
(b) determinar la evolución somática de la una o más DCC basándose en la una o más alteraciones somáticas 

detectadas en la etapa (a); y55
(c) determinar el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de la evolución somática de la una o más DCC 

determinada en la etapa (b),
en donde se utiliza el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa para iniciar, continuar o interrumpir la terapia de dicha 
enfermedad cancerosa en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.

60
La invención también se refiere a una composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad 
cancerosa en un sujeto, en donde el tratamiento se inicia, continua o interrumpe según el estadio/tipo de dicha 
enfermedad cancerosa, en donde dicho estadio/tipo de dicha enfermedad cancerosa se determina:
(a) detectando alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos de 

un sujeto;65
(b) determinando la evolución somática de la una o más DCC basándose en la una o más alteraciones somáticas 
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detectadas en la etapa (a); y
(c) determinando el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de la evolución somática de la una o más 

DCC determinada en la etapa (b),
en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.

5
Dicha composición farmacéutica puede ser cualquier tipo de medicamento para el tratamiento de una enfermedad 
cancerosa, incluyendo una composición que comprende un fármaco quimioterapéutico o una composición que 
comprende un fármaco para inmunoterapia.

Una realización de la presente invención se refiere a los métodos o composición farmacéutica de la invención, que 10
comprende además la determinación de la densidad de DCC (DCCD, por sus siglas en inglés), en donde la DCCD es 
el número de DCC por millón de células en el ganglio linfático utilizado para obtener las DCC, en donde la DCCD es 
indicativa del estadio/tipo de la enfermedad cancerosa. Los ejemplos adjuntos muestran que las DCC de los ganglios 
linfáticos con una DCCD de > 100 pueden crecer hasta convertirse en una colonia y convertirse en tumores en un 
experimento de xenoinjerto. Por lo tanto, un aspecto de la presente invención se refiere a los métodos proporcionados 15
en el presente documento o a la composición farmacéutica proporcionada en el presente documento, en donde una 
DCCD de > 100 es indicativa de la aparición de metástasis.

Como se ha indicado anteriormente, los ejemplos adjuntos muestran que, dependiendo del distintivo de metástasis 
(es decir, el tipo de alteraciones somáticas), las DCC derivadas de paciente pueden formar tumores en ratones. En 20
particular, todas las DCC que fueron capaces de formar tumores tenían una mutación de BRAF, una pérdida del 
cromosoma 9p11-13, una pérdida del cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 o una mutación de 
NRAS. A este respecto, se observan eliminaciones de 9p11-13 y/o 9p21-24 en aproximadamente el 90 % de las células 
que portan más de una alteración somática. En conjunto, en aproximadamente el 20 % de las muestras, se observó 
una pérdida de 9p11 en combinación con una pérdida de 9p24. Aproximadamente el 50 % tiene una pérdida de 9p11 25
y/o 9p24 en combinación con una alteración adicional (BRAF, NRAS o ganancia en el cromosoma 7q21. Solamente 
alrededor del 20 % tiene una pérdida de 9p11 y/o 9p24 más una ganancia en el cromosoma 7q21 junto con una 
mutación de BRAF o NRAS.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invención se refiere a los métodos de la invención o la composición farmacéutica 30
de la invención, en donde las alteraciones somáticas comprenden al menos una de las alteraciones somáticas 
seleccionadas del grupo que consiste en una mutación de BRAF, una pérdida del cromosoma 9p11-13, una pérdida 
del cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 y una mutación de NRAS. Según la presente invención 
las alteraciones somáticas también pueden comprender al menos dos, tres, cuatro o todas las alteraciones somáticas 
seleccionadas del grupo que consiste en una mutación de BRAF, una pérdida del cromosoma 9p11-13, una pérdida 35
del cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 y una mutación de NRAS. En los métodos de la 
invención o en el contexto de la composición farmacéutica de la invención, una mutación de BRAF, una pérdida del 
cromosoma 9p11-13, una pérdida del cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 y/o una mutación 
de NRAS indica que la una o más DCC progresarán a metástasis.

40
Sin embargo, según la presente invención también se puede usar la actividad de proliferación de la una o más DCC 
para determinar si estas células progresarán a metástasis. Por tanto, otra realización de la presente invención se 
refiere a los métodos de la invención o la composición farmacéutica de la invención, en donde la etapa (a) comprende 
además evaluar la proliferación de la una o más DCC, en donde en la etapa (b) una proliferación aumentada de la una 
o más DCC indica que la una o más DCC progresarán a metástasis. La proliferación se puede medir, por ejemplo, 45
analizando la cantidad de marcadores de proliferación tal como el marcador de proliferación Ki-67. La frecuencia de 
las células Ki-67 positivas se puede determinar evaluando el porcentaje de células que se tiñen positivamente para el 
marcador, por ejemplo, mediante inmunohistoquímica, inmunofluorescencia. Este porcentaje proporciona una 
estimación de las células en el ciclo celular, es decir, el porcentaje de células en proliferación.

50
Como se ha indicado anteriormente, el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa se puede utilizar para evaluar si la 
enfermedad cancerosa, es decir, un melanoma, responde a una determinada terapia. En particular, la presencia o 
ausencia de alteraciones genéticas dentro de las DCC también indica si se debe iniciar, continuar o interrumpir un 
determinado tratamiento. En particular, una realización de la presente invención se refiere a los métodos de la 
invención o la composición farmacéutica de la invención, en donde si se observa que la una o más DCC portan una 55
mutación de BRAF, se debe iniciar o continuar un tratamiento dirigido contra las células portadoras de dicha mutación. 
Sin embargo, si se observa que la una o más DCC no portan una mutación de BRAF, un tratamiento dirigido contra 
las células portadoras de dicha mutación podría ser perjudicial para el paciente. De forma similar, si se observa que 
la una o más DCC portan una mutación de NRAS, se debe iniciar o continuar un tratamiento dirigido contra las células 
portadoras de dicha mutación. Sin embargo, si se observa que la una o más DCC no portan una mutación de NRAS, 60
un tratamiento dirigido contra las células portadoras de dicha mutación podría ser perjudicial para el paciente.

Tal y como se describe con mayor detalle a continuación, en los métodos y composición farmacéutica de la presente 
invención, el tipo de enfermedad cancerosa es un melanoma.

65
Por consiguiente, la presente invención se refiere a un método para la estadificación y/o tipificación de una enfermedad 

E16152883
30-03-2022ES 2 905 208 T3

 



5

cancerosa, un método para tratar una enfermedad cancerosa y una composición farmacéutica para su uso en el 
tratamiento de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer, en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma. 
A este respecto, se descubrió de manera sorprendente e inesperada que el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa, 
en particular, cáncer, se puede determinar detectando las alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas 
y/o epigenéticas, en el ADN de células cancerosas diseminadas (DCC) obtenidas de una muestra de tejido de un 5
sujeto, en particular, obtenidas de uno o más ganglios linfáticos de un sujeto, en particular, de uno o más ganglios 
linfáticos regionales y/o de drenaje y/o de uno o más ganglios linfáticos centinela.

También se proporcionan en el presente documento métodos para la estadificación y/o tipificación de una enfermedad 
cancerosa detectando las alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, en el ADN de 10
las células tumorales circulantes (CTC). Por consiguiente, la presente invención proporciona un método para la 
estadificación y/o tipificación de una enfermedad cancerosa, un método para tratar una enfermedad cancerosa y una 
composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer donde 
el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer, se determina detectando las alteraciones 
somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, en el ADN de una o más CTC obtenidas de la sangre 15
de un sujeto, en particular obtenidas de una muestra de sangre obtenida de un sujeto u obtenida usando dispositivo 
de captura de CTC in vivo. Es decir, las realizaciones proporcionadas en el presente documento también se pueden 
aplicar a una o más CTC, a menos que se indique lo contrario, en lugar de o además de a una o más DCC. En 
consecuencia, el experto en la materia es fácilmente consciente de cómo adaptar las enseñanzas proporcionadas en 
el presente documento de una o más DCC a una o más CTC.20

Los inventores determinaron el momento de la diseminación metastásica de melanoma en relación con la profundidad 
de la invasión dérmica y caracterizaron la evolución molecular ectópica en cáncer, en particular melanoma; véanse, 
entre otros, el ejemplo 1 y la figura 1. De manera más específica, como también los melanomas grandes pueden ser 
no invasivos, se analizó el momento de la diseminación metastásica de melanoma en relación con la profundidad de 25
la invasión dérmica (no en relación con el tamaño total) del melanoma. La diseminación a los ganglios linfáticos se 
produjo preferentemente alrededor de 0,4 mm (IC del 95 %: 0,04-0,75 mm) antes de la expansión intradérmica. Las 
células cancerosas diseminadas (DCC) carecían de los cambios impulsores típicos antes de la formación de colonias 
linfáticas, independientemente del espesor del tumor primario; véanse, entre otros, el ejemplo 5 y las figuras 2, 3 y 4. 
Sin embargo, mutaciones oncoiniciadoras en BRAF o NRAS y los reordenamientos cromosómicos distintivos se 30
enriquecieron significativamente en DCC formadoras de colonias y/o xenoinjertos de DCC y pusieron a los pacientes 
en alto riesgo de muerte. Por tanto, en enfermedades cancerosas, en particular, cáncer, las DCC abandonan temprano 
los tumores primarios y evolucionan en diferentes lugares en paralelo; véanse, entre otros, el ejemplo 6 y la figura 5. 
Por consiguiente, la estadificación y/o tipificación de enfermedades cancerosas, en particular, cáncer, pueden 
mejorarse, en particular, se puede proporcionar un método más preciso de estadificación y/o tipificación de 35
enfermedades cancerosas, mediante el uso de información de células derivadas de tumores primarios, en particular 
DCC obtenidas de diferentes lugares donde evolucionan las células, es decir, lugares a los que migran las DCC, como 
por ejemplo los ganglios linfáticos, o lugares donde las células, en particular CTC derivadas de un tumor primario, 
circulan, por ejemplo, la sangre. A este respecto, los presentes inventores descubrieron sorprendentemente que la 
evolución somática de dichas DCC o CTC, respectivamente, determinada basándose en alteraciones somáticas, en 40
particular genéticas y/o epigenéticas detectadas en el ADN de dichas DCC o CTC, respectivamente, se puede utilizar 
para estadificar/tipificar una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer. Estos hallazgos sorprendentes e 
inesperados llevaron a la presente invención, en particular medios y métodos más precisos para la estadificación y/o 
tipificación de enfermedades cancerosas, que se basan en un modelo novedoso de enfermedades cancerosas, en 
particular, cáncer.45

Como se ha expuesto adicionalmente anteriormente, el estadio de una enfermedad cancerosa generalmente se 
determina usando, por ejemplo, el sistema de estadificación TNM. La clasificación TNM de tumores malignos (TNM) 
es un sistema de notación de estadificación de cáncer que proporciona códigos para describir el estadio de cáncer de 
un paciente, en donde T describe el tamaño del tumor original (primario) y si ha invadido el tejido cercano, N describe 50
los ganglios linfáticos cercanos (regionales) que están afectados y M describe la metástasis distante (propagación del 
cáncer de una parte del cuerpo a otra). En particular con respecto al tumor, es decir, el parámetro T, hay varios 
estadios: Tx: el tumor no se puede evaluar, Tis: carcinoma in situ, T0: sin signos de tumor y T1, T2, T3, T4: tamaño 
y/o extensión del tumor primario. Como descubrieron los presentes inventores, los estadios anteriores de las 
enfermedades cancerosas, en particular, cáncer, por ejemplo, melanoma, en muchos casos son insuficientes para 55
determinar una estrategia adecuada para la terapia de una enfermedad cancerosa. Por lo tanto, se descubrió un nuevo 
modelo, que utiliza la evolución somática de las células, en particular DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos 
de un sujeto, en particular, de uno o más ganglios linfáticos regionales y/o de drenaje y/o de uno o más ganglios 
linfáticos centinela, pero también, si están disponibles, DCC de otros órganos además de los ganglios linfáticos, tal 
como médula ósea o líquido cefalorraquídeo, que informan sobre el estado molecular de las DCC cerebrales. La 60
evolución somática de las células también se puede determinar utilizando CTC obtenidas de la sangre de un sujeto. 
Por consiguiente, a diferencia de la estadificación/tipificación clásica de las enfermedades cancerosas, que depende 
principalmente de la evaluación fenotípica de un tumor primario, los métodos novedosos y de la invención de la 
presente invención utilizan la evolución somática de las células, en particular DCC y/o CTC, como indicador del 
estadio/tipo de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer.65
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Las DCC son células que se diseminan desde el lugar de un tumor primario antes de la cirugía y se propagan de forma 
linfática o hematógena. Pueden detectarse mediante marcadores de células epiteliales o marcadores melanocíticos 
en caso de melanoma, que no se encuentran en la superficie de las células linfáticas o células que se encuentran en 
la médula ósea. Por ejemplo, EpCAM y/o citoqueratinas son marcadores celulares que pueden usarse como dianas 
en la detección de DCC (Klein (2009), Nat Rev Cancer 9:302-312), en particular en el caso de carcinomas. Los 5
marcadores celulares selectivos pueden expresarse y/o localizarse intracelularmente y/o en la superficie de la célula. 
Preferentemente, las DCC de melanoma pueden detectarse usando gp100 y/o MCSP (proteoglicano de sulfato de 
condroitina asociado a melanoma) y/o Melan A (MART-1) y/o CD146 como marcadores celulares selectivos. Las DCC 
se pueden detectar y aislar, por ejemplo, de aspirados de médula ósea o ganglios linfáticos. Después de disgregar y/o 
procesar en suspensión de células sueltas, puede determinarse la DCCD mediante inmunocitología. En particular, la 10
suspensión de células sueltas puede teñirse con anticuerpos contra dichos marcadores celulares selectivos tal como 
EpCAM (Guzvic et al. (2014) Cancer Res. 74:7383-7394), citoqueratina (Schardt et al. (2005) Cancer Cell 8:227-239, 
gp100 o MCSP (Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 11 :e1001604. El número de células positivas para el marcador celular 
selectivo por millón de células (preferentemente células de ganglios linfáticos) que se tiñeron define la densidad de 
DCC (DCCD).15

Las CTC son células que también derivan de un lugar de tumor primario antes de la cirugía, pero que circulan en el 
sistema sanguíneo. Después de la cirugía del tumor primario, pueden derivar de colonias metastásicas latentes o 
manifiestas. Pueden detectarse y aislarse utilizando EpCAM como marcador celular selectivo, pero sin limitación a 
este marcador celular selectivo. Los marcadores de enriquecimiento y detección son similares a los utilizados para la 20
detección en otros órganos mesenquimales (médula ósea, ganglios linfáticos) e incluyen, por ejemplo, EpCAM y 
citoqueratinas para marcadores epiteliales y los marcadores melanocíticos mencionados en melanoma. Las CTC 
pueden obtenerse a partir de sangre (por ejemplo, de productos de leucoféresis) (Fischer et al. (2013) PNAS 
110:16580-16585) utilizando métodos bien conocidos en la técnica, en particular el sistema Cell Search® aprobado 
por la FDA (Veridex LLC), la tecnología DEPArray™ o citometría de flujo, pero el aislamiento de CTC no se limita a 25
estos sistemas (Polzer et al. (2014) EMBO Mol Med. 6:1371-138) y puede comprender una variedad de dispositivos 
novedosos tal como CellSieve o Parsortix. También se pueden utilizar dispositivos de captura de CTC in vivo. Ejemplos 
de tales dispositivos son Gilupi, CellCollector (Gorges et al. (2015) ClinCancer Res. 1416.2015, publicación electrónica 
previa a impresión), nanopartículas de unión a células cancerosas Galanzha et al. (2011) Citometry 79:814-824) o 
alambres médicos (Saucedo-Zeni et al. (2012) Int J Oncol. 41:1241-1250), pero sin limitación a estos. Dichos 30
dispositivos o partículas se implantan o infunden en un sujeto/paciente para capturar y enriquecer las CTC en el cuerpo 
del sujeto/paciente. A continuación, las CTC se pueden recuperar del dispositivo o partículas de captura de CTC ex 
vivo o in vivo.

A este respecto, la expresión "evolución somática" como se usa en el presente documento se refiere a la acumulación 35
de alteraciones en las células, en particular células de enfermedades cancerosas, en particular DCC, durante toda la 
vida y los efectos de esas alteraciones en la aptitud de esas células. La evolución somática de las células cancerosas 
se debe a alteraciones genéticas/epigenéticas espontáneas o inducidas y la posterior selección natural durante la 
expansión clonal, que selecciona las células según su aptitud, tasa de proliferación, tasa de apoptosis y similares. 
Adicionalmente, la terapia contra el cáncer actúa como una forma de selección artificial, destruyendo células 40
cancerosas sensibles, pero olvidando las células resistentes. Con frecuencia, el tumor volverá a crecer a partir de esas 
células resistentes, el paciente recaerá y la terapia que se había utilizado anteriormente dejará de ser eficaz. Por tanto, 
la evolución somática es un proceso continuo durante la aparición de enfermedades cancerosas y/o la terapia de una 
enfermedad cancerosa. A este respecto, existen múltiples niveles de heterogeneidad genética asociados con la 
evolución somática en las enfermedades cancerosas. En los métodos de la presente invención, la evolución somática 45
se determina en función de las alteraciones somáticas, incluyendo alteraciones epigenéticas y/o alteraciones 
genéticas. Por lo tanto, basándose en el número y/o naturaleza de las alteraciones somáticas, incluyendo alteraciones 
epigenéticas y/o alteraciones genéticas, se puede determinar la evolución somática de una célula, en particular una 
DCC.

50
La expresión "alteraciones somáticas" como se usa en el presente documento incluye cualquier alteración de ácidos 
nucleicos, en particular, ADN, comprendido en una célula, en particular una DCC. Alteración significa una desviación 
de un estado de referencia como, por ejemplo, un estado en un momento dado en una muestra de referencia obtenida 
de un sujeto, por ejemplo, en una muestra obtenida de un sujeto que comprende células derivadas de otro tejido 
distinto de la muestra a analizar en los métodos de la presente invención y/o que comprende células madre del sujeto, 55
o un estado generalmente tomado como referencia con respecto a un segmento de ADN particular, por ejemplo, una 
secuencia de ADN tomada de una base de datos de secuencias o un patrón conocido de alteraciones epigenéticas tal 
como un patrón de metilación. Por consiguiente, una alteración somática puede detectarse comparando un estado 
observado con un estado de referencia. Cualquier desviación observada puede clasificarse como alteración somática. 
En una segunda fase, dicha alteración se puede clasificar como alteración somática real o un error introducido por el 60
método de detección empleado, por ejemplo, método de secuenciación. A este respecto, la presente invención divulga 
medios y métodos particularmente útiles para la detección de alteraciones somáticas sin errores. Se prefiere utilizar 
tales métodos en los métodos de la presente invención. Las alteraciones somáticas dentro del significado de la 
presente invención incluyen alteraciones epigenéticas y/o genéticas. Las alteraciones genéticas incluyen alteraciones 
a nivel de la secuencia del ADN, es decir, la sucesión de nucleótidos comprendidos en el ADN y alteraciones de la 65
abundancia relativa de segmentos del ADN comprendidos en la muestra a analizar. Por consiguiente, las alteraciones 

E16152883
30-03-2022ES 2 905 208 T3

 



7

genéticas dentro del significado de la presente invención pueden incluir, entre otras, variaciones de un solo nucleótido 
(SNV, por sus silgas en inglés), mutaciones de secuencia, cambios e inestabilidad de microsatélites, pérdida de 
heterocigosidad (LOH, por sus siglas en inglés), alteraciones del número de copias, variaciones cariotípicas que 
incluyen anomalías estructurales cromosómicas y/o aneuploidía. Las alteraciones epigenéticas incluyen alteraciones 
químicas del ADN que no están a nivel de la secuencia del ADN y alteraciones de factores externos implicados en la 5
formación de la estructura, procesamiento del ADN y similares. Por consiguiente, las alteraciones epigenéticas dentro 
del significado de la presente invención pueden incluir, entre otras, metilación, en particular metilación de pares CG, 
deficiencias de las proteínas de reparación del ADN y/o alteraciones en la arquitectura o estructura de las histonas 
como la metilación, acetilación, sumoilación, activación o inactivación de marcas de histonas y/o alteraciones en la 
arquitectura de la cromatina como, por ejemplo, en eu o heterocromatina y similares.10

En un aspecto de la invención, las alteraciones somáticas, en particular las alteraciones genéticas, comprenden una 
o más mutaciones oncoiniciadoras y/o una o más mutaciones secundarias. La expresión "mutación oncoiniciadora" se 
refiere a mutaciones que dan una ventaja selectiva a un clon en su microambiente, aumentando su supervivencia o 
reproducción. Las mutaciones oncoiniciadoras tienden a causar expansiones clonales. Por consiguiente, las 15
alteraciones somáticas, en particular las alteraciones genéticas, determinadas en los métodos de la presente invención 
pueden comprender una o más mutaciones oncoiniciadoras. A este respecto, una característica común de la 
progresión celular, en particular, de DCC es la expansión de un clon con una alteración somática, en particular una 
alteración genética y/o epigenética. Esto se debe generalmente a que el clon en expansión tiene una ventaja 
competitiva (ya sea una ventaja reproductiva o de supervivencia) sobre otras células en el tejido correspondiente. 20
Debido a que los clones en expansión con frecuencia tienen más de una alteración somática, en particular alteración 
genética y/o epigenética, en sus genomas, con frecuencia no está claro cuál de esas alteraciones causa una ventaja 
reproductiva o de supervivencia y qué alteraciones diferentes son simplemente mutaciones autoestopistas o 
secundarias en la expansión clonal. Sin embargo, se conocen en la técnica varias mutaciones oncoiniciadoras. Por 
ejemplo, las mutaciones oncoiniciadoras pueden ser, entre otras, mutaciones en oncogenes conocidos. Los 25
oncogenes son genes que se sabe que están asociados con la aparición de una enfermedad cancerosa, en particular, 
cáncer. Por tanto, una o más mutaciones oncoiniciadoras dentro del significado de la presente invención incluyen, 
pero sin limitación, mutaciones en oncogenes conocidos. Como ejemplos, los genes que codifican el homólogo del 
oncogén vírico del neuroblastoma RAS (NRAS) o BRAF son oncogenes conocidos. Otros oncogenes conocidos se 
indican en bases de datos tal como la base de datos COSMIC de Forbes et al. (2014) Nucleic Acid Res. 43, D805-30
811, o en informes de Vogelstein et al. (2013) Science 339(6127): 1546-58, Akagi et al. (2004) Nucleic Acid Res. 32, 
D523-7 o Huret et al. (2000) Nucleic Acid Res. 28(1):349-51. Estas bases de datos se actualizan constantemente para 
determinar oncogenes y mutaciones oncoiniciadoras conocidas. Por consiguiente, cualquiera de las mutaciones 
oncoiniciadoras descritas en las mismas puede detectarse en los métodos de la presente invención. A este respecto, 
los métodos utilizados en la presente invención para detectar las alteraciones somáticas, en particular alteraciones 35
genéticas y/o epigenéticas, en oncogenes son adecuados para la detección simultánea de alteraciones somáticas en 
múltiples oncogenes. Las mutaciones oncoiniciadoras particulares que pueden detectarse en los métodos de la 
presente invención comprenden mutaciones oncoiniciadoras en el gen que codifica NRAS que comprende, entre otras,
la mutación del exón 3 c181C> A. Por consiguiente, la presente invención se refiere a un método para la estadificación 
y/o tipificación de una enfermedad cancerosa, comprendiendo el método las etapas de detectar alteraciones somáticas 40
del ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, en particular uno o más ganglios linfáticos; y 
determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas 
en el ADN de la una o más DCC, en donde la evolución somática de la una o más DCC es indicativa del estadio/tipo 
de la enfermedad cancerosa, en donde la detección de alteraciones somáticas comprende la detección del nucleótido 
en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1, en donde una citosina en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1 es indicativa 45
de un estadio/tipo sin enfermedad y una adenina en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1 es indicativa de un estadio/tipo 
de enfermedad. De manera adicional, una guanina en la posición 2987 de la SEQ ID NO: 1 o una timina en la posición 
2987 de la SEQ ID NO: 1 es indicativa de un estadio de enfermedad. La presente invención se refiere además a un 
método para tratar una enfermedad cancerosa, comprendiendo el método las etapas de detectar alteraciones 
somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, en particular uno o más ganglios linfáticos 50
de un sujeto; determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas 
detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de 
la evolución somática de la enfermedad cancerosa determinada en función de las alteraciones somáticas detectadas 
en el ADN de la una o más DCC, en donde se utiliza el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa para iniciar, continuar 
o interrumpir la terapia de dicha enfermedad cancerosa, en donde la detección de alteraciones somáticas comprende 55
la detección del nucleótido en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1, en donde se usa una citosina en la posición 2986 
de la SEQ ID NO: 1 para interrumpir la terapia y una adenina en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1 para iniciar o 
continuar la terapia de la enfermedad cancerosa. De manera adicional, una guanina en la posición 2987 de la SEQ ID 
NO: 1 o una timina en la posición 2987 de la SEQ ID NO: 1 se usa para iniciar o continuar la terapia de la enfermedad 
cancerosa. La invención además se refiere a una composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de una 60
enfermedad cancerosa en un sujeto, en donde el tratamiento se inicia, continúa o interrumpe según el estadio/tipo de 
la enfermedad cancerosa, en donde el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa se determina detectando alteraciones 
somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, en particular uno o más ganglios linfáticos 
de un sujeto; determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas 
detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de 65
la evolución somática de la enfermedad cancerosa determinada en función de las alteraciones somáticas detectadas 
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en el ADN de la una o más DCC, en donde la detección de alteraciones somáticas comprende la detección del 
nucleótido en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1, en donde se usa una citosina en la posición 2986 de la SEQ ID 
NO: 1 para interrumpir el tratamiento y una adenina en la posición 2986 de la SEQ ID NO: 1 para continuar o iniciar el 
tratamiento. De manera adicional, una guanina en la posición 2987 de la SEQ ID NO: 1 o una timina en la posición 
2987 de la SEQ ID NO: 1 se usa para continuar o iniciar el tratamiento de la enfermedad cancerosa. La detección de 5
alteraciones somáticas puede comprender la detección de alteraciones genéticas y/o epigenéticas de uno o más 
oncogenes.

Como se ha expuesto anteriormente, la detección de alteraciones somáticas, incluyendo alteraciones genéticas y/o 
epigenéticas, puede comprender la detección de alteraciones somáticas en oncogenes conocidos. Como se ha 10
descrito anteriormente para NRAS, también se pueden detectar mutaciones oncoiniciadoras conocidas en BRAF, otro 
oncogén conocido que codifica una proteína implicada en dirigir el crecimiento celular. De este modo, se describen en 
la técnica varias alteraciones genéticas, en particular mutaciones (oncoiniciadoras), que provocan una forma 
constitutivamente activa de BRAF, que está asociada con la aparición de cáncer. En vista de su papel en la 
enfermedad, se han descrito varios inhibidores de BRAF dirigidos a la forma natural y mutada; véase, por ejemplo, 15
Wan et al. (2004) Cell 116 (6): 855-67; Tsai et al. (2008) PNAS 105 (8): 3041-6; y Bollag et al. (2010) Nature 467 
(7315) : 596-9. Por ejemplo, sorafenib es un fármaco inhibidor de la cinasa molecular pequeño aprobado para el 
tratamiento de cáncer primario de riñón (carcinoma de células renales avanzado), cáncer de hígado primario avanzado 
(carcinoma hepatocelular) y carcinoma de tiroides avanzado resistente a yodo radiactivo. Sorafenib inhibe, entre otros,
BRAF de tipo silvestre y mutante. Otro inhibidor de BRAF ilustrativo es vemurafenib, que es un inhibidor selectivo de 20
la proteína de BRAF mutado V600E responsable de una forma agresiva de melanoma. También se ha demostrado 
que es un inhibidor eficaz de la proteína de BRAF mutado V600K. En pacientes con melanoma que tienen BRAF de 
tipo silvestre, vemurafenib promueve el crecimiento tumoral; véase Hatzivassiliou et al. (2010) Nature 464 (7287): 431-
5 o Halaban et al. (2010) Pigment Cell Melanoma Res. 23(2): 190-200. Sin embargo, el diagnóstico clásico de 
melanoma no comprende la determinación del estado de mutaciones de los pacientes con respecto al oncogén BRAF. 25
Asimismo, tal y como los presentes inventores han descubierto sorprendentemente, el nuevo modelo descrito en el 
presente documento de evolución paralela de células en el tumor primario y la una o más DCC indica que la detección 
del estado de mutaciones en el tumor primario es insuficiente para la determinación de la terapia más adecuada para 
pacientes con melanoma. Por consiguiente, los métodos más precisos de estadificación/tipificación del cáncer 
proporcionados en el presente documento pueden comprender una etapa de detección del estado de mutaciones del 30
oncogén BRAF. Por lo tanto, la presente invención se refiere a un método para la estadificación y/o tipificación de una 
enfermedad cancerosa, comprendiendo el método las etapas de detectar alteraciones somáticas del ADN de una o 
más DCC obtenidas de una muestra de tejido, en particular uno o más ganglios linfáticos; y determinar la evolución
somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o 
más DCC, en donde la evolución somática de la una o más DCC es indicativa del estadio/tipo de la enfermedad 35
cancerosa, en donde la detección de alteraciones somáticas comprende la detección del triplete de nucleótidos en las 
posiciones 171428 a 171430 de la SEQ ID NO: 2, en donde un triplete de nucleótidos guanina en la posición 171428, 
tirosina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 es indicativo de un estadio/tipo sin 
enfermedad y un triplete de nucleótidos guanina en la posición 171428, adenina en la posición 171429 y guanina en 
la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 es indicativo de un estadio/tipo de enfermedad. De manera adicional, un triplete 40
de nucleótidos adenina en la posición 171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la 
SEQ ID NO: 2 y un triplete de nucleótidos adenina en la posición 171428, guanina en la posición 171429 y guanina en 
la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 es indicativo de un estadio/tipo de enfermedad. La presente invención se 
refiere además a un método para tratar una enfermedad cancerosa, comprendiendo el método las etapas de detectar 
alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, en particular uno o más 45
ganglios linfáticos; determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones 
somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en 
función de la evolución somática de la enfermedad cancerosa determinada en función de las alteraciones somáticas 
detectadas en el ADN de la una o más DCC, en donde se utiliza el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa para 
iniciar, continuar o interrumpir la terapia de dicha enfermedad cancerosa, en donde la detección de alteraciones 50
somáticas comprende la detección del triplete de nucleótidos en las posiciones 171428 a 171430 de la SEQ ID NO: 2, 
en donde un triplete de nucleótidos guanina en la posición 171428, tirosina en la posición 171429 y guanina en la 
posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 se usa para interrumpir el tratamiento y un triplete de nucleótidos guanina en la 
posición 171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 se usa para 
continuar o iniciar el tratamiento. De manera adicional, un triplete de nucleótidos adenina en la posición 171428, 55
adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 y un triplete de nucleótidos adenina 
en la posición 171428, guanina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 se usa 
para iniciar o continuar el tratamiento. Se prefiere que el tratamiento comprenda el uso de un inhibidor de BRAF. Por 
consiguiente, el tratamiento comprende preferentemente el uso de sorafenib o vemurafenib. Asimismo, se prefiere que 
la enfermedad cancerosa sea melanoma. La invención además se refiere a una composición farmacéutica para su 60
uso en el tratamiento de una enfermedad cancerosa en un sujeto, en donde el tratamiento se inicia, continúa o 
interrumpe según el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa, en donde el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa 
se determina detectando alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, 
en particular uno o más ganglios linfáticos de un sujeto; determinar la evolución somática de la una o más DCC en 
función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el 65
estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de la evolución somática de la enfermedad cancerosa determinada 
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en función de las alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC, en donde la detección de 
alteraciones somáticas comprende la detección del triplete de nucleótidos en las posiciones 171428 a 171430 de la 
SEQ ID NO: 2, en donde un triplete de nucleótidos guanina en la posición 171428, tirosina en la posición 171429 y 
guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 se usa para interrumpir el tratamiento y un triplete de nucleótidos 
guanina en la posición 171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 5
se usa para continuar o iniciar el tratamiento. De manera adicional, un triplete de nucleótidos adenina en la posición 
171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 y un triplete de nucleótidos 
adenina en la posición 171428, guanina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 
se usa para iniciar o continuar el tratamiento. Se prefiere que la composición farmacéutica comprenda un inhibidor de 
BRAF. Por consiguiente, se prefiere que la composición farmacéutica comprenda sorafenib o vemurafenib. Asimismo, 10
se prefiere que la enfermedad cancerosa sea cáncer de hígado, cáncer de riñón o melanoma. Se prefiere más que la 
enfermedad cancerosa sea melanoma. Por consiguiente, la presente invención se refiere a, entre otras, una 
composición farmacéutica que comprende un inhibidor de BRAF, preferentemente sorafenib o vemurafenib, para su 
uso en el tratamiento de una enfermedad cancerosa en un sujeto, en donde el tratamiento se inicia, continúa o 
interrumpe según el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa, en donde el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa 15
se determina detectando alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de una muestra de tejido, 
en particular uno o más ganglios linfáticos de un sujeto; determinar la evolución somática de la una o más DCC en 
función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el 
estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de la evolución somática de la enfermedad cancerosa determinada 
en función de las alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC, en donde la detección de 20
alteraciones somáticas comprende la detección del triplete de nucleótidos en las posiciones 171428 a 171430 de la 
SEQ ID NO: 2, en donde un triplete de nucleótidos guanina en la posición 171428, tirosina en la posición 171429 y 
guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 se usa para interrumpir el tratamiento y un triplete de nucleótidos 
guanina en la posición 171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 
se usa para continuar o iniciar el tratamiento. De manera adicional, un triplete de nucleótidos adenina en la posición 25
171428, adenina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 y un triplete de nucleótidos 
adenina en la posición 171428, guanina en la posición 171429 y guanina en la posición 171430 de la SEQ ID NO: 2 
se usa para iniciar o continuar el tratamiento. La enfermedad cancerosa es preferentemente cáncer de hígado, cáncer 
de riñón o melanoma. Se prefiere más que la enfermedad cancerosa sea melanoma.

30
De acuerdo con lo anterior, la invención proporciona medios y métodos para tratar una enfermedad cancerosa, en 
particular, cáncer. Por consiguiente, la presente invención, entre otras cosas, se refiere a un método de tratamiento 
de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer, que comprende obtener y analizar una muestra de un paciente 
que se sospecha que tiene o que tiene una enfermedad cancerosa, en particular cáncer; en donde el análisis 
comprende la secuenciación del ADN de la una o más DCC comprendidas en la muestra; la detección de la presencia 35
o ausencia de alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, en el ADN, en donde la 
presencia de alteraciones somáticas indica que debe administrarse al paciente una cantidad eficaz de una composición 
farmacéutica. La invención además se refiere a un método para diagnosticar una enfermedad cancerosa, que 
comprende obtener y analizar una muestra de un paciente que se sospecha que tiene una enfermedad cancerosa, en 
particular cáncer; en donde el análisis comprende la secuenciación del ADN de la una o más DCC comprendidas en 40
la muestra; la detección de la presencia o ausencia de alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o 
epigenéticas, en el ADN, en donde la presencia de alteraciones somáticas indica que un paciente tiene, o es probable 
que tenga, una enfermedad cancerosa y la ausencia de alteraciones somáticas indica que el paciente no tiene, o no 
es probable que tenga, una enfermedad cancerosa.

45
Las alteraciones somáticas, en particular las alteraciones genéticas, determinadas en los métodos de la presente 
invención también pueden comprender una o más mutaciones secundarias. Una mutación secundaria es una mutación 
que generalmente no tiene o tiene un efecto pequeño sobre la aptitud de un clon, pero puede estar asociada con una 
expansión clonal porque se produce en el mismo genoma con una mutación oncoiniciadora. A este respecto, es 
importante reconocer que una mutación secundaria puede tener poco o ningún efecto sobre la aptitud de una célula 50
dentro de un tejido en particular, mientras que la misma mutación puede tener un efecto drástico sobre la aptitud de 
una célula dentro de otro tejido. Sin embargo, dentro del significado de la presente invención, las mutaciones 
secundarias pueden ser aquellas mutaciones que se sabe que tienen una mayor probabilidad de encontrarse en un 
genoma donde se produjo o es probable que se produzca en el futuro una mutación oncoiniciadora.

55
Las alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas o epigenéticas, determinadas en los métodos de la 
presente invención también pueden comprender una o más alteraciones en el número de copias. Las alteraciones en
el número de copias son alteraciones del ADN de un genoma que dan como resultado que la célula tenga una variación 
anómala o, para determinados genes, una variación normal en el número de copias de una o más secciones del ADN. 
Una alteración en el número de copias puede corresponder a partes del genoma que se han eliminado (menos del 60
número normal) o multiplicado (más del número normal).

Cada alteración puede corresponder a la eliminación o ganancia, en particular la duplicación, de una región genómica, 
que puede variar de aproximadamente una kilobase (1.000 bases nucleotídicas) a varias megabases (1.000.000 de 
bases nucleotídicas) de tamaño. Las alteraciones en el número de copias se han asociado con susceptibilidad o 65
resistencia a enfermedades. Por ejemplo, el número de copias de genes puede estar elevado en células asociadas 
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con cáncer, por ejemplo, en DCC. Por consiguiente, las alteraciones en el número de copias también se pueden 
determinar en los métodos de la presente invención para determinar la evolución somática de una célula, en particular 
de una DCC. Después, la evolución somática puede usarse para determinar el estadio/tipo de una enfermedad 
cancerosa, en particular, cáncer. Las alteraciones particulares en el número de copias determinadas en los métodos 
de la presente invención comprenden la pérdida del cromosoma 9p11-13, pérdida del cromosoma 9p21-24 y/o 5
ganancia del cromosoma 7q21. Por consiguiente, la presente invención se refiere a los métodos o composiciones 
farmacéuticas de la invención, en donde las alteraciones somáticas del ADN comprenden al menos una de las 
alteraciones seleccionadas de una pérdida del cromosoma 9p11-13, una pérdida del cromosoma 9p21 -24 y una 
ganancia del cromosoma 7q21.

10
Además, o alternativamente a la naturaleza/tipo de alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o 
epigenéticas, detectadas en los métodos de la presente invención, el número de alteraciones somáticas, en particular 
alteraciones genéticas y/o epigenéticas, también se puede determinar para determinar la evolución somática de una 
célula, en particular una DCC. A este respecto, en general, se puede suponer que cuanto mayor es el número de 
alteraciones somáticas acumuladas, más avanzada es la evolución somática de las células, en particular las DCC. Si 15
bien hay mutaciones oncoiniciadoras, como se ha descrito anteriormente, cuya presencia es indicativa de un 
estadio/tipo avanzado de la enfermedad cancerosa, en particular el cáncer, el número total de alteraciones somáticas 
acumuladas también puede alcanzar un valor umbral, que es indicativo de un estadio avanzado de la enfermedad 
cancerosa, en particular el cáncer; véase, por ejemplo, Shain et al. (2015) N Engl J Med 373; 20:1926.

20
La precisión de los métodos de la presente invención puede aumentarse además mediante el uso de parámetros 
adicionales para determinar la evolución somática general de una población celular, en particular DCC comprendidas 
en un ganglio linfático de un sujeto o derivadas de otro tejido invadido (temprano) por células cancerosas, por ejemplo, 
médula ósea o cerebro. A este respecto, sorprendentemente se observó que, a una densidad celular específica, las 
células, en particular DCC, forman contactos célula-célula que dan lugar a que las DCC se organicen en pequeños 25
nidos de células en lugar de células aisladas. Asimismo, sorprendentemente se observó que, en los experimentos de 
xenotrasplante, solamente ratones trasplantados con células, en particular DCC, derivadas de ganglios linfáticos de 
pacientes en los que dichas células, en particular DCC, estaban presentes a una densidad celular por encima de un 
valor umbral específico daban lugar a un tumor en ratones trasplantados; véase la figura 5C. A partir de estos 
experimentos, se dedujo que el número total de células de DCC observadas en la muestra de tejido correspondiente, 30
por ejemplo, una muestra derivada de una muestra de ganglio linfático o de médula ósea, puede servir como parámetro 
adicional para aumentar aún más la precisión de los métodos de la presente invención. Basándose en estos 
experimentos, el valor umbral es indicativo de una alta probabilidad de que las células hayan acumulado mutaciones 
oncoiniciadoras importantes en su genoma, de modo que se determina que un estadio/tipo avanzado de la enfermedad 
cancerosa, en particular, cáncer, está en el intervalo de aproximadamente 50 o más, preferentemente 60, 70, 80, 90 35
o más, lo más preferentemente 100 células por millón de células en la muestra de tejido correspondiente. Por 
consiguiente, una DCCD entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100, preferentemente entre 
aproximadamente 60 y aproximadamente 100, preferentemente entre aproximadamente 70 y aproximadamente 100, 
preferentemente entre aproximadamente 80 y aproximadamente 100 y lo más preferentemente entre 
aproximadamente 90 y aproximadamente 100 es indicativa de un estadio/tipo avanzado de una enfermedad 40
cancerosa, en particular, cáncer. De acuerdo con lo anterior, basándose en el número de células observadas en la 
muestra de tejido obtenida de un paciente, la densidad celular se puede calcular con respecto al número total de 
células en la muestra obtenida o con respecto a otra población celular observada en la muestra obtenida. A este 
respecto, se prefiere que la población de células DCC comprendida en la muestra de tejido obtenida de un paciente 
se detecte utilizando un marcador, por ejemplo, EpCAM y/o citoqueratinas. La población de células DCC comprendida 45
en una muestra de tejido de melanoma obtenida de un paciente se detecta preferentemente usando gp100 como 
marcador. Sin embargo, también se pueden utilizar marcadores de DCC alternativos, que pueden causar valores 
umbral alternativos correspondientes a un estadio/tipo avanzado de la enfermedad cancerosa, como apreciará la 
persona experta en la materia. Por consiguiente, debe reconocerse que la DCCD determinada en una muestra de 
tejido, en particular una muestra de ganglio linfático o una muestra de médula ósea obtenida de un paciente, que se 50
utiliza como indicador del estadio/tipo de una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer, puede variar según el 
método utilizado para determinar la densidad celular. A este respecto, se prefiere que gp100 se utilice como marcador 
para determinar el número de DCC comprendidas en la muestra obtenida, en donde las DCC son gp100 positivas. Por 
consiguiente, se prefiere que los métodos de la presente invención, además de la determinación de alteraciones 
somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, comprendidas en una o más DCC obtenidas de uno 55
o más ganglios linfáticos de un paciente, comprendan una etapa de determinar la DCCD en el ganglio linfático utilizado 
para obtener las DCC, en particular, el ganglio linfático obtenido de un paciente.

Cuando el estadio/tipo de una enfermedad cancerosa se determina en función de la evolución somática de las CTC, 
los métodos de la presente invención pueden comprender además una etapa de determinación de la CTCD con para 60
mejorar la precisión. Por consiguiente, se prefiere que, además de la determinación de alteraciones somáticas, en 
particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, comprendidas en una o más CTC de un paciente, en particular 
extraídas de muestras de sangre o dispositivos de captura de CTC in vivo, comprendan una etapa para determinar la 
densidad de CTC (CTCD). A este respecto, la CTCD es el número de CTC por millón de células en la muestra de 
sangre obtenida de un paciente, o en el caso de un dispositivo de captura in vivo mediante algún parámetro que 65
relaciona el número de CTC con el volumen de sangre filtrada (volumen de sangre o tiempo de filtrado como sustituto). 

E16152883
30-03-2022ES 2 905 208 T3

 



11

A un valor umbral específico que puede determinarse en función del método de detección de CTC utilizado, por 
ejemplo, que comprende el uso de MCSP o EpCAM como marcador, pero sin limitación a estos, se puede determinar 
un estadio/tipo avanzado de la enfermedad cancerosa.

En los métodos de la presente invención, la una o más células, en particular, la una o más DCC se obtienen 5
preferentemente de uno o más ganglios linfáticos. Los ganglios linfáticos son órganos de forma ovalada del sistema 
linfático, distribuidos ampliamente por todo el cuerpo, incluidas las axilas y el estómago, y unidos por vasos linfáticos. 
Los ganglios linfáticos son los principales lugares de linfocitos B, T y otras células inmunitarias. Los ganglios linfáticos 
son importantes para el correcto funcionamiento del sistema inmunitario, actuando como filtros para partículas 
extrañas y células cancerosas. Se sabe que los ganglios linfáticos tienen importancia clínica. Se inflaman o agrandan 10
en diversas infecciones y enfermedades, que varían desde infecciones de garganta hasta cáncer. Además, se prefiere 
que el uno o más ganglios linfáticos sean ganglios linfáticos regionales, en donde un ganglio linfático regional es un 
ganglio linfático cercano a un lugar que se encuentra en estado de aparición de una enfermedad, en particular, un 
lugar susceptible de presentar una enfermedad cancerosa, en particular cáncer o un lugar que ha presentado una 
enfermedad cancerosa, en particular, cáncer. En particular, en el contexto del cáncer, el ganglio linfático regional es 15
un ganglio linfático anatómicamente cercano al lugar con cáncer, por ejemplo, un tumor. Es más preferido que el uno 
o más ganglios linfáticos utilizados en los métodos de la invención sean (a) ganglios linfáticos de drenaje. Los ganglios 
linfáticos de drenaje son ganglios linfáticos a los que migran las células. Con frecuencia, el uno o más ganglios 
linfáticos de drenaje de un lugar con enfermedad o un lugar susceptible de padecer una enfermedad son los primeros 
ganglios linfáticos invadidos por células que migran desde dicho lugar. Dicho o dichos ganglios linfáticos también se 20
denominan ganglios linfáticos centinela, es decir, el hipotético primer ganglio linfático o grupo de ganglios que drenan 
una enfermedad cancerosa, en particular un cáncer. En caso de diseminación cancerosa establecida, los ganglios 
linfáticos centinela son los órganos diana a los que se llega principalmente mediante metástasis de células cancerosas 
desde el tumor. Por tanto, los ganglios linfáticos centinela pueden carecer por completo de cáncer porque se 
detectaron antes de la diseminación. Por consiguiente, lo más preferido es que las DCC utilizadas en los métodos de 25
la presente invención deriven de uno o más ganglios linfáticos centinela para determinar si un sujeto es susceptible 
de padecer una enfermedad cancerosa, en particular cáncer, o determinar el estadio/tipo de una enfermedad 
cancerosa, en particular, cáncer.

El experto en la materia conoce bien los métodos para obtener el uno o más ganglios linfáticos de un sujeto, en 30
particular un sujeto humano. Como se usa en el presente documento, la expresión "muestra obtenida de uno o más 
ganglios linfáticos" se refiere a una muestra de células, tejido o líquido que se extrae de un sujeto para determinar si 
la muestra contiene tejido canceroso, en particular DCC y/o para determinar la evolución somática de dichas células. 
En algunas realizaciones, dicha muestra se obtiene porque se sospecha que un sujeto tiene cáncer debido a un 
diagnóstico temprano y/o una predisposición. Después, la muestra también puede examinarse para determinar la 35
presencia o ausencia de cáncer, células madre cancerosas y/o la expresión de distintivos génicos de células madre 
cancerosas usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las muestras de ganglios linfáticos utilizadas en 
los métodos de la presente invención pueden obtenerse mediante biopsia de ganglios linfáticos, por ejemplo, biopsia 
con aguja o biopsia abierta como se describe en la técnica; véase, por ejemplo, Chang KL et al. (2009) Modern Surgical 
Pathology. 2ª ed. Filadelfia, PA: Saunders Elsevier; 2009: capítulo 41.40

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamífero), 
incluyendo, pero sin limitación, seres humanos, primates no humanos, roedores y similares, que va a ser el receptor 
de un tratamiento particular. Normalmente, los términos "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente en el presente 
documento en referencia a un sujeto humano. Por consiguiente, se prefiere que la una o más DCC se obtengan de un 45
sujeto humano, más preferentemente un paciente humano, en donde se puede sospechar que el sujeto/paciente tiene 
cáncer o puede ser susceptible a una enfermedad cancerosa, en particular, cáncer.

Como se usa en el presente documento, la expresión "sujeto sospechoso de tener cáncer" o "paciente susceptible a 
una enfermedad cancerosa" se refiere a un sujeto/paciente que presenta uno o más síntomas indicativos de un cáncer 50
(por ejemplo, un bulto o masa notable) o que está siendo examinado para detectar un cáncer (por ejemplo, durante 
un examen físico de rutina). Un sujeto sospechoso de tener cáncer o un paciente susceptible a una enfermedad 
cancerosa, en particular, cáncer, también puede tener uno o más factores de riesgo. Un "sujeto sospechoso de tener 
cáncer" o "paciente susceptible a una enfermedad cancerosa" incluye a un individuo que ha recibido un diagnóstico 
inicial, pero para el que se desconoce el estadio del cáncer. La expresión incluye además a las personas que alguna 55
vez tuvieron cáncer (p. ej., un individuo en remisión). La expresión también se refiere a un sujeto con uno o más 
factores de riesgo de padecer un cáncer específico. Los factores de riesgo incluyen, pero sin limitación, género, edad, 
predisposición genética, exposición ambiental, incidentes previos de cáncer, enfermedades preexistentes no 
cancerosas y estilo de vida.

60
Los métodos de la presente invención son para estadificar y/o tipificar y/o predecir el resultado y/o tratar una 
enfermedad cancerosa, en particular cáncer en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma. Generalmente, la 
diseminación se refiere al proceso de migración por migración activa o transporte pasivo por fluidos corporales desde 
un lugar de enfermedad primario a un lugar secundario, por ejemplo, un ganglio linfático o médula ósea o sangre. Por 
consiguiente, los métodos de la presente invención son para la estadificación/tipificación de una enfermedad 65
cancerosa, en particular una enfermedad cancerosa que implica la diseminación de células, preferentemente que 
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implica diseminación linfática en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma. Por tanto, los métodos de la 
presente invención son preferentemente para la estadificación y/o tipificación y/o predicción del resultado y/o 
tratamiento de cáncer sólido y en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma. Como se usa en el presente 
documento, un "cáncer sólido" se refiere a una o más células que están creciendo o han crecido de manera 
descontrolada para formar tejido canceroso. Como se usa en el presente documento, la expresión "cáncer sólido" 5
incluye, pero sin limitación, "carcinomas", "adenocarcinomas". Los "carcinomas" son cánceres de células epiteliales 
(revestimiento). "Adenocarcinoma" se refiere a carcinoma derivado de células de origen glandular. Los términos 
"cáncer" y "tumor" se usan indistintamente en toda la memoria descriptiva objeto.

Los cánceres sólidos pueden surgir en casi cualquier tejido del cuerpo y los métodos de la presente invención pueden 10
usarse para estadificar y/o tipificar y/o predecir el resultado y/o tratar cualquiera de estos cánceres. Ejemplos de 
"cánceres sólidos" que pueden estadificarse y/o tipificarse y/o cuyo resultado puede predecirse y/o que pueden tratarse 
de acuerdo con la presente divulgación incluyen neoma acústico, carcinoma adenoquístico, cáncer adrenocortical, 
sarcoma alveolar de las partes blandas, cáncer anal, angiosarcoma, carcinoma de células basales (bcc), cáncer de 
vejiga, cánceres óseos, cáncer de intestino, glioma del tronco encefálico, cáncer de mama, cánceres del SNC, 15
cánceres carcinoides, cáncer de cuello de útero, cánceres cerebrales infantiles, sarcoma de tejidos blandos infantil, 
condrosarcoma, coriocarcinoma, cánceres colorrectales, dermatofibrosarcoma protuberans, cáncer desmoplásico de 
células redondas pequeñas, carcinoma ductal, cánceres endocrinos, cáncer de endometrio, ependimoma, cáncer de 
esófago, sarcoma de Ewing, cáncer extrahepático de las vías biliares, cáncer ocular, melanoma ocular, retinoblastoma, 
cáncer de las trompas de Falopio, fibrosarcoma, cáncer de vesícula biliar, cáncer gástrico, cánceres gastrointestinales, 20
cáncer carcinoide gastrointestinal, cánceres urogenitales, cánceres de células germinales, enfermedad trofoblástica 
gestacional, glioma, cánceres ginecológicos, cáncer de cabeza y cuello, cáncer hepatocelular, cáncer de mama 
hereditario, virus del papiloma humano, cáncer de la hipofaringe, melanoma intraocular, sarcoma de Kaposi, cáncer 
de riñón, cáncer laríngeo, leiomiosarcoma, cáncer de labios, liposarcoma, cáncer de hígado, cáncer de pulmón, cáncer 
de mama masculino, cáncer rabdoide maligno de riñón, meduloblastoma, melanoma, cáncer de células de Merkel, 25
mesotelioma, cáncer metastásico, cáncer de boca, neoplasia endocrina múltiple, cáncer nasal, cáncer nasofaríngeo, 
nefroblastoma, neuroblastoma, neurofibromatosis, cáncer de piel no melanomatoso, cáncer de pulmón no microcítico 
(nsclc, por sus siglas en inglés), cánceres oculares, cáncer de esófago, cáncer de la cavidad bucal, cáncer de 
orofaringe, osteosarcoma, cáncer de páncreas, cáncer paranasal, cáncer paratiroideo, cáncer de glándula parótida, 
cáncer de pene, cánceres neuroectodérmicos periféricos, cáncer de la hipófisis, cáncer de próstata, cánceres raros y 30
trastornos asociados, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cáncer de las glándulas 
salivales, sarcoma, cáncer de piel, cáncer de pulmón microcítico (sclc, por sus siglas en inglés), cáncer de intestino 
delgado, sarcoma de tejidos blandos, cánceres de médula espinal, carcinoma de células escamosas (scc, por sus 
siglas en inglés), cáncer de estómago, sarcoma sinovial, cáncer testicular, cáncer de timo, cáncer de tiroides, cáncer 
de células transicionales (vejiga), cáncer de células transicionales (pelvis renal/uréter), cáncer trofoblástico, cáncer de 35
uretra, cáncer del sistema urinario, uroplaquinas, sarcoma de útero, cáncer de útero, cáncer de vagina, cáncer de 
vulva y cáncer de Wilms. Se prefiere que el cáncer a estadificar y/o tipificar y/o cuyo resultado se pueda predecir y/o 
que se pueda tratar sea melanoma. Por consiguiente, en una realización preferida, la presente invención se refiere a 
un método para la estadificación y/o tipificación de melanoma, comprendiendo dicho método las etapas de detectar 
alteraciones somáticas del ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos; y determinar la 40
evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN 
de la una o más DCC, en donde la evolución somática de la una o más DCC es indicativa del estadio/tipo de melanoma. 
En una realización adicional, la presente invención se refiere a un método para tratar melanoma, comprendiendo dicho 
método las etapas de detectar alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas del uno o más ganglios 
linfáticos de un paciente; determinar la evolución somática de la una o más DCC en función de la una o más 45
alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC; y determinar el estadio/tipo de melanoma de 
dicho paciente en función de la evolución somática del melanoma determinada en función de la una o más alteraciones 
somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC, en donde se utiliza el estadio/tipo de melanoma para iniciar, 
continuar o interrumpir la terapia del melanoma. De manera adicional, la presente invención se refiere a una 
intervención terapéutica, preferentemente una composición farmacéutica, para su uso en el tratamiento de melanoma 50
en un paciente, en donde el tratamiento se inicia, continúa o interrumpe en función del estadio/tipo de melanoma, en 
donde dicho estadio/tipo de melanoma se determina detectando alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC
obtenidas de uno o más ganglios linfáticos o líquido cefalorraquídeo (preferentemente de uno o más ganglios linfáticos, 
más preferentemente de un ganglio linfático centinela) de dicho paciente; determinar la evolución somática de la una 
o más DCC en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más DCC; y 55
determinar el estadio/tipo de melanoma de dicho paciente en función de la evolución somática del melanoma 
determinada mediante la detección de alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más 
ganglios linfáticos o líquido cefalorraquídeo de dicho paciente.

En una realización preferida adicional, la invención se refiere a un método para la estadificación y/o tipificación de 60
melanoma, comprendiendo dicho método las etapas de detectar alteraciones somáticas del ADN de una o más CTC 
obtenidas de la sangre; y determinar la evolución somática de la una o más CTC en función de la una o más 
alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más CTC, en donde la evolución somática de la una o más 
CTC es indicativa del estadio/tipo de melanoma. Como se describe anteriormente en el presente documento, para 
obtener las CTC de sangre, se pueden utilizar dispositivos de captura de CTC in vivo. En una realización adicional, la 65
presente invención se refiere a un método para tratar melanoma, comprendiendo dicho método las etapas de detectar 

E16152883
30-03-2022ES 2 905 208 T3

 



13

alteraciones somáticas en el ADN de una o más CTC obtenidas de la sangre de un paciente; determinar la evolución 
somática de la una o más CTC en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o 
más CTC; y determinar el estadio/tipo de melanoma de dicho paciente en función de la evolución somática del 
melanoma determinada en función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más 
CTC, en donde se utiliza el estadio/tipo de melanoma para iniciar, continuar o interrumpir la terapia del melanoma. De 5
manera adicional, la presente invención se refiere a una composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de 
melanoma en un paciente, en donde el tratamiento se inicia, continúa o interrumpe en función del estadio/tipo de 
melanoma, en donde dicho estadio/tipo de melanoma se determina detectando alteraciones somáticas en el ADN de 
una o más CTC obtenidas de la sangre de dicho paciente; determinar la evolución somática de la una o más CTC en 
función de la una o más alteraciones somáticas detectadas en el ADN de la una o más CTC; y determinar el estadio/tipo 10
de melanoma de dicho paciente en función de la evolución somática del melanoma determinada mediante la detección 
de alteraciones somáticas en el ADN de una o más CTC obtenidas de la sangre de dicho paciente.

Los métodos de la presente invención comprenden una etapa de detección de alteraciones somáticas del ADN de una 
o más DCC o CTC, respectivamente, obtenidas de una muestra de tejido, en particular, una muestra de ganglio linfático 15
o una muestra de médula ósea o sangre. A este respecto, el experto en la materia conoce bien los métodos adecuados 
para detectar alteraciones somáticas del ADN. Como se explica de manera adicional anteriormente, las alteraciones 
somáticas pueden comprender alteraciones epigenéticas y/o genéticas.

Con respecto a las alteraciones epigenéticas, el experto en la materia conoce bien los métodos capaces de detectar 20
alteraciones epigenéticas con respecto a una muestra de referencia o con respecto a un patrón de referencia conocido 
en la técnica. Como se ha explicado anteriormente, las alteraciones epigenéticas que se detectarán en el ADN de una 
o más DCC pueden incluir metilación, en particular metilación de CpG, deficiencias de las proteínas de reparación del 
ADN y/o alteraciones en la arquitectura o estructura de las histonas como la metilación, acetilación, sumoilación, 
activación o inactivación de marcas de histonas y/o alteraciones en la arquitectura de la cromatina como, por ejemplo, 25
en eu o heterocromatina y similares. Por consiguiente, en los métodos de la presente invención puede incluirse una 
etapa de análisis de metilación del ADN. Se sabe que los mecanismos epigenéticos desempeñan un papel importante 
durante el desarrollo normal, envejecimiento y una variedad de patologías. La hipermetilación de islas CpG ubicadas 
en las regiones promotoras de genes supresores de tumores está firmemente establecida como un mecanismo 
frecuente de inactivación genética en cánceres (Hansen et al. 2011. Nat. Genet. 43, 768-775). La metilación del 30
carbono 5' de la citosina es una forma de modificación epigenética que no afecta a la secuencia primaria del ADN, 
pero que afecta a interacciones secundarias que desempeñan un papel crítico en la regulación de la expresión génica. 
La metilación anómala del ADN puede suprimir la transcripción y, posteriormente, la expresión génica. El análisis de 
metilación como en los métodos de la presente invención puede comprender la modificación selectiva del ADN diana. 
Dicha modificación puede comprender la adición de enzimas de restricción dependientes de metilación (MDRE, por 35
sus siglas en inglés) o enzimas de restricción sensibles a metilación (MSRE, por sus siglas en inglés), preferentemente 
MDRE. La modificación selectiva del ADN diana también puede comprender la adición de un agente químico que sea 
capaz de diferenciar selectivamente entre nucleótidos metilados o no metilados. En particular, el análisis de metilación 
tal como se emplea en los métodos de la presente invención puede ser capaz de identificar de manera selectiva 
citosinas metiladas que posteriormente pueden leerse utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, los 40
métodos descritos en los documentos WO 2015/118077 o WO 2000/017390. Por ejemplo, se sabe que el tratamiento 
con bisulfito convierte las citosinas (C) no metiladas en uracilo (U) mientras que las citosinas metiladas no se convierten 
(Frommer et al. 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 1827-1831). La secuenciación de ADN posterior al tratamiento 
con bisulfito puede usarse para identificar nucleótidos metilados, en particular citosinas. El tratamiento con MDRE da 
lugar a una restricción dependiente de metilación de los fragmentos de ADN, mientras que el tratamiento con MSRE 45
da lugar a una inhibición de la restricción dependiente de metilación. La secuenciación de ADN posterior a la restricción 
con MDRE/MSRE además de la restricción con Msel puede usarse para identificar nucleótidos metilados, en particular 
citosinas.

De forma adicional o como alternativa, se puede utilizar una de las técnicas más utilizadas para la detección de 50
alteraciones epigenéticas en el ADN organizado en cromatina, es decir, inmunoprecipitación de cromatina (ChIP, por 
sus siglas en inglés) y técnicas relacionadas tales como ChIP-chip, ChIP-PET, ChIP-Seq, MeDIP, DamID o similares; 
véase Minard et al. (2009) Genesis 47(8), páginas 559-72 y referencias citadas en el mismo. Por ejemplo, la metilación 
del ADN puede detectarse en todo el genoma utilizando MeDIP, MeDIP-chip o MeDIP-seq. Los protocolos ilustrativos 
comprenden las etapas de someter el ADN purificado a ultrasonidos para cortarlo en fragmentos aleatorios. Los 55
fragmentos resultantes pueden variar de 300 a 1000 pares de bases (pb) de longitud, preferentemente entre 400 y 
600 pb. A continuación, los fragmentos de ADN se desnaturalizan para producir ADN monocatenario. Después de la 
desnaturalización, el ADN se incuba con anticuerpos de 5-metilcitosina (5-mC) disponibles en la técnica. Después se
aplica la técnica clásica de inmunoprecipitación: se utilizan perlas magnéticas conjugadas con anti-IgG de ratón para 
unir los anticuerpos anti-5mC y el ADN no unido se elimina en el sobrenadante. Para purificar el ADN, se añade 60
proteinasa K para digerir los anticuerpos y liberar el ADN, que se pueden recoger y preparar para la detección de ADN. 
La detección de ADN posterior se realiza utilizando métodos descritos a continuación para la detección de alteraciones 
genéticas. Otros protocolos experimentales están descritos por Weber M, Davies JJ, Wittig D, et al. (August 2005) Nat. 
Genet. 37 (8): 853-62; Pomraning KR, Smith KM, Freitag M (Marzo de 2009) Methods 47 (3): 142-50; Wilson IM, et al. 
(2005) Cell Cycle 5 (2): 155-8; y Zhang X, Yazaki J, Sundaresan A, et al. (Septiembre de 2006) Cell 126 (6): 1189-65
201. Para un protocolo ilustrativo de chip MeDIP, se aplican las siguientes etapas: Una fracción del ADN de entrada 

E16152883
30-03-2022ES 2 905 208 T3

 



14

obtenido después de la etapa de ultrasonidos anterior se marca con cianina-5 (Cy5; rojo) desoxicitosina trifosfato 
mientras que el ADN metilado, enriquecido después de la etapa de inmunoprecipitación, se marca con cianina-3 (Cy3; 
verde). Las muestras de ADN marcadas se hibridan conjuntamente en una micromatriz genómica de alta densidad de 
2 canales, para investigar la presencia y las cantidades relativas. El fin de esta comparación es identificar secuencias 
que muestran diferencias significativas en los niveles de hibridación, confirmando de este modo que se enriquece la 5
secuencia de interés, es decir, se metila. Se requieren etapas patrón adicionales en el procesamiento de la señal para 
corregir problemas de hibridación tales como ruido, como es el caso de la mayoría de las tecnologías de matrices. De 
forma adicional o como alternativa, se puede aplicar el enfoque MeDIP-seq, es decir, el acoplamiento de MeDIP con 
las tecnologías de secuenciación de lectura corta de nueva generación, tal como secuenciación 454 o Illumina. La 
secuenciación de alto rendimiento de los fragmentos de ADN metilado produce una gran cantidad de lecturas cortas 10
(36-50 pb o 400 pb, dependiendo de la tecnología). Las lecturas cortas se alinean con un genoma de referencia 
utilizando un software de alineación tal como Mapping and Assembly with Quality (Maq) que utiliza un enfoque 
bayesiano, junto con cualidades de base y mapeo para modelar las probabilidades de error para las alineaciones. Las 
lecturas pueden extenderse después para representar los fragmentos de ~ 400 a 700 pb de la etapa de ultrasonidos. 
La cobertura de estas lecturas extendidas se puede utilizar para estimar el nivel de metilación de la región. También 15
se puede utilizar un navegador de genoma tal como ENSEMBL para visualizar los datos. La validación del enfoque 
para evaluar la calidad y precisión de los datos se puede realizar utilizando, entre otros, PCR cuantitativa Esto se 
realiza comparando una secuencia de la muestra de MeDIP con una secuencia de control sin metilar. A continuación, 
las muestras se ejecutan en un gel y se comparan las intensidades de las bandas. La intensidad relativa sirve como 
guía para encontrar el enriquecimiento.20

Las técnicas de ChIP también se pueden utilizar para detectar otras alteraciones epigenéticas, tales como 
modificaciones de histonas o modificaciones relacionadas con otras proteínas unidas al ADN. Tales técnicas son 
conocidas en la técnica y se describen ampliamente en varios libros de referencia convencionales, tales como 
"Chromatin Immunoprecipitation Assays - Methods and Protocols" de Philippe Collas, Humana Press (2009). Sin 25
embargo, el experto en la materia es consciente de que también se pueden aplicar otras técnicas para detectar 
alteraciones epigenéticas del ADN. Por consiguiente, en los métodos de la presente invención, se puede aplicar 
cualquier técnica adecuada para detectar tales modificaciones, en particular alteraciones epigenéticas.

Sin embargo, en el contexto de la presente invención, se prefiere utilizar métodos de detección de alteraciones 30
epigenéticas que sean compatibles con métodos de detección de alteraciones genéticas, en particular que permitan 
la detección simultánea de alteraciones genéticas y epigenéticas. Dichos métodos se describen, por ejemplo, en los 
documentos WO 2015/118077 o WO 2000/017390. Sin embargo, los expertos en la materia conocen métodos 
alternativos que se basan en la información de secuencia de ADN para detectar alteraciones epigenéticas. Por 
ejemplo, las técnicas de secuenciación de nueva generación comercializadas por Illumina® son conocidas por el 35
experto en la materia y son adecuadas para detectar alteraciones epigenéticas tales como metilación, en particular 
combinadas con otras técnicas tal como la secuenciación de nueva generación, en particular secuenciación de 
metilación; y/o para detectar interacciones proteína-ADN, técnicas tales como la inmunoprecipitación de cromatina 
(ChIP) y/o ChIP combinada con secuenciación de nueva generación, en particular, ChIP-Seq (por ejemplo, utilizando 
protocolos disponibles para las máquinas de secuenciación Illumina®).40

Un ejemplo preferido de un método adecuado para la detección aislada y/o simultánea de alteraciones epigenéticas 
y/o genéticas es un método que comprende las etapas de proporcionar una muestra que comprende ADN, en 
particular, una muestra derivada de uno o más ganglios linfáticos o una muestra de médula ósea que comprende una 
o más DCC o CTC; añadir un agente a dicho ADN que reconozca selectivamente ácidos nucleicos modificados 45
epigenéticamente, en particular ácidos nucleicos metilados, por ejemplo, bisulfito; digerir el ADN con una 
endonucleasa de restricción en condiciones adecuadas para obtener fragmentos de ADN de longitud similar, en donde 
dicha endonucleasa de restricción es capaz de proporcionar salientes 5', en donde el nucleótido terminal del saliente 
está fosforilado o, en donde dicha endonucleasa de restricción es capaz de proporcionar salientes 3', en donde el 
nucleótido terminal del saliente se hidroxila en dichos fragmentos de ADN; hibridar un primer oligonucleótido con dichos 50
fragmentos de ADN, en donde una primera secuencia de dicho primer oligonucleótido es complementaria al saliente 
5' o 3', respectivamente, de dicho fragmento de ADN, y una segunda secuencia de dicho primer oligonucleótido es 
complementaria a una primera secuencia de un segundo oligonucleótido, en donde dicho segundo oligonucleótido 
comprende una segunda y una tercera secuencia, en donde dicha segunda secuencia de dicho segundo 
oligonucleótido comprende una secuencia aleatorizada; unir dicho segundo oligonucleótido a dicho fragmento de ADN; 55
rellenar los salientes generados; amplificar dichos fragmentos de ADN usando un tercer oligonucleótido que 
comprende una secuencia que se une a dicha tercera secuencia de dicho segundo oligonucleótido; secuenciar dichos 
fragmentos de ADN amplificados; e identificar restos de ácidos nucleicos metilados, en donde cuando se usa bisulfito 
como agente que reconoce selectivamente ácidos nucleicos modificados epigenéticamente, una citosina (C) 
corresponde a un resto metilado en dicha muestra de ADN y un uracilo (U) corresponde a un resto no metilado en 60
dicha muestra de ADN. El experto en la materia conoce agentes alternativos para detectar otras modificaciones 
epigenéticas diferentes a la metilación, es decir, agentes que reconocen específicamente ácidos nucleicos modificados 
epigenéticamente. La información de secuencia obtenida en la última etapa del método descrito anteriormente puede 
usarse para detectar simultáneamente alteraciones genéticas. La información de secuencia obtenida puede, por 
ejemplo, utilizarse en métodos para el análisis de secuencias de ADN como la secuenciación del genoma completo, 65
secuenciación del exoma completo, secuenciación del reguloma completo, análisis de metilación basado en 
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secuenciación, detección de puntos de rotura basada en secuenciación, secuenciación de ChIP, o secuenciación 
dirigida y variaciones de las mismas.

Como se ha explicado anteriormente, los métodos de la presente invención comprenden una etapa de detección de 
alteraciones somáticas del ADN de una o más DCC o CTC, respectivamente, obtenidas de una muestra de tejido o 5
fluido corporal, en particular, una muestra de ganglio linfático o una muestra de médula ósea o líquido cefalorraquídeo 
(en el caso de DCC), o sangre (en el caso de CTC), respectivamente. A este respecto, el experto en la materia conoce 
bien los métodos adecuados para detectar alteraciones somáticas del ADN, en particular alteraciones genéticas. Se 
proporciona una visión general de los métodos adecuados por Schwartz et al. (2013) JMB 425(21), págs-3914-8. 
Básicamente, con la finalización del proyecto de investigación del genoma humano, se estableció una secuencia de 10
referencia con la que se pueden comparar las alteraciones genéticas. Es decir, posterior a la secuenciación del ADN, 
la secuencia resultante puede compararse con secuencias de referencia conocidas en la técnica. Con respecto a los 
métodos para secuenciar el ADN, se puede emplear cualquier método dentro del contexto de la presente invención. 
Sin embargo, se prefiere utilizar métodos que sean rápidos, eficaces, fiables y solamente requieran cantidades bajas 
de entradas. Esto es particularmente importante para detectar DCC o CTC en una fase temprana de propagación del 15
cáncer donde solamente puede estar presente una célula suelta en una muestra de tejido o fluido corporal, en 
particular, una muestra de ganglio linfático o una muestra de médula ósea o una muestra de líquido cefalorraquídeo o 
sangre, respectivamente. Por tanto, con el fin de detectar alteraciones genéticas, se pueden emplear métodos de 
secuenciación conocidos en la técnica que son particularmente adecuados para la secuenciación de bajas cantidades 
de ADN de entrada, por ejemplo, como se describe en Mardis (2008) Annu Rev Genomics Hum Genet 9, 387-402. 20
Preferentemente, se utilizan métodos de secuenciación sin errores de bajas cantidades de ADN de entrada, como se 
describe, por ejemplo, en los documentos WO 2015/118077 o WO 2000/017390. Por consiguiente, un método a 
emplear en la presente invención preferido es un método de secuenciación de ADN que comprende el uso de 
endonucleasas, oligonucleótidos que reconocen específicamente los salientes creados por las endonucleasas y otros 
oligonucleótidos para la amplificación. Los oligonucleótidos pueden comprender, por ejemplo, secuencias de códigos 25
de barras para distinguir entre los fragmentos generados por las endonucleasas y para generar una referencia de 
secuenciación interna para una secuenciación sin errores. Un método ilustrativo y preferido para la secuenciación de 
ADN comprende las etapas de proporcionar una muestra que comprende ADN, en particular, una muestra derivada 
de uno o más ganglios linfáticos o una muestra de médula ósea o una muestra de líquido cefalorraquídeo o sangre 
que comprende una o más DCC o CTC; digerir el ADN con una endonucleasa de restricción en condiciones adecuadas 30
para obtener fragmentos de ADN de longitud similar, en donde dicha endonucleasa de restricción es capaz de 
proporcionar salientes 5', en donde el nucleótido terminal del saliente está fosforilado o, en donde dicha endonucleasa 
de restricción es capaz de proporcionar salientes 3', en donde el nucleótido terminal del saliente se hidroxila en dichos 
fragmentos de ADN; hibridar un primer oligonucleótido con dichos fragmentos de ADN, en donde una primera 
secuencia de dicho primer oligonucleótido es complementaria al saliente 5' o 3', respectivamente, de dicho fragmento 35
de ADN, y una segunda secuencia de dicho primer oligonucleótido es complementaria a una primera secuencia de un 
segundo oligonucleótido, en donde dicho segundo oligonucleótido comprende una segunda y una tercera secuencia, 
en donde dicha segunda secuencia de dicho segundo oligonucleótido comprende una secuencia aleatorizada; unir 
dicho segundo oligonucleótido a dicho fragmento de ADN; rellenar los salientes generados; amplificar dichos 
fragmentos de ADN usando un tercer oligonucleótido que comprende una secuencia que se une a dicha tercera 40
secuencia de dicho segundo oligonucleótido; y secuenciar dichos fragmentos de ADN amplificados.

Posteriormente a la detección de alteraciones somáticas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, del 
ADN de una o más DCC de uno o más ganglios linfáticos o una muestra de médula ósea o el ADN de una o más CTC 
de la sangre, los métodos de la presente invención comprenden una etapa de determinación de la evolución somática 45
en función de las alteraciones somáticas detectadas. Como se ha descrito anteriormente, la evolución somática se 
determina en función de las alteraciones somáticas acumuladas durante la vida de una célula, en particular una DCC 
o CTC, comprendiendo preferentemente otros parámetros tales como la DCCD/CTCD. Por tanto, en función de las 
alteraciones somáticas detectadas, en particular alteraciones genéticas y/o epigenéticas, se puede determinar la 
evolución somática y se puede determinar el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa, en particular, cáncer, se pueden 50
ajustar los métodos de tratamiento y similares. El experto en la materia apreciará cómo expresar el estadio/tipo 
determinado de una enfermedad cancerosa, usando, por ejemplo, códigos de letras, códigos numéricos o similares.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 
el mismo significado que entiende comúnmente un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente 55
invención. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente 
documento a la hora de poner en práctica o probar la presente invención, se describen a continuación los métodos y 
materiales adecuados. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecerá. 
Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

60
Los métodos y las técnicas de la presente invención se realizan generalmente según métodos convencionales bien 
conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y más específicas que se citan y analizan 
a lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario. Véanse, por ejemplo, Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 
(1989) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), y Harlow y Lane, 65
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990).
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Si bien la invención se ilustra y describe en detalle en los dibujos y en la descripción anteriores, dicha ilustración y 
descripción deben considerarse ilustrativas o como ejemplo y no restrictivas. Se entenderá que los expertos en la 
materia pueden realizar cambios y modificaciones dentro del alcance y espíritu de las siguientes reivindicaciones. En 
particular, la presente invención cubre realizaciones adicionales con cualquier combinación de características de 5
diferentes realizaciones descritas anteriormente y a continuación.

La invención también cubre todas las características adicionales que se muestran en las figuras individualmente, 
aunque es posible que no se hayan descrito en la descripción anterior o posterior. También, las alternativas únicas de 
las realizaciones descritas en las figuras y la descripción y las alternativas únicas de las características de las mismas 10
pueden excluirse de la materia objeto del otro aspecto de la invención.

De manera adicional, en las reivindicaciones la expresión "que comprende" no excluye otros elementos o etapas y el 
artículo indefinido "uno" o "una" no excluye una pluralidad. Una sola unidad puede cumplir las funciones de varios 
elementos mencionados en las reivindicaciones. Los términos "esencialmente", "alrededor de", "aproximadamente" y 15
similares en relación con un atributo o un valor en particular también definen exactamente el atributo o exactamente 
el valor, respectivamente. No se debería interpretar ningún signo de referencia en las reivindicaciones como limitante 
del alcance.

La presente invención también se ilustra mediante las siguientes figuras.20

Figura 1: Diseminación de células de melanoma como función del espesor tumoral

(A) Función escalonada: probabilidad acumulada estimada de diseminación como función del espesor tumoral
(Turnbull) (n = 1027 pacientes). Línea continua: Distribución de Weibull que incorpora una fracción de pacientes sin 25
diseminación a largo plazo (IC del 95 % en líneas discontinuas inferiores). Línea discontinua superior: solamente el 
63,5 % de los melanomas se diseminan linfáticamente (IC del 95 % 53,5-73,4 %). El cincuenta por ciento de este valor 
(31,75 %) proporciona la mediana del espesor (0,40 mm, IC del 95 % 0,04-0,75 mm) de los melanomas en 
diseminación (línea discontinua recta).

30
(B) Análisis comparativo de mitades de ganglios linfáticos histopatológicos e inmuncitológicos. Se muestran ejemplos 
representativos con puntuaciones inmunocitológicas de DCCD ≤ 100, 100 < DCCD ≤ 1000 y DCCD > 1000. Las 
muestras LN 72 y LN 89 se tiñen contra melan A, LN 10, LN 135 y LN 168 contra S100. LN 154 muestra un melanoma 
muy pigmentado en la tinción HE.

35
(C) Porcentaje de pacientes DCC positivos (n = 525) con colonización (DCCD > 100) según la estimación de Turnbull 
(línea escalonada). El porcentaje de colonización (curva continua, curvas discontinuas con IC del 95 %) se describe 
mediante una función de distribución de Weibull acumulativa (mediana 8,9 mm; IC del 95 % 6,8-14,3 mm).

(D) Funciones de riesgos instantáneos para diseminación y colonización que describen el riesgo instantáneo por 40
unidad de espesor para un evento (diseminación, colonización) para aquellos tumores, para los que aún no se ha 
producido.

(E) Análisis de supervivencia de pacientes con melanoma (n = 1027) según estadio T (T1: ≤1 mm; T2: 1,01-2,0 mm; 
T3: 2,01-4,0 mm; T4: espesor > 4 mm).45

Figura 2: Las células gp100 positivas de SLN muestran múltiples CNA.

Se seleccionaron noventa DCC del colectivo de pacientes según criterios de QC (véase texto principal) para análisis 
de CGH y de mutaciones (véase a continuación). Los histogramas representan las ganancias (gris claro) o las pérdidas 50
(gris oscuro) genómicas por célula y confirman el origen maligno. Los identificadores indican el ID de la célula.

Figura 3: Comparación genética de DCC y tumores primarios

(A) Análisis de grupos de tumores primarios y DCC emparejados para detectar anomalías cromosómicas (ganancia = 55
+1; pérdida = -1). Solamente se incluyen las diez regiones más variables. Los identificadores de la línea inferior indican 
la ID del paciente, el tipo de muestra (PT, tumor primario, por sus siglas en inglés; DCC, célula cancerosa diseminada) 
y el índice de muestra; los marcadores laterales indican regiones cromosómicas. Los recuadros rellenos de blanco y 
negro indican ejemplos de pares PT-DCC para los que estaban disponibles varias áreas del tumor primario. Los 
ejemplos de DCC y PT emparejados con diferentes espesores de PT se indican mediante recuadros.60

(B) Comparación de PT y DCC emparejados para determinar anomalías cromosómicas. Se muestran las 18 regiones 
cromosómicas que difieren significativamente (valor de p ajustado por FDR ≤ 0,05) entre los PT emparejados (n = 23) 
y las DCC (n = 24) con respecto a la frecuencia de anomalías. Las ganancias y pérdidas se expresan en porcentaje.

65
(C) La WGA de células sueltas captura de forma fiable alelos de tipo silvestre y mutados. La mutación del exón 15 
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c1799T>A (BRAF) y la mutación del exón 2 c181C>A (NRAS) se detectaron en todas las células sueltas (carriles 1-
15) de las líneas celulares con mutación de BRAF (líneas celulares 70-61 y MelHo) o de NRAS (línea celular 102-4). 
La relación alélica de alelos de ts frente a mt de cada línea celular se proporciona por el ADN agrupado. Téngase en 
cuenta que esta relación se conserva en la mayoría de las células sueltas.

5
(D) Análisis de mutaciones de BRAF y NRAS para muestras de PT-DCC emparejados (n = 32 pacientes). Las 
diferentes mutaciones (ya sea NRAS o BRAF) se indican mediante mut1 y mut2. Los valores de p de la prueba exacta 
de Fisher indican diferencias en el estado mutacional de BRAF PT y DCC.

(E) Porcentaje de pacientes con estado mutacional homogéneo (todas las células que albergan la mutación) y 10
heterogéneo de BRAF NRAS entre DCC. Las DCC se detectaron utilizando dos marcadores, gp100 o MCSP.

(F) Mutaciones oncogénicas en BRAF y NRAS de tripletes emparejados PT-DCC-metástasis, pares de PT-metástasis 
o pares de DCC-metástasis. Los recuadros indican áreas (PT y metástasis) o células individuales (DCC). Los 
recuadros indican áreas (PT), células individuales (DCC) o metástasis individuales (Met). Los recuadros negros indican 15
que se detectó una mutación y los recuadros blancos indican una secuencia de tipo silvestre.

Figura 4: Análisis molecular de DCC en diseminación.

(A) Parte superior: Las muestras con DCCD <24 se analizaron para detectar anomalías genómicas que pueden dividir 20
las DCC en dos grupos según el espesor de sus PT equivalentes. Se muestran los valores de p más bajos (a través 
de los locus cromosómicos) ajustados por FDR en función del espesor de PT limitante que define los grupos de 
espesor de PT bajo y alto. Valores de p bajos (correspondientes a valores altos de -log10(p)) indicarían límites de 
espesor para los que existe una diferencia significativa en la frecuencia de anomalías entre DCC de pacientes con PT 
delgados y gruesos. La significación del 5 % está indicada mediante -log10(0,05) = 1,30. Los puntos rojos se refieren 25
a las 31 células. Las nubes azules representan estimaciones de solidez basadas en submuestreo (métodos 
complementarios). Media: Valores de p ajustados individuales para los dos locus superiores 18q21-q23 (p = 0,051 
[1,8 mm] y 0,10 [1,7 mm]) y 1q24-q44 (p = 0,26 [0,8 mm]) en función del espesor de PT limitante. Inferior: Estado de 
las anomalías (ganancia = +1, pérdida = -1) por célula para ambos locus enumerados según el espesor de PT de la 
muestra.30

(B) Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes con DCC que muestran pérdida (n = 5) o ninguna pérdida 
(n = 56) de 18q21-q23..

(C) Parte superior: Espesor de tumores delgados (<1,8 mm) y gruesos (≥ 1,8 mm), a partir de los cuales se analizaron 35
las DCC. Se realizó una división de espesor delgado-grueso según el espesor de PT de 1,8 mm según lo determinado 
por la figura 4A. Parte inferior: Número de anomalías cromosómicas por célula en DCC de tumores delgados y 
gruesos, respectivamente.

Figura 5: Cambios asociados a la colonización en DCC.40

(A) Las muestras se analizaron para detectar anomalías genómicas que pueden dividir las DCC en dos grupos según 
la DCCD del paciente. Se muestran los valores de p más bajos (en todos los locus cromosómicos) ajustados por FDR 
en función de la DCCD limitante que define los grupos de pacientes con DCCD baja y alta. Los valores de p bajos 
indican límites de DCCD para los que existe una diferencia significativa en la frecuencia de anomalías entre las DCC 45
de pacientes con DCCD baja y alta. Los puntos rojos se refieren a las 90 células. Las nubes azules son estimaciones 
de solidez.

(B) Los valores de p ajustados individuales para todos los locus que alcanzan un 5 % de significación (indicado por -
log10(0,05) = 1,30) para al menos una DCCD en función de la DCCD limitante (el menor p = 0,0002 para BRAF).50
Adicionalmente, NRAS se muestra (el menor p = 0,29).

(C) Estado de las anomalías (ganancia = +1, pérdida = -1) por célula para todos los locus genéticos del panel B más 
el estado de mutaciones de BRAF y NRAS, enumerados según el aumento de DCCD del paciente. Para BRAF y 
NRAS, el estado de las anomalías +1 indica mutación.55

(D) Proliferación de DCC en ganglios centinela. Inmunofluorescencia de células Melan A+ en fase G0, G1, G2 y mitosis 
(de izquierda a derecha). Se muestran el núcleo, Melan A y Ki-67.

Figura 6: Capacidad de formación de tumores de DCC antes y después de la colonización y supervivencia del 60
paciente

(A) De izquierda a derecha. DCC MCSP+ aisladas de un SLN del paciente: esfera derivada de DCC; tinción con HE 
de un xenoinjerto derivado de DCC de un paciente (DCC-PDX); DCC-PDX (7 DCC inyectadas s.c.).

65
(B) Trasplante directo de DCC MCSP+ emparejadas y esferas derivadas de DCC del mismo paciente en ratones NSG. 
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Izquierda: Análisis de Kaplan-Meier de ratones sin tumores (p < 0,0001, prueba del orden logarítmico). Derecha: 
número de DCC MCSP+ inyectadas y esferas derivadas de DCC por lugar de inyección (p = 0,86, prueba de la U de 
Mann-Whitney). Los círculos rellenos negros indican la formación de tumores.

(C) Número de DCC MCSP+ (DCCD > 100: n = 24 lugares de inyección) o esferas derivadas de DCC (DCCD > 100: 5
n = 12 lugares de inyección; DCCD ≤ 100: n = 14 lugares de inyección) que se trasplantaron en ratones NSG. Cada 
círculo representa un lugar de inyección. Los círculos rellenos negros indican la formación de tumores (injerto). El valor 
de p (prueba exacta de Fisher) indica una diferencia significativa en la tasa de injerto para muestras con DCCD > 100 
(células y esferas agrupadas, n = 36) frente a DCCD ≤ 100 (esferas, n = 14).

10
(D) Distintivo de colonización (locus genéticos identificados en la figura 5 A-C), estado de mutaciones de BRAF y 
NRAS de las DCC derivadas de pacientes y sus correspondientes xenoinjertos.

(E) Izquierda: análisis de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes con DCC que muestran al menos uno de los 
cambios en el distintivo de colonización (n = 40) o no (ts, n = 21). Derecha: análisis de supervivencia de Kaplan-Meier 15
de pacientes con DCC que muestran mutación de BRAF (BRAFmut, n = 15) o secuencia de tipo silvestre (ts, n = 46).

Figura 7: Modelo de progresión de melanoma de enfermedad local a metastásica

Están integrados en el esquema la apariencia histológica, estimación de la diseminación derivada del paciente, tasa 20
de proliferación y el estado de mutaciones de BRAF. Los datos se toman de este estudio y de referencias (Dong (2003) 
Cancer research 63, 3883-3885; Gimotty (2005) Journal of clinical oncology: official journal of the American Society of 
Clinical Oncology 23, 8048-8056; Verlinden (2014) Medicine 93, e285).

Figura 8 Perfiles de CGH de 30 células de control aisladas de sangre, ganglio linfático o médula ósea. Las 25
células se aislaron de forma idéntica y se amplificaron como células gp100 positivas. Se representan todos los 
cromosomas. En algunos casos, se utilizó ADN de control con falta de coincidencia sexual para demostrar una 
hibridación exitosa. Las barras de colores indican ganancias o pérdidas relativas del cromosoma X (rojo, 
representación insuficiente en las células de prueba; verde, sobrerrepresentación en las células de prueba) barras 
junto al ideograma. Las regiones cromosómicas (regiones centroméricas) marcadas con barras grises se excluyen del 30
análisis porque contienen regiones repetitivas. Todas las células mostraron genomas normales.

Figura 9 Descripción general de las muestras de pacientes analizadas

El estudio de los presentes inventores se centra en pacientes con melanoma en sus primeros estadios de la 35
enfermedad; por lo tanto, solo se incluyeron pacientes sin metástasis (M0) con enfermedad con ganglios clínicamente 
negativos. Para el análisis molecular, las muestras se incluyeron según la disponibilidad o calidad del ADN. Los 
criterios de los presentes inventores para la selección de pacientes/células para un análisis genómico o funcional 
adicional incluyeron:

40
1) Los pacientes tenían células gp100+ en su SLN.

2) Se aislaron DCC gp100+.

3) El ADN derivado de DCC pasó el control de calidad para análisis de CGH (véase Polzer et al. 2014).45

4) Se pueden recibir bloques de parafina de tumores primarios (PT) de dermatólogos externos. (Téngase en cuenta 
que la adquisición de tumores primarios es extremadamente difícil ya que casi todos los pacientes son operados 
fuera del hospital universitario).

50
5) Se dejó suficiente material de PT y no se utilizó por completo para el diagnóstico.

6) El ADN de muchos tejidos embebidos en parafina pasó el control de calidad.

7) Material de SLN suficiente para permitir cultivos o xenotrasplantes a corto plazo.55

8) Se dispuso de seguimiento y fue de suficiente duración.

Figura 10 Microdisección de melanoma embebido en parafina
60

Parte superior: Tinción HE de piel que contiene un área de melanoma primario. Parte inferior: Misma zona después 
de la microdisección con láser. Nótese el área extirpada del melanoma.

Figura 11 Comparación genética de DCC y tumores primarios. Análisis de grupos de tumores primarios (PT) 
emparejados y células cancerosas diseminadas (DCC) para detectar anomalías cromosómicas (ganancia = +1; 65
pérdida = -1). Se incluyen todas las regiones variables. Los identificadores indican la ID del paciente, el tipo de muestra 
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y el índice de muestra. Los recuadros rellenos de blanco y negro indican pares PT-DCC para los que estaban 
disponibles varias áreas del tumor primario.

Figura 12 Mutaciones oncogénicas en BRAF y NRAS de tumores primarios y DCC emparejados. Los recuadros 
indican áreas (PT) o células individuales (DCC). Los recuadros rellenos de negro indican que se detectó la mutación 5
y los recuadros rellenos de blanco indican una secuencia de tipo silvestre. Los recuadros rellenos de azul y rojo indican 
NRASmut Q61K y NRASmut Q61R, respectivamente. Los recuadros con líneas grises indican muestras de las que no 
se pudo obtener ninguna secuencia.

Figura 13 (A) Superior: Valores de p más bajos ajustados por FDR que identifican locus genéticos que separan las 10
DCC (n = 30) de los pacientes con DCCD < 19 en dos grupos según el espesor del PT observado. Media: Valores de 
p ajustados para los dos locus superiores 18q21-q23 (p = 0,065 [1,8 mm] y 0,13 [1,7 mm]) y 1q24-q44 (p = 0,29 [0,8 
mm]). El nivel de significación del 5 % está indicado por -log10(0,05) = 1,3. Inferior: Estado de las anomalías (ganancia 
= 1, pérdida = -1) por célula para ambos locus enumerados según el espesor de PT. (B) Igual que (A) pero para DCCD 
< 32 (n = 32). Dos locus superiores: 18q21-q23 (p = 0,083 [1,8 mm] y p = 0,15 [1,7 mm]) y 10q23-q26 (p = 0,19 [2,3, 15
2,4 mm]). (C) Igual que (A) pero para DCCD < 95 (n = 40). Dos locus superiores: 11q14-q23 (p = 0,082 [2,3, 2,4 mm]) 
y 1q24-q44 (p = 0,16) [0,8 mm].

Figura 14 Xenotrasplante de células sueltas y esferas a partir de líneas celulares de melanoma. (A) se 
trasplantaron s.c. grupos de 3-5 esferas con o sin matrigel o grupos de 5 células sueltas con matrigel en ratones NSG. 20
Se determinó el porcentaje de lugares de inyección con crecimiento tumoral. (B) Se palparon semanalmente ratones 
con inyecciones s.c. de grupos de 3-5 esferas más matrigel o grupos de 5 células sueltas más matrigel y se documentó 
el punto de tiempo de la primera palpación del tumor en crecimiento s.c. Los valores de p indican significación 
estadística (prueba de orden logarítmico). Los números de los lugares de inyección se proporcionan en las figuras. (C) 
Confirmación de paciente-origen de esferas/xenoinjertos mediante análisis STR. Se muestran todos los xenoinjertos 25
4/7. El xenoinjerto de LN 154 se fijó erróneamente con FFPE y no pudo analizarse posteriormente. Los patrones 
trialélicos y cuatrialélicos en los locus D21S11, D16S538 y vWA indican el número de repeticiones en estos locus. n.d. 
= no detectable

La presente invención se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos ilustrativos no limitantes que 30
proporcionan una mejor comprensión de la presente invención y de sus muchas ventajas. Los siguientes ejemplos se 
incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invención. Los expertos en la materia deberían apreciar que las 
técnicas divulgadas en los ejemplos a continuación representan técnicas utilizadas en la presente invención para que 
funcionen bien en la puesta en práctica de la invención, y, por tanto, se puede considerar que constituyen modos 
preferidos para su práctica. Sin embargo, los expertos en la materia deberían apreciar, a la luz de la presente 35
divulgación, que se pueden hacer muchos cambios en las realizaciones específicas que se divulgan y aun así obtener 
un resultado similar o parecido sin apartarse del espíritu y alcance de la invención.

En el presente documento se citan varios documentos, incluidas las solicitudes de patente, los manuales del fabricante 
y las publicaciones científicas. La divulgación de estos documentos, si bien no se considera relevante para la 40
patentabilidad de la presente invención, se incorpora con el presente documento por referencia en su totalidad. De 
manera más específica, todos los documentos referenciados se incorporan por referencia en la misma medida que si 
se indicara que cada documento individual se incorporara específica e individualmente por referencia.

Ejemplo 1 Espesor tumoral cuando las células se diseminan y forman colonias45

Se investigó a qué espesor tumoral se diseminan los melanomas a los ganglios linfáticos centinela (SLN) en pacientes 
con enfermedad con ganglios clínicamente negativos, evaluado mediante palpación y ecografía. Un método de 
detección altamente sensible y cuantitativo basado en gp100 para células sueltas de melanoma en ganglios centinela 
(Ulmer et al. (2005), Clin Cancer Res. 11, 5425-5432) se aplicó en un estudio prospectivo en 1027 pacientes con 50
melanoma (Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 11:e1001604. De estos, el 51 % albergaba células gp100 positivas (Ulmer 
et al. (2014) PLoS Med. 11:e1001604, mientras que no había ni una sola célula gp100 positiva entre las 70 muestras 
de control (número medio de células exploradas por paciente 2,3 x 106). Tras el análisis de hibridación genómica 
comparativa (CGH, por sus siglas en inglés), se observó que el 98 % de las células gp100 positivas seleccionadas al 
azar de los ganglios linfáticos albergan alteraciones en el número de copias (Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 55
11:e1001604). Para el control, se aislaron 30 leucocitos sueltos y se realizó el análisis de CGH sin que ninguna de las 
células de control presentara ninguna anomalía (p < 0,0001; prueba exacta de Fisher; figura 8).

Hubo una correlación positiva débil (□□ de Spearman = 0,18, p <0,0001, n = 1027) entre el espesor del tumor primario 
y la densidad de células cancerosas diseminadas (DCCD; definida como el número de células gp100 positivas por 60
millón de células en ganglios linfáticos desagregados). El porcentaje de pacientes con ganglios linfáticos gp100 
positivos aumentó solamente de manera marginal de tumores T1 (≤1 mm) a T4 (> 4 mm) (T1: 45,8 %, T2: 47,4 %, T3: 
54,9 %, T4: 59,4 %), sugiriendo que la diseminación se produce preferentemente en una etapa temprana. Se utilizaron 
el método Turnbull y una función de Weibull (véase la información complementaria) para determinar el espesor en la 
diseminación. Estos análisis revelaron que la diseminación linfática estaba restringida al 63,5 % de todos los pacientes 65
y que en el 50 % de los casos la propagación de las células cancerosas se había producido antes de que los tumores 
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alcanzaran un espesor de 0,4 mm (IC del 95 % 0,04-0,75 mm) (figura 1A). En resumen, estos datos muestran que ~ 
1/3 de los melanomas se diseminan linfáticamente con un espesor tumoral de <0,4 mm, ~ 1/3 con un espesor ≥0,4 
mm y ~ 1/3 no son capaces de propagación linfática.

Después se investigó a qué espesor tumoral habrían crecido las células de melanoma diseminadas hasta convertirse 5
en una colonia en SLN. Para establecer una DCCD representativa para la colonización en comparación con la 
diseminación temprana (primera llegada) se compararon las dos mitades de un ganglio linfático de un paciente. En 
todos los casos, los ganglios linfáticos se dividieron y una mitad se analizó por histopatología (preservando la 
arquitectura) y la otra por inmunocitología de gp100 después de la desagregación (destruyendo la arquitectura, pero 
permitiendo la cuantificación; para detalles, véase (Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 11:e1001604). Después se comparó 10
la DCCD con el aspecto histomorfológico de la sección correspondiente. Las muestras con DCCD ≤ 100 mostraban 
células sueltas manchadas o pequeños nidos de células en el seno linfático externo, si se detectaron células de 
melanoma, mientras que a DCCD > 100, las células de melanoma generalmente se expandieron hacia zonas internas 
de los ganglios linfáticos (figura 1B). Por tanto, la colonización probablemente se había producido con una DCCD de 
~ 100, mientras que las muestras con una DCCD más baja comprenden células de melanoma antes del recrecimiento 15
en colonia. Utilizando una DCCD de 100 como definición para la formación de colonias, se observó que la mediana 
del espesor tumoral de los pacientes con un ganglio linfático colonizado era 22 veces mayor que en el momento de la 
metástasis (DCCD ≤ 100; figura 1C; 8,9 mm; IC del 95 % 6,8 a 14,3 mm). El riesgo de metástasis tumoral de novo
disminuyó constantemente a medida que crecían los tumores, mientras que el riesgo de colonización de novo aumentó
(figura 1D).20

Ejemplo 2 Diseminación y supervivencia

Para explorar cómo la diferencia marginal (13,6 %) en las tasas de diseminación entre los tumores T1 delgados y los 
T4 gruesos está relacionada con la supervivencia, se determinó cuántos pacientes habían fallecido durante la mediana 25
del período de seguimiento de 49 meses (intervalo de 3 a 123 meses), con 370 (36 %) pacientes con un seguimiento 
de ≥ 5 años. Aunque 38/83 (46 %) de los melanomas en estadio T1 albergaban DCC en el centinela, solamente un 
paciente falleció, coherente con estudios previos (Balch et al. (2009), JCO 27, 6199-6206); Leiter et al., (2004) JCO 
22, 3660-3667). Por el contrario, 47/133 (35 %) pacientes con melanomas T4 fallecieron (figura 1E; supervivencia a 9 
años del 88,9 % para T1 y 45,9 % para T4; p <0,0001, prueba del orden logarítmico). Por tanto, existe una discrepancia 30
entre los melanomas T1 y T4 con respecto a metástasis y fallecimiento.

Para abordar esta diferencia, se evaluó la evolución genómica de la diseminación de células de melanoma en un 
subconjunto de 61 pacientes. Para centrarse en los pacientes con melanoma en sus primeros estadios de la 
enfermedad, solamente se incluyeron pacientes con enfermedad con ganglios clínicamente negativos (sin afectación 35
de los ganglios linfáticos por palpación y ecografía) y sin metástasis distantes. De estos pacientes se tomaron muestras 
para análisis moleculares según la disponibilidad o calidad del ADN. De manera específica, los criterios de selección 
de pacientes y células a someter a análisis genómico y funcional fueron: (i) aislamiento exitoso y amplificación del 
genoma completo de DCC gp100+, (ii) el ADN derivado de DCC pasó el control de calidad para un análisis genómico 
completo (Polzer et al. (2014) EMBO Mol Med. 6:1371 -138) y (iii) tiempo de seguimiento suficiente para el análisis de 40
supervivencia. Las características clínicas iniciales de estos pacientes se proporcionan en la tabla 1 (para obtener más 
detalles sobre la adquisición de muestras clínicas, véase la figura 9). De estos pacientes, se obtuvieron 90 células 
sueltas y se confirmó su origen maligno mediante CGH (figura 2). Estas DCC mostraron una amplia gama de 
variaciones en el número de copias que variaban de 1 a 52 por célula (mediana = 14; rango intercuartílico = 14,8). Se 
observó que las ganancias genómicas por célula (mediana = 9; intervalo = 0 a 39) fueron más frecuentes que las 45
pérdidas (mediana 3,5; intervalo = 0 a 21).

Ejemplo 3 Linajes genéticos de tumores primarios y DCC

El enfoque convencional para abordar las diferencias asociadas con los resultados entre los melanomas T1 y T4 50
emplea tejido de tumores primarios. Se asume que las características moleculares de las DCC que inician metástasis 
pueden identificarse dentro del tumor primario, porque se cree que los tumores primarios y las DCC son en gran parte 
idénticos. Para probar esta suposición, se investigaron los perfiles genómicos de tumores primarios y se investigaron 
sus DCC equivalentes.

55
Los tumores primarios se aislaron mediante microdisección con láser (figura 10) y, siempre que fue posible, se 
analizaron varias áreas. Sin embargo, en comparación con otros cánceres tal como el cáncer de riñón (Gerlinger et 
al., (2012) The New England journal of medicine 366:883-892), los melanomas en estadio temprano son muy 
pequeños, excluyendo principalmente la evaluación de subclones de diferentes áreas. Las muestras de tumores 
primarios microdiseccionadas (n = 23, 19 pacientes) y las DCC sueltas aisladas con micromanipulador (n = 24, 19 60
pacientes) se analizaron mediante CGH. Independientemente del espesor del melanoma, hubo una disparidad 
sorprendente entre los tumores primarios y las DCC equivalentes. Inesperadamente, los tumores primarios de 
diferentes individuos se agruparon más juntos que los pares individuales de tumores primarios y sus DCC equivalentes 
(figura 3A y figura 11). Los tumores primarios contenían significativamente más eliminaciones que las DCC (figura 3B; 
p = 0,003, prueba de la U de Mann-Whitney) mientras que la diferencia correspondiente en ganancias fue claramente 65
no significativa (p = 0,66, prueba de la U de Mann-Whitney). Cuando varias áreas de los mismos tumores primarios 
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estaban disponibles, se observó heterogeneidad genómica, aunque todavía se agrupan (por ejemplo, T28, T30 en la 
figura 3 y la figura 11) aparte de sus DCC emparejadas. Estos datos muestran que las DCC se diseminaron antes de 
que se produjeran la mayoría de las eliminaciones y que los melanomas no relacionados que crecen en la piel 
convergen en pérdidas cromosómicas similares.

5
Ya que las mutaciones de BRAF y NRAS son frecuentes (en un promedio de 40 % y 21 % de los casos 
respectivamente) en melanoma (Platz et al., (2008) Mol Oncol 1:395-405), se investigó si estas mutaciones se 
transmiten desde el tumor primario a las DCC. Ambos alelos (de tipo silvestre y mutante) podrían recuperarse de 
manera fiable de células sueltas con mutaciones de BRAF y NRAS heterocigotas (figura 3C). En muestras de pacientes 
emparejadas, BRAF se mutó con más frecuencia en los tumores primarios (34 %) que en las DCC (15 %; p = 0,012, 10
prueba exacta de Fisher; n = 32 pacientes; figura 3D y figura 12), mientras que no se observaron diferencias 
significativas para las mutaciones de NRAS (15 % de tumores primarios mutados y 11 % de DCC; p= 0,58; n = 29 
pacientes). Para estos dos oncogenes, se encontraron un tipo silvestre compartido en el 47 %, un estado mutado 
compartido en el 16 % y estados de mutaciones dispares en el 37 % de los casos (figura 3D). Entre los pacientes con 
tumores primarios mutados, las DCC equivalentes en su mayoría no compartían estas mutaciones (compartidas en 15
3/11 para BRAF y 3/6 para NRAS), indicando que se habían diseminado antes de la fijación dentro del lugar primario.

Se ha sugerido que las mutaciones de BRAF y NRAS inician el melanoma (Shain, et al., (2015) The New England 
Journal of Medicine 373, 1926-1936) y, en consecuencia, son completamente clonales. Por lo tanto, se secuenciaron 
DCC individuales de pacientes con DCC gp100+ mutantes para BRAF o NRAS donde se habían aislado más de una 20
DCC y probado si todas las células hermanas albergan la mutación. Se observó que las DCC gp100+ son 
heterogéneas en un 45 % y un 80 % para mutaciones de BRAF y NRAS, respectivamente (figura 3E). Para descartar 
un efecto selectivo del marcador de detección gp100, se analizaron DCC de melanoma MCSP+ adicionales y se 
obtuvieron resultados similares. Estos hallazgos se compararon con las células de control (figura 3C) y se observó 
que el alelo mutante esperado no se detectó en un número significativo de DCC gp100+ (BRAF (n = 43 células): 25
prueba exacta de Fisher unilateral p = 0,02; NRAS (n = 44): p <0,0001) y DCC MCSP+ (BRAF (n = 61): p= 0,003; 
NRAS (n = 30): p = 0,02). Finalmente, cuando se comparó el estado de mutaciones de tripletes tumor primario-DCC-
metástasis o de pares tumores primarios-metástasis o pares DCC-metástasis, se observó que las DCC con y sin 
mutaciones de BRAF/NRAS fueron capaces de formar metástasis manifiestas (figura 3F).

30
Resumiendo, tanto las alteraciones en el número de copias como el análisis de mutaciones dirigidas demostraron que 
los melanomas primarios y sus DCC emparejadas son en gran medida genéticamente dispares, lo que implica una 
ramificación evolutiva temprana.

Ejemplo 4 Características moleculares de las DCC en la llegada linfática temprana35

Las DCC de melanomas gruesos podrían albergar alteraciones características responsables de la importancia 
pronóstica del estadio T alto, que están ausentes en las DCC de melanomas delgados. Por lo tanto, se centró la 
atención en DCC antes de la colonización evidente de los ganglios linfáticos como representativas del momento de la 
llegada y se investigó su perfil genómico.40

La formación de colonias se hizo claramente evidente a una DCCD > 100 (figura 1B). Para determinar una DCCD 
representativa para el momento de llegada, es decir, claramente antes de la formación de colonias, todas las muestras 
de pacientes con valores de DCCD por debajo de 100 se analizaron para definir un umbral de espesor en el que se 
pudieran identificar las alteraciones genéticas características de las DCC de "grueso" (definido por el umbral 45
analizado). En otras palabras, para todas las muestras disponibles a una DCCD analizada que varía de 1-99, se buscó 
para determinar anomalías genómicas que pudieran dividir las DCC en dos grupos caracterizados por el origen, no se 
pudieron encontrar diferencias estadísticas (p> 0,05, prueba exacta de Fisher) para ningún espesor tumoral. El valor 
de p más bajo (p = 0,051; pérdida de 18q21-23; figura 4A, figura 13) se obtuvo para una DCCD de 24 y un espesor de 
1,8 mm (figura 4A, superior), lo que sugiere una DCCD de hasta 24 que define las DCC de llegada temprana y 1,8 mm 50
que indica el espesor en el que las células del melanoma habían adquirido una pérdida de 18q21.23 dentro del lugar 
primario. Sin embargo, la supervivencia no se correlacionó con la pérdida de 18q21-23 (figura 4B), lo que indica que 
este cambio no está relacionado con el impacto del estadio T sobre la supervivencia. También se observó que el 
número de alteraciones en el número de copias (CNA) no difirió entre las DCC procedentes de melanomas gruesos y 
delgados (figura 4C).55

Ejemplo 5 Características moleculares de las DCC colonizadoras

Estos datos son difíciles de cuadrar con un modelo en el que la diseminación se produce de forma tardía y las 
anomalías genéticas adquiridas con un tumor de alto espesor hacen que las DCC sean más metastásicas. Por lo tanto, 60
se consideró la posibilidad de que las DCC que se diseminan temprano al SLN, son genéticamente "inmaduras" y 
adquieren alteraciones genéticas adicionales durante la formación de colonias metastásicas. Por tanto, se investigaron 
las alteraciones genéticas que marcan la transición de DCC inmaduras a DCC formadoras de colonias en el ganglio 
centinela. Se analizó a qué DCCD las DCC podrían clasificarse en dos grupos según sus alteraciones genéticas. La 
mayor significación (p < 0,001, prueba exacta de Fisher) se logró para 77 ≤ DCCD ≤ 95 (figura 5A), cerca de la DCCD 65
de 100, a la que la colonización se hizo evidente en los análisis histopatológicos (figura 1B). Las DCC adquirieron tres 
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alteraciones genéticas que incluyen mutaciones de BRAF, pérdida del cromosoma 9p11-13 y pérdida del cromosoma
9p21-24, que comprende el gen supresor de melanoma, p16 (figura 5B). Sorprendentemente, se observaron 
mutaciones de BRAF en 1/43 (2 %) células con DCCD < 95 y en 20/47 células (42 %) para DCCD ≥ 95 (figura 5C; p 
< 0,0001). Se observaron dos divisiones significativas adicionales: a DCCD = 3, que implica el cromosoma Xq25-28 y 
en DCCD = 19, que implica 7q21-36. Si bien Xq25-28 se modificó con frecuencia de forma no direccional, es decir, 5
ganancia o pérdida, en las DCC de pacientes con DCCD < 3 (figura 5C), las muestras con una DCCD ≥ 19 
enriquecieron la amplificación (ganancia) de 7q21-36 (figura 5B, C), que alberga el oncogén MET.

Debido a que la adquisición de alteraciones genéticas con frecuencia se produce durante la división celular, se 
compararon los índices de marcado para el marcador de proliferación Ki-67 en DCC de ganglios centinela de pacientes 10
con DCCD ≤ 100 y DCCD > 100, es decir, antes y después de la formación de colonias (figura 5D). Como la tinción 
doble de MIB-1 (anti-Ki-67) y HMB45 (anti-gp100) no tuvo éxito, se reemplazó gp100 por el marcador asociado a 
melanoma MelanA (Ulmer et al. (2005), Clin Cancer Res. 11, 5425-5432). La expresión de Ki-67 se evaluó en 37 
ganglios con DCCD ≤ 100 (grupo A) y 21 ganglios con DCCD > 100 (grupo B) que implica la evaluación de 937 células 
en total. En el grupo A, el 11,4 % de las células eran claramente mitóticas, mientras que en el grupo B se dividía el 15
22,0 % (p = 0,0005; prueba exacta de Fisher, figura 5D). Por tanto, una tasa de proliferación basal del 11 % puede 
permitir inicialmente la adquisición de alteraciones genéticas, que posteriormente acelera el recrecimiento.

Ejemplo 6 Alteraciones asociadas a la colonización, xenotrasplante y supervivencia del paciente
20

Las células cancerosas que forman colonias en los ganglios linfáticos mostraron un distintivo característico de 
alteraciones. Para analizar si las DCC tienen la capacidad de iniciar tumores, se trasplantaron a ratones NSG. Se 
evaluaron las primeras condiciones para el xenotrasplante de células raras de melanoma (Quintana (2008) Nature 
456, 593-598). Para las células de la línea celular y las DCC de pacientes se compararon dos enfoques: trasplante 
directo de grupos de DCC y trasplante de esferas de DCC después de un breve cultivo en condiciones de melanosfera. 25
Las melanosferas formaron tumores en ratones NSG inmunodeficientes con más frecuencia que los grupos de células 
sueltas (p < 0,0001, prueba del orden logarítmico; figura 6A, B y figura 14). Las condiciones aplicadas apoyaron el 
crecimiento de tan solo una esfera trasplantada (figura 6B) o un tamaño de grupo de 7 DCC (figura 6C). Por lo tanto, 
cuando se comparó la capacidad de iniciación de tumores de las DCC de los SLN con una DCCD ≤ 100 con las de 
una DCCD > 100, se trasplantaron esferas de muestras con DCCD ≤ 100 y esferas o grupos de DCC individuales de 30
muestras con DCCD > 100. El número de esferas por lugar de inyección fue similar tanto para DCCD ≤ 100 como para 
> 100 (p = 0,27, prueba de la U de Mann-Whitney; figura 6C). Sorprendentemente, se observó que DCCD > 100 era 
predictiva de xenotrasplantes exitosos (9/36 trasplantes dieron lugar a tumores en 4/7 pacientes; figura 6C) mientras 
que las muestras con DCCD ≤ 100 nunca establecieron tumores (0/14 lugares de inyección en 0/5 pacientes). La 
huella genética confirmó el origen del paciente en todos los casos (figura 14). De manera adicional, en todos los 35
xenoinjertos derivados de paciente estaba presente bien una mutación de BRAF, pérdida de 9p11-13 o 9p21-24 o 
ganancia de 7q21-36 (figura 6D). En un caso, el recrecimiento exitoso se relacionó con la presencia de una mutación 
de NRAS.

Finalmente, se investigó si las anomalías genéticas asociadas con la formación de colonias en el SLN o con la 40
formación de tumores en ratones estaban asociadas con el resultado clínico. Para esto, se probó si una mutación de 
BRAF, pérdida de 9p11-13/9p21-24, ganancia de 7q21-36 o mutación de NRAS DCC sueltas aumentaba el riesgo de 
fallecimiento. De hecho, este distintivo combinado de colonización e injerto estuvo presente en 8/9 (89 %) pacientes 
que fallecieron de melanoma (p = 0,048, prueba del orden logarítmico; figura 6E), siendo la mutación de BRAF el 
indicador individual más importante (p = 0,031).45

Pacientes

Se usaron datos de 1027 pacientes con melanoma de Tübingen con melanoma con ganglios clínicamente negativos 
(evaluado por palpación y ultrasonido) que se sometieron a una biopsia de ganglios centinela para describir la 50
asociación entre el espesor y la propagación del melanoma (Ulmer (2014) PLoS Med 11, e1001604). Los estudios 
moleculares y análisis de supervivencia con mutaciones de BRAF/NRAS incluyeron pacientes reclutados en Tübingen 
y Regensburg. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes. El estudio fue aprobado por 
los comités de ética de las universidades de Tübingen (voto ético número 5/99) y Regensburg (07-079).

55
Líneas celulares

Se utilizaron las líneas celulares de melanoma A375 y MelHo (obtenidas del Instituto Leibniz DSMZ-German Collection 
of Microorganisms and Cell cultures). MelHo figura en la base de datos de ICLAC para líneas celulares mal 
identificadas debido a un origen de paciente poco claro, pero se utilizó porque la línea celular es heterogénea para la 60
mutación del exón 15 c1799T > A (BRAF). El origen de las líneas celulares se verificó mediante análisis de repeticiones 
cortas en tándem (STR, por sus siglas en inglés) (Cell-ID™, Promega). Las líneas celulares 70-61 y 102-4 se 
produjeron a partir de xenoinjertos derivados de DCC y están mutadas con la mutación del exón 15 c1799T> A (BRAF)
y la mutación del exón 3 c181C> A (NRAS), respectivamente, como se determina por la secuenciación de Sanger 
(Sequiserve, Vaterstetten, Alemania). El origen del paciente se verificó mediante un análisis de repeticiones cortas en 65
tándem (STR, por sus siglas en inglés) (Cell-ID™, Promega), su origen de melanoma por un patólogo humano y su 
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genotipo anómalo mediante CGH. A375 y MelHo se mantuvieron en DMEM, FCS al 10 %, 0,5 x pen/estrep; 102-4 y 
70-61 en RPMI, FCS al 10 %, 0,5xpen/estrep. Todas las líneas celulares se analizaron de forma habitual para detectar 
micoplasmas y se encontró que eran negativas.

Controles5

Los ganglios linfáticos de control (n = 70) se obtuvieron de 60 pacientes sin melanoma (47 ganglios que drenan la piel 
de afecciones no malignas, 6 ganglios centinela de pacientes con cáncer de piel no melanoma y 17 ganglios de 
pacientes con cáncer de pulmón no microcítico) y desagregados, teñidos y evaluados de manera idéntica a los ganglios 
linfáticos derivados de melanoma. Después de la exploración de 2x106 linfocitos, se reveló al observador el estado de 10
los ganglios linfáticos de control y se continuó con la exploración de las muestras hasta su finalización, a diferencia de 
las muestras de pacientes con melanoma.

Desagregación e inmunocitología de los ganglios linfáticos
15

La inmunocitología cuantitativa se realizó como se describe (Ulmer (2014) PLoS Med 11, e1001604 y Ulmer (2005) 
Clinical cancer research : an official journal of the American Association for Cancer Research 11, 5425-5432) después 
de una biopsia de ganglios centinela utilizando tejido de ganglios linfáticos sin fijar. En resumen, el tejido linfático se 
cortó en trozos de 1 mm y se desagregó mecánicamente en una suspensión de células sueltas mediante cuchillos 
giratorios (DAKO Medimachine, DAKO), se lavó con HBSS (Life Technologies, Heidelberg, Alemania) y se centrifugó 20
en un gradiente de densidad preparado de una solución de Percoll al 60 % (Amersham, Upsala, Suecia). Las células 
se contaron usando una cámara de recuento Neubauer. Por portaobjetos, se proporcionaron 106 células de la interfase 
en portaobjetos de adhesión (Menzel, Braunschweig, Alemania) en un volumen de 1 ml de PBS. Después de 
sedimentación durante 1 hora, los portaobjetos se secaron al aire durante la noche. La tinción inmunocitológica se 
realizó con el método de fosfatasa alcalina/antifosfatasa alcalina utilizando anticuerpos primarios contra gp100 25
(HMB45, DAKO) y como anticuerpo primario y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/NBT (DAKO) como sustrato, 
produciendo un producto de reacción de color azul. Un ganglio linfático se definió como gp100 positivo si contenía al 
menos una célula gp100 positiva. Se registró el número de células positivas por millón de linfocitos. Las muestras 
positivas se almacenaron durante un máximo de 4 días en PBS a 4 °C hasta el aislamiento celular para la amplificación 
del genoma completo. Para el aislamiento de DCC vivas, las células sueltas se tiñeron con un anti-MCSP 30
(proteoglicano de sulfato de condroitina asociado a melanoma, clon 9.2.27, BD Pharmingen) humano según las 
recomendaciones del fabricante y se detectó por inmunofluorescencia indirecta (anti-Cy3 de ratón de cabra, Jackson). 
Después del lavado, las células MCSP+ se aislaron usando un micromanipulador (Eppendorf PatchMan NP2) y se 
trasplantaron.

35
Comparación entre trasplantes de células sueltas y de esferas

Se sembraron en placas células sueltas de ganglios linfáticos centinela desagregados en placas de cultivo celular 
recubiertas de poli-HEMA de 6 cm (12 mg/ml, Sigma-Aldrich) Sigma-Aldrich) a una densidad de 200.000 células 
viables/ml. Las células se cultivaron en un medio basal DMEM/F12 de Ham sin suero (PAN Biotech GmbH), 40
complementado con 0,5 x Pen/estrep (PAN Biotech GmbH), BSA al 0,5 % (VWR-Biochemical), 10 µg/ml de insulina 
(Sigma-Aldrich), HEPES 10 nM (Sigma-Aldrich), 1 x B27 (Life Technology GmbH), 10 ng/ml de EGF (Sigma-Aldrich) y 
10 ng/ml de bFGF (Sigma-Aldrich), 4 µg/ml de heparina (Sigma-Aldrich), 5 ng/ml de GRO-α (R&D Systems), 20 ng/ml 
de HIL-6 (proporcionado amablemente por S. Rose-John) y metilcelulosa al 0,2 % (Sigma-Aldrich). Los cultivos se 
incubaron a 37 °C y CO2 al 5 % y O2 al 7 %. Se controló semanalmente el crecimiento de las esferas. Para generar 45
esferas a partir de líneas celulares de melanoma (MelHo, A375 mantenidas en DMEM, FCS al 10 %, 0,5 x pen/estrep), 
se sembraron en placas células sueltas a una densidad de 10.000 células viables/ml en placas de cultivo celular 
recubiertas de poli-HEMA en el mismo medio que para las células de ganglios linfáticos centinela, pero sin HIL-6 ni 
GRO-α. Las esferas se aislaron de forma manual.

50
Xenotrasplante

Se recogieron esferas o células MCSP+ de los ganglios linfáticos centinela desagregados usando una micropipeta o 
micromanipulador y se agruparon en un micropocillo (volumen 10-15 µl, Terasaki). Los micropocillos se recubrieron 
previamente durante la noche con 12 mg/ml de poli-HEMA (Sigma-Aldrich) a TA. Se trasplantaron células sueltas en 55
un volumen final de 30 µl y 25 % de matrigel de alta concentración (BD Biosciences) como se publicó anteriormente 
(Quintana (2008) Nature 456, 593-598). Las células se inyectaron con una jeringa de insulina (Microfine, 29G, U-50, 
BD Biosciences) por vía subcutánea en ratones NOD.Cg-Prkdcscid lL2r □tmWjl/Sz (NSG, de 6-8 semanas de edad, macho 
y hembra). Los ratones se adquirieron en el Jackson Laboratory y se mantuvieron en condiciones sin patógenos 
específicos, con agua acidificada y alimento ad libitum en las instalaciones de animales para investigación de la 60
Universidad de Regensburg, Alemania. Todos los procedimientos experimentales con animales aprobados se 
realizaron con las regulaciones federales y estatales alemanas. Los ratones se palparon cada semana en el lugar de 
la inyección. Un patólogo humano verificó el origen del melanoma de los xenoinjertos y el origen del paciente se 
certificó utilizando un análisis de repeticiones cortas en tándem (STR) (Cell-ID™, Promega). Debido a la amplificación 
del genoma completo (Klein et. al. 1999) de muestras antes del análisis de STR, que incluye digestión por restricción 65
mediante Mse I, solamente se pueden utilizar los locus de STR TH01, D21S11, D5S818, D13S317, D16S538 y vWA 
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para la detección. Los fragmentos amplificados se detectaron utilizando 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). Los tamaños de los fragmentos se determinaron manualmente usando Cell™ ID Allelic Ladder y Cell™ 
ID Bins 1.0 proporcionados por Promega.

Marcado de DCC con Ki-675

Para la tinción por inmunofluorescencia, las células se incubaron con anticuerpos primarios contra Melan A/MART-1 
(dilución monoclonal de conejo 1:100 de Epitomics) y Ki-67 (monoclonal de ratón MIB-1 1:50 de DAKO) durante la 
noche a 4 °C. Como anticuerpos secundarios se utilizaron Alexa Fluor 555 (Invitrogen, anti-conejo de burro) y Alexa 
Fluor 488 (Invitrogen, anti-ratón de burro). El núcleo se tiñó con DAPI (azul), Melan A con Alexa Fluor 555 (rojo) y Ki-10
67 con Alexa Fluor 488 (verde). La contratinción se realizó con 4'd-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en medio de montaje 
(Vector, Vectashield).

Extracción de ADN y microdisección de áreas de tumores primarios
15

Se extrajo ADN de bloques de tumores embebidos en parafina después de resaltar las áreas tumorales por un patólogo 
(P.R.). Se utilizó el sistema PALM Microbeam (Bernried) para microdisección y catapultado. El ADN se procesó como 
se describió previamente (Klein (2002) Lancet 360, 683-689; Klein (2002) J Exp Med 196, 359-368).

Amplificación del genoma completo e hibridación genómica comparativa de células sueltas20

La amplificación del genoma completo (WGA, por sus siglas en inglés) se realizó como describió previamente Klein 
(2002) Lancet 360, 683-689; Klein (2002) J Exp Med 196, 359-368 y Klein (1999) PNAS 96, 4494-4499). El método 
ahora está disponible comercialmente como kit (Ampli1, Silicon Biosystems).

25
Hibridación genómica comparativa de células sueltas

La CGH de células sueltas se realizó como se describió previamente por Czyz (2014) PloS one 9, e85907; Klein (2002) 
Lancet 360, 683-689; Klein (2002) J Exp Med 196, 359-368). Para la mayoría de las muestras se utilizó CGH 
cromosómica, ya que es un método muy potente, bien establecido para células sueltas. Se compararon 30
cuidadosamente ambos métodos. Se encontró una buena concordancia entre la CGH de matriz y la CGH cromosómica 
cuando se aplicó a las mismas muestras (véase Czyz et al., 2014). Si bien aCGH puede detectar más cambios 
(principalmente para anomalías < 10 Mb), la imagen general para aCGH y cCGH es muy similar. Para los casos en 
los que se utilizó aCGH, la resolución se ajustó a la de cCGH.

35
Análisis de mutaciones de BRAF y NRAS

Se detectaron mutaciones en los genes NRAS y BRAF usando secuenciación de Sanger (Sequiserve, Vaterstetten, 
Alemania) después de la amplificación específica de genes a partir de muestras de WGA. Los cebadores para el 
análisis del exón 15 de BRAF fueron los siguientes: directo 5’-TCCAGACAACTGTTCAAACTG e inverso 5’-40
CTCTTCATAATGCTTGCTCTG, que abarcan las mutaciones del codón 600 (V600E, anteriormente denominada 
V599E; V600K, V600R). Las temperaturas de ciclo se establecieron en 94 °C (2 min), 60 °C (30 s) y 72 °C (2 min) 
durante un ciclo; 94 °C (15 s), 60 °C (30 s) y 72 °C (20 s) durante 14 ciclos; 94 °C (15 s), 60 °C (30 s) y 72 °C (30 s) 
durante 24 ciclos y una etapa de extensión final adicional a 72 °C (2 min). Los cebadores de PCR para el codón 61 
del exón 3 de NRAS fueron: directo 5’-GGCAAATACACAGAGGAAGC e inverso 5’- ACCCCCAGGATTCTTACAGA 45
que abarcan las mutaciones comunes del codón 61:: Q61K y Q61R. El ciclador de PCR se ajustó a 94 °C (2 min), 
63 °C (30 s) y 72 °C (2 min) durante un ciclo; 94 °C (15 s), 63 °C (30 s) y 72 °C (20 s) durante 14 ciclos; 94 °C (15 s), 
63 °C (30 s) y 72 °C (30 s) durante 24 ciclos y una etapa de extensión final adicional a 72 °C (2 min). Los productos 
de PCR se enviaron para su secuenciación a Sequiserve, Vatterstetten. El ensayo de mutaciones se estableció 
utilizando células sueltas o ADN genómico de líneas celulares con mutación en el exón 15 c1799T>A (BRAF) y 50
mutación en el exón 3 c181 C>A (NRAS) conocidas. El alelo mutante de BRAF se detectó en el 62 % (70-61), en el 
84 % (MelHo) de las secuencias detectadas en todas las células sueltas analizadas y en el 61 % (70-61) y 86 % 
(MelHo) en el ADN genómico global. El alelo de la mutación de NRAS estaba presente en el 59 % de todas las células 
sueltas y en el 46 % del ADN genómico global. Cuando se microdiseccionaron varias áreas del tumor primario o se 
aislaron varias DCC, el tumor primario o las DCC se denominaron positivos si una de las áreas o DCC albergaba la 55
mutación de BRAF o de NRAS.

Análisis estadístico

A menos que se indique lo contrario, se asumió significación estadística para p < 0,05, con todas las pruebas realizadas 60
bilaterales.

Espesor cuando las células tumorales se diseminan

Utilizando el método de Turnbull, se determinó que el 42,3 % de todos los melanomas se habían diseminado antes de 65
alcanzar un espesor de 0,4 mm (fig. 1B). Independientemente del espesor tumoral, la diseminación se restringió al 
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63,5 % de los melanomas. Un modelo de Weibull modificado con un límite superior inferior al 100 % (fig.1B) predijo 
una asíntota del 63,5 % (IC del 95 % 53,5 a 73,4 %) y reveló que el 50 % de los tumores con metástasis se habían 
propagado antes de 0,4 mm (IC del 95 % 0,04-0,75 mm).

Para determinar la proporción de tumores en diseminación y colonización en función del espesor tumoral, los datos se 5
ajustaron de forma no paramétrica mediante la máxima verosimilitud según el método iterativo de Turnbull (42) para 
datos censurados por intervalo. Como se desconoce, en qué espesor tumoral se produjo o se producirá un evento, 
todos los datos están censurados por la izquierda o por la derecha. Para la diseminación, la estimación obtenida se 
ajusta con el método de máxima verosimilitud mediante una distribución de Weibull con una fracción de pacientes sin 
diseminación para obtener estimaciones de parámetros interpretables para la proporción asintótica de tumores en 10
diseminación y el espesor mediano de tumores en diseminación.

Espesor tumoral cuando las DCC colonizan

De los 525 pacientes DCC positivos, el número de muestras con una DCCD > 100 aumentó con el espesor tumoral 15
como función de distribución acumulativa de Weibull con una mediana de 8,9 mm (IC del 95 % 6,8 a 14,3 mm), es 
decir, 22 veces mayor que la mediana del espesor en el momento de la metástasis (fig. 1C). Para la colonización, la 
estimación obtenida se ajusta mediante una distribución de Weibull. Se utilizaron fórmulas explícitas para la 
distribución de Weibull para calcular las tasas de riesgos instantáneos. La función de riesgos instantáneos describe el 
riesgo instantáneo por unidad de espesor para un evento (diseminación, colonización) para esos tumores, para los 20
que el evento aún no se ha producido. Por ejemplo, la tasa de riesgos instantáneos de 1 por mm (0,2 por mm) indica 
que el tumor necesita crecer 1 mm (5 mm, respectivamente) en promedio para que se produzca el evento.

Comparación de tumores primarios y DCC
25

Las estadísticas de frecuencia de ganancias y pérdidas entre tumores primarios y DCC se determinaron con una 
prueba de la U de Mann-Whitney. La significación estadística para mutaciones de BRAF/NRAS en tumores primarios 
y DCC emparejados se determinaron con la prueba exacta de Fisher.

Identificación de patrones de mutaciones30

Los patrones de mutaciones que discriminan entre tumores primarios y DCC, DCC de pacientes con melanomas 
delgados y gruesos y DCCD baja y alta, así como con y sin mutaciones de BRAF/NRAS se identificaron mediante la 
prueba exacta de Fisher. Solamente se consideraron los locus con una desviación típica de muestra cruzada 
suficientemente alta (> 0,25) que permitiera una discriminación de clase suficiente. En la figura 2A, solamente se 35
incluyeron los diez locus más variables en términos de la varianza máxima entre las muestras sin tener en cuenta los 
marcadores de la clase de tumor primario/DCC. Se obtuvieron múltiples correcciones de prueba según Benjamini y 
Hochberg (FDR).

Identificación de mutaciones discriminatorias40

Para identificar el espesor en el que se pueden haber adquirido alteraciones críticas dentro del tumor primario, se 
dividieron las DCC de muestras con una DCCD≤100 en dos grupos según los diferentes valores de espesor 
observados y se identificaron alteraciones genómicas que mostraban claramente distribuciones no aleatorias entre 
estos grupos, es decir, daban lugar a valores de p bajos de la prueba de Fisher. Los umbrales de DCCD y de espesor 45
asociados con valores de p bajos podrían indicar tamaños de tumores primarios y alteraciones genómicas que facilitan 
la diseminación directa a los ganglios linfáticos.

Se probaron todos los umbrales de DCCD por debajo de 100 para definir la población de DCC antes de la colonización 
y se encontró evidencia de diferencias estadísticas para determinados umbrales de espesor para los límites de DCCD 50
19, 24, 32 y 95; sin embargo, ninguno alcanzó el 5 % de significación.

Se adoptó un enfoque similar para determinar los umbrales limitantes de DCCD y las alteraciones genéticas que 
marcan la transición de las DCC tempranas a las DCC formadoras de colonias en el ganglio centinela. Se formularon 
todas las regiones genéticas en las que la DCCD dividiría las DCC en dos grupos. Esta DCCD separaría después las 55
DCC con y sin esa alteración específica e indicaría el número de células en las que se ha adquirido una alteración 
crítica para la progresión de la enfermedad.

La solidez de los resultados con respecto al tamaño de la muestra se estimó excluyendo sistemáticamente dos células 
del análisis (submuestreo con enumeración de todos los casos). Las distribuciones ajustadas de los valores de p 60
correspondientes se suavizaron por densidad del núcleo y se representaron gráficamente en 2D. Se realizaron análisis 
de grupos jerárquicos utilizando la distancia euclídea y el enlace completo. Los análisis se realizaron utilizando R 
(http://www.R-project.org) o JMP (http://www.jmp.com).

Análisis de supervivencia65
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Todas las estadísticas de supervivencia y el tiempo sin tumores de los xenoinjertos se calcularon utilizando una prueba 
del orden logarítmico (JMP, IBM SPSS Statistics 20 para Windows o software GraphPad Prism 6.0 para OSX).

Resultados
5

Este estudio proporciona un modelo molecular prometedor que explica la evolución ectópica en la propagación del 
cáncer sistémico temprano. Por primera vez se informa sobre la extensión tumoral a la que se produce la diseminación 
metastásica de un cáncer humano; se basa en la detección directa altamente sensible de DCC en lugar de inferirse 
de las tasas de crecimiento tumoral (Engel (2003) European journal of cancer 39, 1794-1806; Friberg (1997) Journal 
of surgical oncology 65, 284-297; y Yachida (2010) Nature 467, 1114-1117}. La mediana del espesor de los melanomas 10
con metástasis fue de 0,4 mm (IC del 95%: 0,04 - 0,75 mm), mucho antes de lo que se pensaba anteriormente. Sin 
embargo, la tasa de mortalidad a 9 años para los melanomas T1 fue del 11 %, que fue mucho más baja que la tasa 
de metástasis en este estadio (46 %), mientras que las tasas de metástasis y mortalidad en los melanomas T4 fueron 
similares (59 % frente a 54 %). Esta observación indica que, mientras que la diseminación se puede producir temprano, 
se necesitan factores adicionales para generar enfermedad metastásica letal.15

Para abordar la discrepancia entre las tasas de metástasis y mortalidad de los melanomas delgados, se compararon 
los tumores primarios y las DCC equivalentes, que eran claramente diferentes en las CNA independientemente del 
espesor tumoral. Los tumores primarios mostraron una pérdida diferencial de material cromosómico, lo que sugiere 
claramente que las DCC se diseminaron antes de que se produjeran estas pérdidas. Esta conclusión no se ve afectada 20
por las posibles limitaciones de la tecnología utilizada, es decir, CGH en comparación con la secuenciación de nueva 
generación (NGS, por sus siglas en inglés). Los controles extensos (figura 3C y figura 8) demuestran que la tecnología 
con células sueltas aplicada recupera cario y genotipos celulares de muestras clínicas con una fiabilidad y solidez 
mucho mayor (Polzer (2014) EMBO molecular medicine 6, 1371-1386} que los enfoques de NGS para células sueltas 
que son propensas a abandonos alélicos aleatorios (Lohr (2014) Nature biotechnology 32, 479-484; Ni (2013) PNAS 25
110, 21083-21088}. Por tanto, se demostró que las células de melanoma se diseminaron antes de que se adquirieran 
las CNA específicas y las mutaciones específicas (como BRAF, analizadas a continuación) en los primarios 
independientemente de la noción de que algunas anomalías (compartidas o no compartidas) permanecieron sin 
detectar por el enfoque de los presentes inventores. Las CNA se analizaron porque reflejan mejor la progresión 
cancerosa en contraposición a las mutaciones puntuales (Bauer (2006) Dermatologic therapy 19, 40-49; Shain (2015) 30
The New England journal of medicine 373, 1926-1936}, que se detectan con frecuencia también en lesiones benignas 
a diferencia de las CNA (Hafner (2010) PNAS 107, 20780-20785; Klein (2013) Nature 501, 365-372; Shain (2015) The 
New England journal of medicine 373, 1926-1936). Por esta razón, el estudio no abordó la diseminación con respecto 
a la adquisición de alteraciones distintas de CNA excepto de BRAF o NRAS.

35
La conclusión de que la propagación de las células cancerosas se produce temprano en la progresión somática de un 
melanoma también es coherente con la posibilidad de que existan subclones menores en el tumor primario que sean 
más similares a las DCC pero que escapan a la detección mediante el análisis de muestras microdiseccionadas. Tales 
subclones, si existen, son genómicamente inmaduros en comparación con el clon predominante analizado; la 
existencia y diseminación (incluso si se produce en el estadio de T alto) de tales subclones indicaría entonces que las 40
células genómicamente inmaduras muestran una mayor propensión a propagarse que las células maduras existentes 
paralelas. Sin embargo, combinados con la metástasis temprana documentada en 400 µm, es más probable que los 
melanomas con frecuencia se diseminen temprano en la formación tumoral y temprano en la maduración genómica.

Se analizó si se detectan células genéticamente más maduras de diseminación tardía, que pueden ser células 45
fundadoras de una metástasis con más éxito que las células cancerosas de diseminación temprana. Para esto, las 
DCC se analizaron antes de la formación de colonias de pacientes con melanomas gruesos. Se compararon con DCC 
precolonizadoras de melanomas delgados, pero no se pudieron identificar CNA diferenciadoras. Además, el número 
de CNA no difirió entre las DCC precolonizadoras de los melanomas delgados frente a los gruesos.

50
Esto dio lugar a la conclusión de que las DCC adquirieron alteraciones críticas dentro de los ganglios linfáticos. De 
hecho, el crecimiento más allá de una DCCD de 77-95 se asoció con pérdidas en el cromosoma 9p, que comprenden 
la región de p16, y adquisición de mutaciones de BRAF. Antes de ese punto, a una DCCD = 19 hubo enriquecimiento 
de la ganancia del cromosoma 7q, que comprende el oncogén MET. Una DCCD ~ 100 se asoció además con la 
formación de colonias en el ganglio linfático y un aumento significativo en el índice de proliferación medio de Ki-67 del 55
11 % (DCCD≤100) al 22 % (DCCD> 100), lo que confirma la proliferación basal e indica la adquisición de cambios 
ventajosos. De manera interesante, el índice de proliferación medio del 11 % antes de la colonización se asemeja al 
de los melanomas T1 en la transición a la fase de crecimiento vertical tumorigénico (VGP, por sus siglas en inglés) 
que anteriormente se encontraba entre el 9-13 % (Gimotty (2005) Journal of Clinical oncology: official journal of the 
American Society of Clinical Oncology 23, 8048-8056). Por tanto, las DCC de los ganglios linfáticos tempranos no 60
están durmientes y muestran tasas de crecimiento que permiten la progresión.

Tomados en conjunto, se identificó una notable diferencia entre DCC precolonizadoras tempranas y DCC 
colonizadoras maduras. Los datos de supervivencia y los xenotrasplantes respaldan la conclusión de que las DCC 
forman metástasis solamente después de la adquisición de alteraciones críticas que permiten la colonización. Por lo 65
tanto, las metástasis serán genómicamente diferentes de las DCC tempranas. Estos hallazgos están totalmente 
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respaldados por el estudio de secuenciación más grande que compara tumores primarios y metástasis equivalentes 
de varios cánceres (Brastianos (2015) Cancer discovery). En los 86 casos (incluido el melanoma), los tumores 
primarios y las metástasis diferían en gran medida y habían adquirido mutaciones privadas tanto en los lugares 
primarios como en los distantes. No se encontró ningún ejemplo en el que el clon fundador de la metástasis pudiera 
identificarse dentro del tumor primario, como se esperaría de la progresión lineal. Otro estudio, confinado al melanoma, 5
también respalda la evolución de la ramificación, sin embargo, postularon ("dedujeron") mutaciones ancestrales que 
no se secuenciaron en la lesión primaria en un intento de rescatar el modelo de diseminación tardía (Sanborn (2015) 
PNAS 112, 10995-11000). Cabe señalar que los modelos matemáticos para la filogenia del cáncer aplican el "supuesto 
de lugares infinitos" (Deshwar (2015) Genome biology 16, 35; Jiao (2014) BMC bioinformatics 15, 35; Strino (2013) 
Nucleic acid research 41, e165) que afirma que cada mutación se genera como máximo una vez (Ma (2008) PNAS 10
105, 14254-14261). Sin embargo, esta suposición no está justificada en el cáncer, a diferencia de su aplicación original 
a la evolución del genoma de las especies (Ma (2008) PNAS 105, 14254-14261), porque, por ejemplo, los melanomas 
de pacientes sin parentesco convergen en la mutación clásica BRAF-V660E en el 40 % de los casos. Por lo tanto, no 
es razonable excluir a priori que dos clones del mismo cáncer adquieren la mutación V600E de BRAF de forma 
independiente. El análisis de células sueltas presentado en el presente documento indica que los modelos actuales 15
de evolución de ramificaciones, como se deduce de los estudios de secuenciación de tumores en masa, subestiman 
la complejidad de la evolución del cáncer porque se basan en el modelo de lugares infinitos.

Las mutaciones de BRAF se encuentran en DCC en formación de colonias en los ganglios linfáticos centinela, pero 
rara vez antes. Aunque los nevos benignos albergan células mutantes de BRAF en un 70-88 % (Pollock (2003) Nature 20
genetics 33, 19-20; Shain (2015) The New England Journal of Medicine 373, 1926-1936), no está claro si las 
mutaciones de BRAF (o generalmente mutaciones de la vía de MAPK) inician el melanoma y se transmiten linealmente. 
Varias razones argumentan en contra de este escenario para muchos melanomas. En primer lugar, los tumores 
primarios muestran tasas generalmente más bajas de mutaciones de BRAF que los nevos benignos (40 % frente a 
80 %, (Platz (2008) Molecular oncology 1, 395-405; Pollock (2003) Nature genetics 33, 19-20), que indica diferentes 25
vías de malignidad; en segundo lugar, entre el 0 y 10 % de los melanomas in situ y en fase de crecimiento radial 
temprano (RGP, por sus siglas en inglés) albergan mutaciones de BRAF (Dong (2003) Cancer research 63, 3883-
3885; Verlinden (2014) Medicine 93, e285). Una tasa más alta de mutaciones de BRAF en tales lesiones solamente 
se observa en estudios que utilizan muestras con melanoma avanzado cercano (Omholt (2003) Clinical Cancer 
Research: an official journal of the American Association for Cancer Research 9, 6483-6488; Shain (2015) The New 30
England Journal of Medicine 373, 1926-1936), pero no cuando los melanomas in situ se resecaron antes del 
crecimiento invasivo (Dong (2003) Cancer research 63, 3883-3885; Verlinden (2014) Medicine 93, e285), lo que 
sugiere que la contaminación puede haberse producido en el primero. En cuarto lugar, entre pacientes con DCC de 
melanoma mutante de BRAF, fácilmente se podrían identificar células cancerosas sin esta mutación, refutando la 
clonalidad total para esta alteración también en las lesiones primarias.35

Los hallazgos genéticos presentados en el presente documento son coherentes con los datos del paciente, lo que 
sugiere que la diseminación se produce con frecuencia al comienzo de la VGP (0,04-0,75 mm de profundidad). Cuando 
los melanomas en VGP se expanden en la dermis (es decir, se vuelven tumorigénicos), con frecuencia adquieren 
mutaciones de BRAF (Dong (2003) Cancer research 63, 3883-3885; Verlinden (2014) Medicine 93, e285) y aumentan 40
su tasa de proliferación, con frecuencias de Ki-67 de > 20 % que es un marcador de mal resultado (Gimotty (2005) 
Journal of Clinical oncology: official journal of the American Society of Clinical Oncology 23, 8048-8056). Las DCC en 
SLN y posiblemente otros lugares metastásicos recapitulan este proceso durante la colonización. Los datos genéticos 
presentados en el presente documento y el modelo de progresión matemática indican que después de la adquisición 
de un fenotipo proliferativo, la diseminación se vuelve cada vez más improbable. Las tasas de riesgos instantáneos 45
de diseminación disminuyeron con el aumento del espesor tumoral y las mutaciones de BRAF y NRAS en tumores 
primarios rara vez se compartían por DCC equivalentes, indicando que los clones mutantes de BRAF/NRAS eran 
menos propensos a metastatizar. En conjunto, la diseminación de lesiones tempranas, los datos publicados de 
mutaciones de BRAF en la progresión de melanomas primarios y la selección de alteraciones específicas durante la 
colonización de los ganglios linfáticos son coherentes con un modelo de un pasaje en gran parte paralelo a través del 50
"Vogelgram" (Fearon (1990) Cell 61, 759-767) de células de melanoma en los lugares primario y secundario (figura 7). 
Es tentador especular que las células de melanoma reciben señales para diseminarse desde el compartimento 
estromal cuando invaden la dermis (figura 7) y continúan evolucionando después de alojarse en lugares distantes. 
Finalmente, la disparidad inicial entre los tumores primarios y las DCC con respecto a mutaciones de BRAF además 
de la fuerte ventaja selectiva que las mutaciones otorgan durante la formación de colonias, explica tanto la disparidad 55
observada para mutaciones de BRAF entre tumores primarios y metástasis en el estudio de los presentes inventores 
y en otros estudios (Colombino (2012) Journal of Clinical Oncology: official journal of the American Society of Clinical 
Oncology 30, 2522-2529; Saint-Jean (2013) J Invest Dermatol; Yancovitz (2012) PloS one 7, e29336; Verlinden (2014) 
Medicine 93, e285), así como el aumento de la frecuencia de mutaciones de BRAF en metástasis en comparación con 
melanomas en RGP tempranos.60

Queda por explorar con más detalle por qué el estadio T alto es un factor de riesgo en el melanoma. La correlación 
entre el espesor tumoral y la colonización (a diferencia de la diseminación) puede reflejar la anticipación diagnóstica 
(las DCC en pacientes con melanomas gruesos tuvieron más tiempo para crecer dentro del ganglio que las DCC de 
melanomas delgados) o sugerir que los tumores primarios facilitan la colonización por factores secretados (Peinado 65
(2012) Nature medicine 18, 883-891). Dichos factores pueden actuar de una manera dependiente de la dosis, ya sea 
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directamente sobre las DCC o indirectamente alterando el microambiente local o sistémicamente. El hecho de que los 
melanomas T1 se curan principalmente mediante cirugía (Balch (2009) Journal of Clinical Oncology: official journal of 
the American Society of Clinical Oncology 27, 6199-6206) apoya firmemente los factores estimulantes de la 
proliferación secretados más abundantemente por los melanomas gruesos, que después promueven la adquisición de 
cambios genéticos necesarios para la formación de colonias. La prueba formal de este escenario requeriría sistemas 5
modelo que permitan la progresión genómica in vitro de células cancerosas inmaduras a maduras desencadenada por 
factores de apoyo. Estos modelos no están disponibles actualmente. La progresión sin estimulación y 
consecuentemente lenta in vivo a lo largo de los años, como se observa en algunos pacientes, puede explicar las 
recurrencias tardías (Ossowski (2010) Pigment cell & melanoma research 23, 41-56) y argumentar, al menos 
parcialmente, un efecto de anticipación diagnóstica.10

La falta de señales de apoyo adecuadas del tumor primario puede explicar por qué el estudio no pudo observar el 
injerto de células precolonizadoras en ratones NSG. Las DCC precolonizadoras rara vez prosperan, ya sea en ratones 
o en seres humanos después de la extirpación temprana del melanoma. Por otro lado, las DCC colonizadoras se 
injertaron en aproximadamente el 60 % de los casos, que es acorde con la tasa de injerto informada de 16 % -75 % 15
para células tumorales de melanomas primarios (Boiko (2010) Nature 466, 133-137; Quintana (2008) Nature 456, 593-
598). Las DCC generalmente necesitaban entre 20 y 50 semanas para formar xenoinjertos, que es mucho más largo 
de lo que las células de la línea celular o las células de tumores primarios tardaron en hacerlo (Quintana (2008) Nature 
456, 593-598}. Esto sugiere que existen diferencias adicionales, incluidas las no genéticas, entre las células de 
tumores primarios y las DCC con capacidad de colonización recién adquirida.20

Los hallazgos presentados en el presente documento tienen implicaciones para la creación de terapias adyuvantes. 
En primer lugar, aunque el enfoque clásico ha sido determinar las características moleculares de las células 
cancerosas avanzadas (por ejemplo, comparando los estadios de T bajo y alto) y después dirigirse a las alteraciones 
asociadas a la progresión, esto puede ser ajeno a la enfermedad sistémica temprana y, por lo tanto, improductivo en 25
el mejor de los casos. En cambio, puede resultar oportuno de manera importante determinar si las células cancerosas 
propagadas sistémicamente ya han formado colonias. En caso afirmativo, existe una mayor probabilidad de que las 
alteraciones genéticas que apoyan la formación de colonias se compartan con los tumores primarios y puedan usarse 
como diana. En segundo lugar, es posible que se requieran nuevos fármacos para erradicar la diseminación 
metastásica antes de la colonización, ya que las DCC precolonizadoras carecen de dianas farmacológicas típicas. 30
Finalmente, la evolución molecular necesita herramientas novedosas para monitorizar la actividad de la enfermedad 
latente. Como se observaron alteraciones asociadas a la colonización en las DCC en todos menos uno de los nueve 
pacientes que fallecieron de melanoma durante el seguimiento, el diagnóstico de este distintivo de colonización antes 
de la manifestación de la metástasis puede presentar nuevas oportunidades para la selección y la programación de la 
terapia adyuvante. La administración de agentes dirigidos a BRAF mutante en pacientes que carecen de BRAF35
mutante no solo carece de beneficio, sino que podría estimular la vía de MAPK para promover el crecimiento tumoral 
(Poulikakos (2010) Nature 464, 427-430). Por lo tanto, el riesgo de promoción no deseada de la enfermedad en 
pacientes con tumores primarios con mutantes de BRAF, pero con DCC de tipo silvestre en pacientes en estadio IIC 
y estadio III podrían ser más altas de lo que se pensaba anteriormente. Por otro lado, dada la importancia 
recientemente apreciada de la diversidad de neoantígenos para el éxito de las terapias de bloqueo de puntos de control 40
inmunitario (Snyder (2014) The New England journal of medicine 371, 2189-2199), la evolución continua de las DCC 
sostiene que la identificación de estas mutaciones y antígenos en DCC es imperativo para permitir y prevenir 
metástasis letales.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la estadificación y/o tipificación de una enfermedad cancerosa, comprendiendo dicho método las 
siguientes etapas:
(a) detectar alteraciones somáticas del ADN de una o más células cancerosas diseminadas (DCC) obtenidas de uno 5

o más ganglios linfáticos; y
(b) determinar la evolución somática de la una o más DCC, basándose en las una o más alteraciones somáticas 

detectadas en la etapa (a),
en donde la evolución somática de la una o más DCC es indicativa del estadio/tipo de la enfermedad cancerosa y en 
donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.10

2. Una composición farmacéutica para su uso en el tratamiento de una enfermedad cancerosa en un sujeto, en donde 
el tratamiento se inicia, continua o interrumpe según el estadio/tipo de dicha enfermedad cancerosa, en donde dicho 
estadio/tipo de dicha enfermedad cancerosa se determina:
(a) detectando alteraciones somáticas en el ADN de una o más DCC obtenidas de uno o más ganglios linfáticos de15

un sujeto;
(b) determinando la evolución somática de la una o más DCC basándose en la una o más alteraciones somáticas 

detectadas en la etapa (a); y
(c) determinando el estadio/tipo de la enfermedad cancerosa en función de la evolución somática de la una o más 

DCC determinada en la etapa (b),20
en donde la enfermedad cancerosa es un melanoma.

3. El método de la reivindicación 1, o la composición farmacéutica de la reivindicación 2, en donde la una o más DCC 
se obtienen de un ganglio linfático centinela.

25
4. El método de las reivindicaciones 1 o 3, o la composición farmacéutica de las reivindicaciones 2 o 3, que comprende 
además la determinación de la densidad de DCC (DCCD), en donde la DCCD es el número de DCC por millón de 
células en el ganglio linfático utilizado para obtener las DCC, en donde la DCCD es indicativa del estadio/tipo de la 
enfermedad cancerosa.

30
5. El método de la reivindicación 4, o la composición farmacéutica de la reivindicación 4, en donde una DCCD de más 
de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 indica la aparición de metástasis.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-5, o la composición farmacéutica de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2-5, en donde las alteraciones somáticas comprenden al menos una de las alteraciones somáticas 35
seleccionadas del grupo que consiste en una mutación de BRAF, una pérdida del cromosoma 9p11-13, una pérdida 
del cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 y una mutación de NRAS.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-6, o la composición farmacéutica de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2-6, en donde una mutación de BRAF, una pérdida del cromosoma 9p11-13, una pérdida del 40
cromosoma 9p21-24, una ganancia del cromosoma 7q21-36 y/o una mutación de NRAS indica que la una o más DCC 
progresarán a metástasis.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3-7 o la composición farmacéutica de una cualquiera de las 
reivindicaciones 2-7, en donde la etapa (a) comprende además evaluar la proliferación de la una o más DCC, en donde 45
una proliferación aumentada de la una o más DCC indica que la una o más DCC progresarán a metástasis.
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