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Métodos y combinaciones de pruebas para detectar me  lanoma
Descripcion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] EI melanoma es un problema clinico importante. La incidencia y la mortalidad del melanoma se ha
aumentando mas rapidamente que cualquier otra malignidad salvo el cancer de pulmén en mujeres. La patologia es
el estandar de oro para establecer el diagnostico de melanoma. Aunque muchos casos pueden clasificarse
confiablemente con los criterios patoldgicos actuales, hay un subconjunto significativo de casos en los que no se
puede llegar a un consenso, incluso entre los expertos patologos. El efecto de la ambigliedad sobre la practica
clinica estandar se ilustra en un estudio reciente de los Paises Bajos. Un panel de expertos examiné 1069 lesiones
melanociticas consecutivas que habian sido sometidas a revisién por patdlogos clinicos para identificar los
problemas diagnésticos mas comunes. En el 14% (22/158) de los casos que habian sido inicialmente clasificados
como melanoma invasivo, el panel consideré benignas las lesiones y en el 16,6% (85/513) el panel consider6d
maligno lo que habia sido diagnosticado como benigno (Veenhuizen et al., J. Pathol, 182: 266 - 72, 1997).

[0002] La ambigliedad de diagndstico tiene consecuencias adversas significativas para los pacientes. La
clasificacion errénea de un melanoma como benigno puede ser fatal y diagnosticar una lesién benigna como maligna
puede resultar en una morbilidad significativa. La practica médica actual con casos equivocos suele considerarse
como malignos. Sin embargo, la morbilidad de las opciones terapéuticas - reexcision amplia, biopsia de ganglio
linfatico centinela y adyuvante alfa-interferén - junto con la incertidumbre diagnéstica con frecuencia lleva a seguir un
régimen de tratamiento menos agresivo. Tipicamente, esto incluye una reexcision limitada y un seguimiento clinico
estrecho. Asi, los pacientes con lesiones benignas sufren los efectos secundarios de una cirugia todavia significativa
y la tensién emocional del diagnéstico, mientras que los pacientes que de hecho tienen un melanoma pueden no
recibir el tratamiento optimo. Actualmente no existe un método para resolver definitivamente estas ambigiiedades.
Una prueba diagnéstica que podria reducir estas incertidumbres tendria un impacto clinico positivo significativo. Esta
invencion satisface esta necesidad.

[0003] Estudios anteriores han demostrado que los melanomas difieren de nevos por la presencia de frecuentes
ganancias o pérdidas de regiones cromosémicas particulares. La hibridacién genémica comparativa (CGH) de
melanomas primarios ha identificado pérdidas a 6q, 8p, 9p y 10q y las ganancias en 1q, 6p, cromosoma 7, 8q, 17q 'y
20q son los cambios méas comunes en el niumero de copias de ADN en melanoma (Bastian Et al., Am J Pathol., 163:
1765 - 70, 2003). Sin embargo, tales estudios no proporcionan informacién sobre una combinaciéon de sondas que
tengan un alto nivel de sensibilidad y especificidad para detectar selectivamente melanoma. La presente invencion
se basa en una evaluacién de la capacidad de las combinaciones de sondas utilizando una prueba de hibridacién
fluorescente multicolor in situ (FISH) para detectar cambios en el niUmero de copias de las regiones cromosomicas
encontradas comunmente para ser aberrante en melanoma.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] La presente invencion se basa en el descubrimiento de combinaciones de sondas que proporcionan una
deteccién altamente sensible y especifica de melanoma y por lo tanto se puede distinguir el melanoma maligno de
las lesiones melanaociticas benignas. Los métodos para la deteccion de melanoma comprenden la evaluacion de una
muestra biol6gica de una lesion melanocitica, tipicamente por hibridacién in situ, utilizando un conjunto de al menos
cuatro sondas. Las sondas Utiles para detectar el melanoma descrito en la presente invencion pueden seleccionarse
de entre las siguientes: una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda enumeradora de cromosoma 7, una
sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda enumeradora de
cromosoma 10, una sonda que se dirige a la regiébn cromosémica 17q, una sonda que se dirige a la regién
cromosomica 6p, una sonda que se dirige a la region cromos6mica 9p, una sonda que se dirige a la regién
cromosémica 8p, una sonda que se dirige a la region cromosémica 8q, una sonda que se dirige a la region
cromosémica 1g, una sonda que apunta a la regién cromosomica 7¢, una sonda que apunta a la regién
cromosoémica 20q y una sonda que se dirige a la regiébn cromosémica 11g. Un grupo de sondas de la presente
invencién comprende sondas para regiones cromosomicas 6p, 6q, 11q y una sonda enumeradora cromosémica en
el cromosoma 6. A menudo, el conjunto Util de la sonda comprende al menos una sonda a una subregién
cromosémica, p.ej., 6p25, 6923, 0 11q13.

[0005] En un aspecto, la invencion proporciona una combinacion de sondas que comprenden al menos cuatro
sondas, en la que dicha combinacién de sondas comprende una sonda enumeradora de cromosoma 6, sonda que a
la regién cromosomica 6p, una sonda que se dirige a la region cromosémica 6q y una sonda que se dirige
cromosoma region 11q, en donde la combinacién de al menos cuatro sondas tiene una diferencia de valor ideal
(DFI) de menos de 0,29 para el melanoma, en el que DFI se calcula como [(1-sensibilidad)? + (1-especificidad)?]'/2.
La invencion también proporciona un método para detectar la presencia de células de melanoma en una muestra
biologica de un paciente, comprendiendo el método:

a) poner en contacto la muestra con una combinacién de al menos cuatro sondas, en la que dicha combinacién
de sondas comprende una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la region del
cromosoma 6p (p.ej., 6p25), una sonda que se dirige a region del cromosoma 6q (p.€j., 6g23), y una sonda que
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se dirige a la region del cromosoma 11q (p.ej., 11913)

b) incubar cada sonda de la combinacion con la muestra en condiciones en las que cada sonda se une
selectivamente con una secuencia polinucleotidica en su cromosoma diana o regiéon cromosémica para formar un
complejo de hibridacion estable; y

c) detectar el patron de hibridacion de la combinacién de sondas, en la que un patrén de hibridacion que muestra
al menos una ganancia o pérdida o desequilibrio en una regién cromosémica dirigida por las sondas es indicativa
de melanoma. La combinacién de sondas tiene una diferencia del valor ideal (DFI) de menos de 0,29.

[0006] En algunas realizaciones. Los valores de DFI son aproximadamente 0,20 o menos. Las combinaciones de
sondas para uso en los métodos de la descripcion incluyen combinaciones de 2, 3 y 4 sondas enumeradas en la
Tabla 6 que tienen un valor DFI de aproximadamente 0,29 o menos.

[0007] A menudo, una de las sondas en la combinacion de sondas es una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 6p25. En algunas realizaciones, una combinacion de sondas comprende una sonda que se dirige a la
subregion 6p25 de cromosomas y una segunda sonda seleccionada del grupo que consiste en una sonda que
apunta a la subregiéon 1113 y una sonda que se dirige a la subregion 623 de cromosomas.

[0008] Los métodos de la descripcion también pueden emplear un conjunto de sonda que tiene tres sondas
seleccionadas del grupo que consiste de una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda enumeradora de
cromosoma 10, una sonda que se dirige a la region del cromosoma 6p (p.ej., 6p25 ), una sonda que se dirige a
region del cromosoma 6q (p.ej., 6g23), una sonda que se dirige a la region del cromosoma 7q (p.ej., 7q34), una
sonda que se dirige a la regién del cromosoma 11q (p.ej., 11q13), una sonda que se dirige a la region del
cromosoma 17q (p.ej., 17g25), una sonda que se dirige a la region del cromosoma 1q (p.€j., 1g31), y una sonda que
se dirige a la region del cromosoma 20q (p.€j., 20g13). En algunas realizaciones de la descripcion, una de las tres
sondas en la combinacién de tres sondas se dirige a la subregion del cromosoma 6p25. De este modo, una
combinacién de tres sondas para detectar melanoma se selecciona a menudo del grupo de:

a) una sonda que se dirige a las subregiones cromosomicas 6p25, una sonda que se dirige a la subregién 6923
del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 6;

b) una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 1g31 y una sonda que apunta a la subregion cromosémica 17925;

¢) una sonda que se dirige a la subregién 6p25 del cromosoma, una sonda que se dirige a la subregién 11q13
del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

d) una sonda que apunta a la subregion cromosomica 6p25, una sonda que apunta a la subregién 11913 del
cromosoma y una sonda que se dirige a la subregién cromosémica 17q25;

e) una sonda que se dirige a la subregidon cromosomica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 17925 ya una sonda enumeradora del cromosoma 10;

f) una sonda que se dirige a la subregion 6p25 del cromosoma, una sonda que se dirige a la subregién
cromosémica 1931 y a una sonda enumeradora del cromosoma 10;

g) una sonda que se dirige a la subregidon cromosomica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 1g31 y una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 11q13;

h) una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 1g31, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 11g13 y una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 17g25;

i) una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion 7g34 del
cromosoma y una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 17925;

j) una sonda que se dirige a la subregién cromosémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 20g13 y una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 17g25;

k) una sonda que se dirige a la subregién cromosémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosémica 20913 y una sonda que se dirige a la subregion cromosomica 11q13;

I) una sonda que se dirige a la subregiébn cromosdémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosémica 20913 y una sonda que se dirige a la subregiéon cromosdmica 6q23;

m) una sonda que se dirige a la subregion 6p25 del cromosoma, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 11g13 y a una sonda enumeradora del cromosoma 10;

n) una sonda que se dirige a la subregién cromosémica 6p25, una sonda que se dirige a la subregién 7q34 del
3
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cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10; y

0) una sonda que se dirige a la subregidon cromosomica 6p25, una sonda que se dirige a la subregion
cromosomica 20g13 y a una sonda enumeradora del cromosoma 10.

[0009] En algunas realizaciones de la invencién, una combinaciéon de al menos cuatro sondas se pueden utilizar
para detectar melanoma, donde las sondas se seleccionan del grupo que consiste de una sonda enumeradora de
cromosoma 6, una sonda que se dirige a la region del cromosoma 6p (e.. g, 6p25), una sonda que se dirige a regién
del cromosoma 6q (p.gj., 6g23) y una sonda que se dirige a la regién del cromosoma 11q (p.ej., 11g13). En algunas
realizaciones, una de las cuatro sondas en la combinacion se dirige a la subregién de cromosomas 6p25. De este
modo, una combinacion de cuatro sondas para uso en la deteccién de melanoma puede comprender una sonda a
las subregiones cromosémicas 6p25; Una sonda a la subregion cromosémica 623, una sonda a la subregion
cromosomica 11q13 y una sonda enumeradora del cromosoma 6. También se describe aqui una combinacion de
cuatro sondas para uso en la deteccién de melanoma seleccionado del siguiente grupo:

a) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25; una sonda a la subregiéon cromosdmica 623, una sonda
enumeradora del cromosoma 6 y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

b) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25; una sonda a la subregiéon cromosémica 1g31, una sonda a
la subregién cromosémica 11g13, y una sonda a la subregion cromosomica 17q25;

¢) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25; una sonda de la subregiéon cromosémica 623, una sonda
de la subregion cromosémica 1113 y una sonda enumeradora del cromosoma 10; y

d) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25; una sonda a la subregion 6g23 del cromosoma, una sonda
a la subregion cromosomica 131 y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

e) una sonda a las subregiones cromosomicas 6p25, una sonda a la subregién cromosémica 1q31, una sonda a
la subregién 17925 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

f) una sonda a las subregiones cromos6micas 6p25, una sonda a la subregién 17925 del cromosoma, una sonda
a la subregién 6923 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 6;

g) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregiéon cromosémica 20q13, una sonda a
la subregiéon 6g23 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 6;

h) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregién 7q34 del cromosoma, una sonda
a la subregion 6923 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 6;

i) una sonda a las subregiones cromosdmicas 6p25, una sonda a la subregién 7q34 del cromosoma, una sonda a
la subregién cromosémica 1931, y una sonda a la subregiéon cromosdmica 17q25;

j) una sonda a las subregiones cromos6micas 6p25, una sonda a la subregion cromosomica 20q13, una sonda a
la subregién cromosémica 1931 y una sonda a la subregién cromosémica 17q25;

k) una sonda a las subregiones cromosomicas 6p25, una sonda a la subregion 7q34 del cromosoma, una sonda
a la subregion 6923 del cromosoma y una sonda a la subregiéon 17925 del cromosoma;

I) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion cromosémica 20q13, una sonda a
la subregién cromos6mica 6923, y una sonda a la subregion cromosomica 17g25;

m) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion 7g34 del cromosoma, una sonda
a la subregién 11q13 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

n) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregiéon cromos6émica 20q13, una sonda a
la subregién 11913 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

0) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion 7q34 del cromosoma, una sonda
a la subregion 17925 del cromosoma y una sonda a la subregion 11q13 del cromosoma;

p) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion cromosémica 20g13, una sonda a
la subregién cromosémica 1725 y una sonda a la subregion cromosémica 11q13;

g) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion 7q34 del cromosoma, una sonda
a la subregién 17925 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

r) una sonda a las subregiones cromos6micas 6p25, una sonda a la subregién cromosémica 20g13, una sonda a
la subregién cromosémica 17925 y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

s) una sonda a las subregiones cromosdmicas 6p25, una sonda a la subregién 7q34 de los cromosomas, una
sonda a la subregion cromosémica 20913 y una sonda a la subregién cromosémica 17q25;

t) una sonda a las subregiones cromosomicas 6p25, una sonda a la subregion 6g23 del cromosoma, una sonda a
la subregiéon 17925 del cromosoma y una sonda enumeradora del cromosoma 10;

u) una sonda a las subregiones cromosémicas 6p25, una sonda a la subregion cromosémica 17925, una sonda a
la subregién cromosémica 11g13 y una sonda enumeradora del cromosoma 10; y

v) una sonda a la subregién 17925 del cromosoma, una sonda a la subregion 7q34 del cromosoma, una sonda a
la subregién cromosémica 6g23, y una sonda enumeradora del cromosoma 6.

[0010] Combinaciones de sonda no se limitan a las que comprenden sondas que se dirigen a las subregiones a
modo de ejemplo, supra. Se puede usar cualquier sonda que se dirija a la regién cromosémica de interés.

[0011] En formas de realizacion tipicas, los métodos de deteccion de melanoma de la invencién emplean una
muestra de piel, tal como una muestra de biopsia de la piel. En algunas realizaciones, la muestra biologica puede
ser una muestra fijada en formalina, embebida en parafina. La muestra biolégica se hibrida en condiciones en las
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que los miembros del conjunto de sondas se hibridan selectivamente al cromosoma o regién o subregién
cromosoémica diana. Las sondas a menudo se marcan con etiquetas fluorescentes. En algunas realizaciones, la
hibridacion del conjunto de sonda se lleva a cabo al mismo tiempo, es decir, las sondas se hibridan al mismo tiempo
para la misma muestra. El patron de hibridacién del conjunto de sondas se eval(ia para determinar si las células de
melanoma maligno estan presentes en la lesion.

[0012] La invencion también proporciona combinaciones de sondas (combinaciones de cuatro sondas) para el
diagnostico de melanoma y kits que contienen tales combinaciones de sondas. Las sondas que son miembros de las
combinaciones incluyen una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la region del
cromosoma 6p (p.ej., 6p25), una sonda que se dirige a la region del cromosoma 6q (p.ej., 6g23) y una sonda que se
dirige a la region del cromosoma 11q (p.€j., 11g13). Una combinaciéon de sondas de la invencion tiene un valor de
DFl inferior a 0,29 para el melanoma.

[0013] A menudo, la combinacion de sondas tiene DFI de menos de aproximadamente 0,2. Un conjunto de sondas
de la invencion es, por lo tanto, cualquiera de las combinaciones de cuatro sondas especificadas especificamente
anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0014]

Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran el analisis de los datos de melanoma CGH para la sensibilidad de loci
individuales para detectar melanoma. Las parcelas muestran todo el genoma desde el brazo p del cromosoma 1
al brazo g del cromosoma 22 almacenado por la posicion de la banda cromosémica a lo largo del eje x. El eje
muestra la especificidad. La Figura 1A muestra la sensibilidad para las pérdidas de nimero de copias de ADN.
La Figura 1B muestra la sensibilidad para las ganancias de las pérdidas de nimero de copias de ADN. La Figura
1C muestra la sensibilidad para las amplificaciones del nUmero de copias de ADN.

Las figuras 2A, 2B y 2C proporcionan curvas ROC ejemplares para varias combinaciones de sondas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0015] Los términos "melanoma” o "melanoma cutaneo" o "melanoma maligno” se refieren a neoplasias malignas de
los melanocitos, que son las células de pigmento presentes normalmente en la epidermis, en las estructuras anexas
incluyendo los foliculos pilosos, y algunas veces en la dermis, asi como sitios extracutaneos tales como la mucosa,
meninx, conjuctiva y uvea. Existen al menos cuatro tipos de melanoma cutaneo: melanoma lentigo maligno,
melanoma superficial de extension (SSM), melanoma nodular y melanoma acral lentiginoso (AM). EI melanoma
cutaneo comienza tipicamente como una proliferacién de los melanocitos individuales, p.ej., en la union de la
epidermis y la dermis. Las células crecen primero de forma horizontal y establecen un area de la piel que puede
variar de unos pocos milimetros a varios centimetros. Como se ha indicado anteriormente, en la mayoria de los
casos los melanocitos transformados producen cantidades crecientes de pigmento de manera que el area afectada
puede ser facilmente vista por el clinico.

[0016] El término "lesion de melanociticos" se refiere a una acumulacion de melanocitos que puede someterse a un
curso benigno, localmente agresivo, o maligno. La "lesibn melanocitica" abarca tanto neoplasias melanociticas
benignas, tales como "nevos" y "lentigos" y "melanocitomas”; neoplasmas melanociticos malignos, y "melanoma" y
"nevo azul maligno".

[0017] Los términos "tumor" o "cancer" en un animal se refiere a la presencia de células que poseen caracteristicas
tales como el crecimiento o la morfologia atipica, incluyendo la proliferacion incontrolada, inmortalidad, potencial
metastasico, rapido crecimiento y velocidad de proliferacion, y ciertas caracteristicas morfologicas caracteristicas. A
menudo, las células cancerosas estaran en la forma de un tumor, pero estas células pueden existir solas dentro de
un animal. "Tumor" incluye tanto neoplasmas benignos como malignos. El término "neoplasico” se refiere tanto al
crecimiento atipico benigno como maligno.

[0018] Los términos "hibridar especificamente con", "hibridacién especifica”, y "hibridar selectivamente a", como se
usa en este documento se refieren a la unién, formacion de duplex o hibridaciéon de una molécula de acido nucleico
preferentemente a una secuencia de nucledtidos particular en condiciones rigurosas. El término "condiciones
rigurosas” se refiere a condiciones bajo las cuales una sonda hibridara preferentemente a su subsecuencia diana, y
en menor grado a, o no, a otras secuencias. Una "hibridaciéon rigurosa" y "condiciones de lavado rigurosas de
hibridacion" en el contexto de la hibridacién de acidos nucleicos (p.ej., como en ensayo, hibridaciones Southern o
Northern) son dependientes de secuencia y son diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Una guia
extensiva para la hibridacién de acidos nucleicos se encuentra en, p.ej., Tijssen (1993) Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology -- Hybridization with Nucleic Acid Probes parte |, cap. 2, "Overview of principles
of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays," Elsevier, NY ("Tijssen"). Generalmente, la hibridacién
y las condiciones de lavado se seleccionan para ser aproximadamente 5°C mas bajas que el punto de fusién térmico
(Tm) para la secuencia especifica a una fuerza ionica y pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo una fuerza i6nica
y pH definidos) a la que 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente coincidente. Condiciones
muy rigurosas se seleccionan para que sean igual a Tm para una sonda particular. Un ejemplo de condiciones de
hibridacién rigurosas para la hibridacion de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de 100 residuos
complementarios en una matriz o en un filtro en una transferencia Southern o Northern es 42°C usando soluciones
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de hibridacion estandar (véase, p.ej., Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32
edicion) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, Nueva York, y discusion detallada, mas
adelante).

[0019] EI término "acido nucleico” tal como se utiliza aqui se refiere a un desoxirribonucleétido o ribonucledtido en
forma mono- o bicatenaria. El término abarca acidos nucleicos, es decir, oligonucleétidos, que contienen analogos
conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares o mejoradas, para los propdsitos
deseados, como el acido nucleico de referencia. El término también incluye acidos nucleicos que son metabolizados
de una manera similar a los nucledtidos naturales o a velocidades que se mejoran para los fines deseados. El
término abarca también estructuras de acido nucleico con estructuras sintéticas. Los analogos del esqueleto de ADN
proporcionados por la invencion incluyen fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonato, fosforamidato,
fosfotriéster de alquilo, sulfamato, 3'-tioacetal, metileno (metilimino), 3'-N-carbamato, carbamato de morfolino y
acidos nucleicos de péptidos PNAs); Véase Oligonucleotides and Analogues, a Practical Approach, editado por F.
Eckstein, IRL Press en Oxford University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the New York Academy of
Sciences, Volumen 600, Eds. Baserga y Denhardt (NYAS 1992); Milligan (1993) J. Med. Chem. 36: 1923 - 1937;
Antisense Research and Applications (1993, CRC Press). Los PNAs contienen columnas no idnicas, tales como
unidades de glicina N-(2-aminoetilo). Los enlaces de fosforotioato se describen en el documento WO 97/03211; WO
96/39154; Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144: 189-197. Otras cadenas principales sintéticas abarcadas por
el término incluyen enlaces metilfosfonato o enlaces alternantes de metilfosfonato y fosfodiéster (Strauss-Soukup
(1997) Biochemistry 36: 8692-8698), y enlaces de bencilofosfonatos (Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug
Dev 6: 153-156). El término acido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc, ARNm, cebador oligonucleotidico,
sonda y producto de amplificacion.

[0020] EI término "muestra biolégica" o "muestra” se entiende que significa una muestra obtenida de un paciente
sospechoso de tener o que tiene melanoma. Tipicamente, la muestra comprende una biopsia de piel embebida en
parafina fijada con formalina de una region corporal sospechosa de contener células de melanoma. Ademas de los
pacientes sospechosos de tener melanoma, la muestra bioldgica puede derivar ademas de un sujeto que ha sido
diagnosticado con melanoma para confirmar el diagnostico o establecer que todo el tumor se retird ("margen claro").
Ademas, la muestra bioldgica puede derivarse de tejido no cutaneo tal como nédulos linfaticos para establecer si
cualquier melanocito presente en este tejido representa melanoma o nevo. La muestra biolégica puede derivarse de
un sujeto con un diagndstico ambiguo para aclarar el diagnostico. La muestra puede derivarse de un "punzén”,
"afeitado", curetaje, aspiracion con aguja fina, ganglio linfatico centinela o biopsia excisional u otra excision de la
region incluyendo la lesidon sospechosa o periférica a la lesion sospechada o conocida para establecer un margen
claro.

Introduccion

[0021] La presente invencion se basa, en parte, en la identificacion de conjuntos de sonda cromosomica altamente
sensibles y especificos que se pueden utilizar para detectar selectivamente el melanoma. Los conjuntos de sondas
proporcionan mayor sensibilidad y especificidad que las sondas individuales. La invencion proporciona asi métodos
y composiciones para el uso de tales conjuntos de sondas. Las sondas abarcan sondas especificas de locus asi
como sondas de enumeracion de cromosomas, que tipicamente se hibridan a regiones centroméricas.

Sondas cromosomicas

[0022] Las sondas para uso en la invencion se utilizan para la hibridacién a los acidos nucleicos que estan presentes
en muestras biolégicas de pacientes que tienen un tumor melanocitico para el que existe un cierto grado de
sospecha de que podria ser melanoma. La hibridacién in situ se emplea habitualmente en los métodos de la
invencion. En realizaciones tipicas, las sondas estan marcadas con marcadores fluorescentes.

[0023] Una "sonda cromosémica" o "composicion de la sonda cromosémica” se refiere a uno o mas polinucleétidos
que especificamente hibridan con una region de un cromosoma. Las secuencias diana a las que puede unirse la
sonda varian en longitud, tipicamente desde aproximadamente 70.000 nucleétidos hasta aproximadamente 800.000
nucleétidos. Sondeos mas pequenios, por ejemplo, que hibridan con una region de menos de 100.000 nucleétidos; o
también a una regiéon de menos de 10.000 nucleétidos.

[0024] Una sonda en una regién cromosomica particular puede comprender multiples fragmentos de polinucleétido,
p.€j., que van en tamafio desde aproximadamente 50 a aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud.

Sonda de enumeracién cromosémica

[0025] Una sonda de enumeracion de cromosoma es cualquier sonda capaz de enumerar el ndmero de
cromosomas especificos en una célula. Una sonda de enumeracion de cromosomas tipicamente reconoce y se une
a una region cercana (denominada "peri-centromérica”) o en el centrémero de un cromosoma especifico,
tipicamente una secuencia de ADN repetitiva. El centromero de un cromosoma se considera tipicamente que
representa esa entidad cromosémica ya que el centrdmero se requiere para la segregacion fiel durante la division
celular. La supresion o amplificacion de una region cromosémica particular puede diferenciarse de la pérdida o
ganancia de todo el cromosoma (aneusomia), dentro de la cual reside normalmente, comparando el niumero de
sefiales FISH correspondientes al locus particular (nimero de copias) con el nimero de sefales para el centrémero
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correspondiente. Un método para realizar esta comparacion consiste en dividir el niamero de sefiales que
representan el lugar por el nUmero de sefiales que representan el centrémero. Las proporciones de menos de uno
indican pérdida o delecion relativa del locus, y relaciones mayores que una indican ganancia relativa o amplificacion
del locus. De manera similar, se puede hacer una comparacion entre dos loci diferentes en el mismo cromosoma,
por ejemplo en dos brazos diferentes del cromosoma, para indicar ganancias o pérdidas desequilibradas dentro del
cromosoma.

[0026] En lugar de una sonda centromérica de un cromosoma, un experto en la técnica reconocera que una sonda
de brazo cromosoémico alternativamente se puede usar para aproximar la pérdida cromosémica total o ganancia. Sin
embargo, tales sondas no son tan exactas al enumerar los cromosomas ya que la pérdida de sefales para tales
sondas puede no siempre indicar una pérdida de los cromosomas enteros. Ejemplos de sondas de enumeracion del
cromosoma incluyen sondas CEP® (p.ej., CEP® 12 y sondas X/Y) disponibles comercialmente de Abbott Molecular,
DesPlaines, IL (anteriormente Vysis, Inc., Downers Grove, IL).

[0027] Sondas enumeradoras de cromosoma y sondas especificas de locus que se dirigen a una region del
cromosoma o0 subregidon se pueden preparar faciimente por aquellos en la técnica o se pueden obtener
comercialmente, p.ej., de Abbott Molecular, Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR), o Cytocell (Oxfordshire, Reino
Unido). Tales sondas se preparan utilizando técnicas estandar. Las sondas cromosémicas pueden prepararse, por
ejemplo, a partir de acidos nucleicos proteicos, ADN humano clonado tales como plasmidos, cromosomas artificiales
bacterianos (BAC) y cromosomas artificiales P1 (PAC) que contienen insertos de secuencias de ADN humano. Una
region de interés puede obtenerse mediante amplificacion por PCR o clonacion. Alternativamente, las sondas
cromosomicas pueden prepararse sintéticamente.

Sondas especificas de locus

[0028] Las sondas que se pueden utilizar en la invencién incluyen sondas que se hibridan selectivamente a regiones
cromosomicas (p.ej., 1q, 6p, 6q, 7Q, 11q, 17q, y 20qg) o subregiones de las regiones cromosémicas (p.ej., 1923,
1931, 6p25, 60923, 7934, 11913, 1725 o 20g13). Tales sondas también se denominan sondas especificas de locus.
Las dianas de sondas especificas de locus comprenden preferiblemente al menos 100.000 nucleétidos. Una sonda
especifica de locus se une selectivamente a un locus especifico en una regién cromosémica que se sabe que
experimenta una ganancia o pérdida en el melanoma. Una sonda puede dirigirse a regiones codificantes o no
codificantes, o ambas, incluyendo exones, intrones y/o secuencias reguladoras, tales como secuencias promotoras y
similares.

[0029] Cuando se desea orientarse a un locus genético particular, se prefieren sondas que hibridan a lo largo de
toda la longitud del gen diana aunque no es necesario. Para las células de una muestra dada, con respecto a las de
un control, los incrementos o disminuciones en el nimero de sefiales para una sonda indican una ganancia o
pérdida, respectivamente, para la regién correspondiente. En algunas realizaciones, se puede disefiar una sonda
especifica de locus para hibridarse con un gen oncogén o supresor de tumores, cuya aberracion genética esta
correlacionada con melanoma. Las sondas especificas de locus pueden hibridar a loci en regiones cromosémicas
incluyendo, por ejemplo, 8924, 9p21, 17q y 20q13. Ejemplos de sondas especificas de locus que dirigen estas
regiones son sondas a C-MYC, P16, HER2 y ZNF217, respectivamente.

[0030] Las sondas para uso en la regién diana invencién sobre los brazos cromosémicos (también denominado en
este documento como una regién cromosomica) que se someten a la ganancia o pérdida en el melanoma, p.ej., 17q,
10q, 6p, 69, 19, 79, 11q y 20g. La ganancia o pérdida se puede determinar usando cualquier sonda que se dirige al
brazo del cromosoma de interés. A menudo, las sondas que se dirigen a las subregiones, p.ej., 1725, 10923, 6p25,
6023, 1923, 1931, 7934, 11913 o0 20q13, se emplean. En el contexto de esta invencion, las sondas a las subregiones
cromosomicas aqui indicadas son representativas del brazo cromosémico de interés. Ademas, las designaciones de
la subregion como se usan aqui incluyen la banda designada y tipicamente aproximadamente 10 megabases de
secuencia genémica a cada lado.

Métodos de seleccién de sondas

[0031] Conjuntos de sondas pueden seleccionarse por su capacidad de detectar simplemente melanoma, pero se
seleccionan tipicamente para la capacidad de discriminar entre el melanoma y otras lesiones melanociticas
benignas. Por lo tanto, los andlisis de conjuntos de sondas se realizan tipicamente para determinar los valores DFI
de diferentes conjuntos de sondas para discriminar entre melanoma y nevos benignos.

[0032] Conjuntos de sonda para su uso en los métodos de la presente invencién se pueden seleccionar utilizando
los principios descritos en los ejemplos. Las combinaciones de sondas cromosdmicas dentro de un conjunto de
sondas se eligen por sensibilidad, especificidad y detectabilidad con respecto al melanoma. La sensibilidad se refiere
a la capacidad de una prueba (por ejemplo, FISH) para detectar la enfermedad (por ejemplo, melanoma) cuando
esté presente. Mas precisamente, la sensibilidad se define como Positivos Verdaderos/(Positivos Verdaderos +
Negativos Falsos). Una prueba con alta sensibilidad tiene pocos resultados negativos falsos, mientras que una
prueba con baja sensibilidad tiene muchos resultados negativos falsos. La especificidad, por otra parte, se refiere a
la capacidad de la prueba (por ejemplo, FISH) para dar un resultado negativo cuando la enfermedad no esta
presente. Mas precisamente, la especificidad se define como Negativos Verdaderos/(Negativos Verdaderos +
Positivos Falsos). Una prueba con alta especificidad tiene pocos resultados de falsos positivos, mientras que una
prueba con una especificidad baja tiene muchos resultados positivos falsos.
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[0033] En general, la sonda cromosémica establece con la mas alta sensibilidad y especificidad combinada para la
deteccién de melanoma han de elegirse. La sensibilidad y especificidad combinada de un conjunto de sonda pueden
representarse por la distancia de parametro del ideal (DFI), definida como [(1-sensibilidad)? + (1-especificidad)?]*2.
Valores DFI van de 0 a 1.414, donde 0O representa un conjunto de sondas que tienen una sensibilidad del 100% vy el
100% de especificidad y 1.414 lo que representa un conjunto de sonda con la sensibilidad 0% y la especificidad 0%.
En esta invencion, conjuntos de sonda elegidos para la identificacion de melanoma tendran valores DFI que son
menos de 0,29. Conjuntos de sondas que tienen valores DFI de menos de 0,2 por lo general proporcionan mejores
resultados.

[0034] No hay limite en el numero de sondas que se pueden emplear en un conjunto, sin embargo, en algunas
realizaciones, el numero de sondas en un conjunto que ha de verse por un observador humano (y no con las
técnicas de imagen asistida por ordenador) puede limitarse por motivos practicos, p.ej. por el nimero de fluoréforos
Unicos que proporcionan sefiales distinguibles visualmente tras la hibridacion. Por ejemplo, tipicamente cuatro o
cinco fluoréforos Unicos (p.ej. que aparecen como sefiales de oro rojo, verde, aqua, y el 0jo humano) se pueden
emplear convenientemente en un Unico conjunto de sonda. En general, la sensibilidad de un ensayo aumenta a
medida que el niumero de sondas en un conjunto aumenta. Sin embargo, los incrementos en la sensibilidad se hacen
mas pequefios y mas pequefios con la adicién de mas sondas y en algin momento la inclusién de sondas
adicionales a un conjunto de sondas no se asocia con un aumento significativo en la sensibilidad del ensayo
("rendimientos decrecientes"). El aumento del nimero de sondas en un conjunto de sonda puede disminuir la
especificidad del ensayo. De acuerdo con ello, un conjunto de sonda de la presente invencion comprende
tipicamente cuatro sondas cromosOmicas, como sea necesario para proporcionar un equilibrio éptimo entre
sensibilidad y especificidad.

[0035] Sondas individuales se eligen para su inclusion en un conjunto de sondas de la presente invencién en base a
su capacidad para complementar otras sondas dentro del conjunto. En concreto, se orientan a los cromosomas o
subregiones cromosomicas que no se alteran con frecuencia simultaneamente dentro de un melanoma dado. Por lo
tanto, cada sonda en un conjunto de sondas complementa a la otra, es decir, identifica melanoma donde las otras
sondas en el conjunto en algin momento no logran identificarse. Un método para determinar qué sondas se
complementan entre si consiste en identificar sondas individuales con los valores mas bajos DFI para un grupo de
muestras de tumor. Entonces sondas adicionales pueden probarse en las muestras tumorales que la sonda inicial no
logré identificar, y se afiade la sonda con el valor DFI mas bajo medido en combinacién con la sonda inicial para el
conjunto. Esto se puede repetir hasta que se logre un conjunto completo de sondas cromosomicas con el valor DFI
deseado.

[0036] El andlisis de discriminacion es un método que se puede utilizar para determinar qué sondas son mas
capaces de detectar melanoma. Este método evalla si las sondas individuales son capaces de detectar un
porcentaje estadisticamente diferente de células anormales en muestras de ensayo (por ejemplo, melanoma) en
comparacion con los especimenes normales. La deteccién de células con ganancias cromos6micas (o locus) o
pérdidas cromos6micas (o locus) pueden usarse para identificar células neoplasicas en pacientes con melanoma
con lesiones melanociticas. Sin embargo, las pérdidas cromosémicas a veces se producen como un artefacto en las
células normales, debido a la superposicion de la sefial aleatoria y/o pobre hibridaciéon. En secciones de material
incluido en parafina y fijado en formalina, cominmente utilizada para evaluar las biopsias de piel, el truncamiento de
los ndcleos en el proceso de seccionamiento también puede producir la pérdida de artefactos de material
cromosoémico. En consecuencia, las ganancias cromosomicas son a menudo un indicador mas fiable de la presencia
de células neoplasicas.

[0037] Los valores de corte para las ganancias y pérdidas cromosomicas individuales deben determinarse a la hora
de elegir un conjunto de sonda. El término "valor de corte" se entiende que significa el valor de un parametro
asociado con la aberracion cromosémica que divide una poblaciéon de muestras en dos grupos -aquellas muestras
por encima del valor de corte y las muestras por debajo del valor de corte. Por ejemplo, el parametro puede ser el
namero absoluto o porcentaje de células en una poblacién que tiene aberraciones genéticas (p.gj., las pérdidas o
ganancias de las regiones de destino). Si el nimero o porcentaje de células en la muestra que alberga las pérdidas
0 ganancias para una sonda particular es mayor que el valor de corte, la muestra se determina que es positiva para
melanoma.

[0038] Un conjunto de sonda Gtil a menudo comprende una sonda en una region cromosOmica seleccionada del
grupo que consiste en 1923, 1q31, 6p25, 6923, 7934, 11913, 17925 y 20q13, y/o sondas de cromosoma de
enumeracion para los cromosomas 6 y 10, por ejemplo, CEP® 6, y CEP® 10, disponible de Abbott Molecular Inc.
Tales conjuntos de sonda detectan la presencia de melanoma y pueden discriminar melanoma a partir de muestras
benignas.

[0039] Un conjunto de sondas capaces de detectar melanoma y/o discriminar melanoma a partir de muestras
benignas puede comprender dos 0 mas sondas seleccionadas del grupo de sondas dirigidas a 1923, 1931, 6p25,
6023, 7934, 11g13, 17925, 20913, o una sonda enumeradora de cromosoma, por ejemplo, a las regiones
pericentroméricas de los cromosomas 6 o 10. En algunas realizaciones, el conjunto de sonda comprende sondas
para: a) 6p25 y un enumerador de cromosoma 10, b) 6p25 y 1113, c) 6p25 y 6923, d) 6p25 y 2013, €) un
enumerador de cromosoma 10 y 1931, f) 6p25y 1931, g) 6923 y 1q31, h) 7934 y 6p25, i) 60923 y 1923, j) 6g23, 6p25
y un enumerador de cromosoma 6, k) 6p25, 1931 y 17g25,1) 11q13, 6p25 y un enumerador de cromosoma 10, m)
6p25, 11913, 17925y, n) 6p25, 1931, y un enumerador de cromosoma 10, o) 6p25, 1931, 1113y, p ) 1931, 11913
y 17925, q) 6923, 6p25 y 11q13, R) 20q13, 7q34 y 6p25 s) 6p25, 6323, un enumerador de cromosoma 6, y un
enumerador de cromosoma 10, u) 6p25, 1931, 1113, y 17925, v) 6p25, 1g31, un enumerador de cromosoma 10, y
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17925, w) 11913, un enumerador de cromosoma 10, 6g23 y 6p25, x) 6923, 6p25, 1931, y un enumerador de
cromosoma 10, o0 Y) 6g23, un enumerador de cromosoma 6, 6p25y 11q13.

Hibridacién de sonda

[0040] Condiciones para hibridar especificamente las sondas a sus dianas de acido nucleico generalmente incluyen
las combinaciones de condiciones que son empleables en un procedimiento de hibridacion dado para producir
hibridos especificos, cuyas condiciones faciimente pueden ser determinadas por un experto en la técnica. Tales
condiciones suelen incluir temperatura controlada, fase liquida, y el contacto entre una sonda cromosémica y un
objetivo. Las condiciones de hibridacion varian dependiendo de muchos factores, incluyendo la concentracién de
sonda, longitud de objetivo, objetivo y contenido de sonda GC, composicion del disolvente, la temperatura y duracién
de la incubacion. Al menos un paso de desnaturalizacién debe preceder contacto de las sondas con los objetivos.
Alternativamente, tanto la sonda y diana de acido nucleico pueden someterse a condiciones de desnaturalizacion
juntas mientras estan en contacto unos con otros, o con el contacto posterior de la sonda con la muestra biologica.
La hibridacion puede conseguirse con incubacién subsiguiente de la sonda/muestra en, por ejemplo, una fase liquida
de aproximadamente una mezcla con una relacion 50:50 de volumen de 2-4 X SSC y formamida, a una temperatura
en el intervalo de aproximadamente 25 a aproximadamente 55°C durante un tiempo que es ilustrativamente en el
intervalo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 96 horas, o mas preferiblemente a una temperatura de
aproximadamente 32 a aproximadamente 40°C durante un tiempo en el intervalo de aproximadamente 2 a
aproximadamente 16 horas. Con el fin de aumentar la especificidad, el uso de un agente de bloqueo tal como el
acido nucleico de bloqueo no marcado como se describe en la patente de los Estados Unidos. N° 5.756.696, se
puede utilizar en conjuncién con los métodos de la presente invencién. Otras condiciones se pueden emplear
facilmente para hibridar especificamente las sondas a sus dianas de acido nucleico presentes en la muestra, como
seria facilmente evidente para un experto en la técnica.

[0041] Al término de un periodo de incubaciéon adecuado, la unién no especifica de sondas cromosdmicas de la
muestra de ADN se puede eliminar mediante una serie de lavados. Temperatura y concentraciones de sal se eligen
convenientemente para una rigurosidad deseada. El nivel de rigor requerido depende de la complejidad de una
secuencia de sonda especifica en relacién con la secuencia gendémica, y puede determinarse mediante la
hibridacién sistematica de sondas a las muestras de la composiciéon genética conocida. En general, los lavados de
alta rigurosidad pueden llevarse a cabo a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 65 a
aproximadamente 80°C con aproximadamente 0,2 X a aproximadamente 2 X SSC y aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 1% de un detergente no iénico tal como Nonidet P-40 (NP40). Si se requieren lavados mas bajos
de rigurosidad, los lavados se pueden llevar a cabo a una temperatura inferior con un aumento de la concentracién
de sal.

Deteccion de los patrones de hibridacion de la sond a

[0042] Las sondas de hibridaciéon se pueden detectar usando cualquier medio conocido en la técnica. Restos que
contienen la etiqueta pueden asociarse directa o indirectamente con sondas cromosomicas. El término "etiqueta de
resto que contiene" o "resto de deteccion” se refiere generalmente a un grupo o grupos moleculares asociados con
una sonda cromosémica, ya sea directa o indirectamente, que permite la deteccién de la sonda en la hibridacién con
su diana. La etiqueta diferente que contiene restos se selecciona para cada sonda individual dentro de un conjunto
particular de modo que cada sonda hibridada es visualmente distinta de los demas tras la deteccion.
Preferiblemente, hibridacion in situ fluorescente (FISH) se emplea y las sondas cromosémicas estan etiquetadas con
restos que contienen etiquetas fluorescentes distintas. Los fluor6foros, moléculas organicas que emiten
fluorescencia tras la irradiacion a una longitud de onda particular, estan tipicamente unidos directamente a las
sondas cromosémicas. Un gran nuamero de fluoréforos estan disponibles comercialmente en formas reactivas
adecuadas para el ADN.

[0043] La unién de fluoréforos a sondas de acido nucleico es bien conocida en la técnica y puede llevarse a cabo
por cualquier medio disponible. Los fluoréforos pueden estar unidos covalentemente a un nucleétido en particular,
por ejemplo, y el nucledtido marcado incorporado en la sonda utilizando técnicas estandar tales como la traduccion
nick, cebado aleatorio, etiquetado PCR, y similares. Alternativamente, el fluoréforo se puede unir covalentemente a
través de un enlazador a los nucleétidos de desoxicitidina de la sonda que se han transaminado. Los métodos para
marcar sondas se describen en la patente de los Estados Unidos. N° 5.491.224 y Molecular Cytogenetics: Protocols
and Applications (2002), Y.-S. Fan, Ed., capitulo 2, "Labeling Fluorescence In Situ Hybridization Probes for Genomic
Targets," L. Morrison et al., p. 21-40, Humana Press.

[0044] Los fluoréforos ejemplares que pueden utilizarse para marcar sondas incluyen TEXAS RED (Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR), CASCADE azul aectilazida (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), SpectrumOrange™
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL) y SpectrumGold™ (Abbott Molecular).

[0045] Un experto en la técnica reconocera que otros agentes o colorantes se pueden utilizar en lugar de fluoréforos
como restos que contienen etiquetas. Agentes luminiscentes incluyen, por ejemplo, restos que contienen etiqueta
luminiscentes radio, quimioluminiscentes, bioluminiscentes y fosforescentes. Alternativamente, restos de deteccion
que se visualizan por medios indirectos pueden ser utilizados. Por ejemplo, las sondas pueden marcarse con biotina
o digoxigenina usando métodos de rutina conocidos en la técnica, y procesarse adicionalmente para la deteccion. La
visualizacién de una sonda que contiene biotina se puede lograr a través de la posterior uniéon de avidina conjugada
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con un marcador detectable. EI marcador detectable puede ser un fluoréforo, en cuyo caso visualizacion y
discriminacion de sondas puede lograrse como se describe anteriormente para FISH.

[0046] Las sondas cromos6micas hibridadas para apuntar regiones pueden, alternativamente, visualizarse por
reacciones enzimaticas de restos de etiquetas con sustratos adecuados para la produccién de productos de color
insolubles. Cada sonda puede ser discriminada de otras sondas dentro del conjunto de eleccion de un resto de
etiqueta distinta. Una sonda que contiene biotina dentro de un conjunto se puede detectar a través de la posterior
incubacién con avidina conjugada con fosfatasa alcalina (AP) o peroxidasa de rabano picante (HRP) y un sustrato
adecuado. 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y nitro azul tetrazolio (NBT) sirven como sustratos para la fosfatasa
alcalina, mientras que diaminobencidina sirve como un sustrato para HRP.

[0047] En realizaciones en las que se utilizan sondas marcados con fluoréforo o composiciones de la sonda, el
método de deteccion puede implicar la microscopia de fluorescencia, citometria de flujo, u otros medios para
determinar la hibridacion de la sonda. Cualquier método de imagen microscopica adecuado puede utilizarse en
conjuncion con los métodos de la presente invencion para la observacion de multiples fluoréforos. En el caso en que
se emplea la microscopia de fluorescencia, las muestras hibridadas pueden ser vistas bajo luz adecuada para la
excitacién de cada fluoréforo y con el uso de un filtro o filtros apropiados. Sistemas de imagenes digitales
automatizados, como los MetaSystems, bioView o sistemas aplicados por imagenes se pueden utilizar
alternativamente.

Deteccion y diagnostico de los pacientes de melanom a

[0048] Los métodos de deteccion de la invencién comprenden obtener una muestra biol6égica de un sujeto que tiene
melanoma o se sospecha que tiene melanoma. La muestra biologica es tipicamente una muestra de tejido que
comprende la lesion melanocitica. A menudo, la muestra bioldgica es fijada con formalina y embebida en parafina.
La muestra se pone en contacto con sondas cromosOmicas para detectar selectivamente melanoma en la muestra,
si hubiera, en las condiciones para la hibridacion especifica de las sondas a sus dianas de acido nucleico presentes
en la muestra. Las sondas de la serie pueden hibridarse simultdneamente o secuencialmente con los resultados de
cada hibridacion fotografiada digitalmente, la sonda o sondas despojadas, y la muestra a partir de entonces se
hibridaron con la sonda o sondas restantes. Mdltiples conjuntos de sonda también pueden hibridar la muestra de
esta manera.

[0049] La muestra biolégica puede ser de un paciente sospechoso de tener melanoma o de un paciente con
diagnostico de melanoma, por ejemplo, para la confirmacion del diagnéstico o el establecimiento de un margen
claro, o para la deteccion de células de melanoma en otros tejidos tales como ganglios linfaticos. La muestra
biolégica puede también ser de un sujeto con un diagnostico ambiguo con el fin de aclarar el diagnéstico. La muestra
bioldgica puede también ser de un sujeto con una lesion histopatoldgicamente benigna para confirmar el diagnéstico.
Las muestras biolégicas pueden obtenerse utilizando cualquiera de una serie de métodos en la técnica. Los
ejemplos de muestras biolégicas que comprenden lesiones melanociticas potenciales incluyen los obtenidos a partir
de biopsias de piel extirpada, tales como biopsias por puncion, biopsias de afeitado, aspirados con aguja fina, o
extirpaciones quirlrgicas; o biopsia de tejidos no tejidos cutaneos, tales como los ganglios linfaticos, mucosa,
meninge, conjuntiva, o Uvea. En otras realizaciones, la muestra biolégica puede ser obtenida por el afeitado,
depilacion con cera, o el pelado de la regién de interés en la piel.

[0050] Como se ha indicado, una muestra biolégica puede tratarse con un fijador tal como formaldehido y
embebidos en parafina y se seccionaron para el uso en los métodos de la invencién. Alternativamente, el tejido
fresco o congelado puede ser presionado contra el portaobjetos de vidrio para formar monocapas de células
conocidas como preparaciones de contacto, que contienen los nicleos intactos y no sufren el artefacto de
truncamiento de la seccion. Estas células pueden ser fijas, p.ej., en soluciones alcohélicas como el 100% de etanol o
3:1 metanol: acido acético. Los nucleos también pueden ser extraidos de secciones gruesas de las muestras
incluidas en parafina para reducir los artefactos de truncamiento y eliminar el material incrustado extrafio.
Tipicamente, las muestras bioldgicas, una vez obtenidas, se cosechan y se procesan antes de la hibridacion
utilizando métodos estandar conocidos en la técnica. Tal procesamiento incluye tipicamente el tratamiento con
proteasa y una fijacion adicional en una solucién de aldehido tal como formaldehido.

Preseleccién de muestras

[0051] Antes de la deteccion, muestras de células pueden estar opcionalmente pre-seleccionadas sobre la base de
las anomalias citolégicas evidentes como se describe en la patente de los Estados Unidos. N° 6.174.681. Pre-
seleccion identifica células sospechosas, lo que permite que la proyeccién se centre en esas células. La
preseleccion permite la deteccidn rapida y aumenta la probabilidad de que un resultado positivo no se pueda perder.
Durante la pre-seleccion, las células de una muestra biolégica se colocan en un portaobjetos de microscopio y se
exploraron visualmente para detectar anormalidades citolégicas cominmente asociadas con displasicas y células
neoplasicas. Tales anormalidades incluyen anomalias en el tamafio nuclear, la forma nuclear, y la tincion nuclear,
segun la evaluacion de la contratincion de nudcleos con manchas de acido nucleico o colorantes tales como yoduro
de propidio o 4,6-dihidrocloruro diamidino-2-fenilindol (DAPI) por lo general después de hibridizaciéon de sondas a
sus ADNs diana. Tipicamente, las células neoplasicas albergan los nicleos que se agrandan, de forma irregular, y/o
muestran un patron de tincion moteada. El yoduro de propidio, que se utiliza tipicamente a una concentracion de
aproximadamente 0,4 m g/ml a aproximadamente 5 m g/ml, es un colorante de ADN especifico-fluorescente rojo que
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se puede observar en un pico de longitud de onda de emisién de 614 nm. DAPI, que se utiliza tipicamente a una
concentracion de aproximadamente 125 ng/ml a aproximadamente 1.000 ng/ml, es una mancha-ADN especifica azul
fluorescente que puede observarse en un pico de longitud de onda de emision de 452 nm. En este caso, sélo
aquellas células pre-seleccionadas para la deteccion se someten a recuento por pérdidas cromosémicas y/o
ganancias. Preferiblemente, las células pre-seleccionadas en el orden de al menos 20, y mas preferiblemente al
menos 30 a 40, en numero son elegidas para la evaluacién de las pérdidas y/o ganancias cromosémicas.
Preseleccion de una region sospechosa en una seccion de tejido se puede realizar en una seccién en serie
manchada por medios convencionales, tales como H&E o tincién de PAP, y la region sospechosa marcada por un
patélogo o técnico entrenado de otro modo. La misma regidbn se encuentra entonces en la seccién de serie
manchada por FISH y los nlcleos se enumeran dentro de esa regién. Dentro de la region marcada, la enumeracion
puede estar limitada a los nicleos que posean caracteristicas anormales como se describe anteriormente.

[0052] Alternativamente, las células de deteccion se pueden elegir independientemente de caracteristicas citologicas
o histologicas. Por ejemplo, todas las células que no se solapan en una zona determinada o areas en un
portaobjetos de microscopio se pueden evaluar por pérdidas cromosémicas y/o ganancias. Como un ejemplo
adicional, las células en el portaobjetos, p.ej. las células que muestran morfologia alterada, del orden de al menos
aproximadamente 50, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 100, en nimero que aparecen en orden
consecutivo en un portaobjetos de microscopio se puede elegir para la evaluacién de las pérdidas y/o ganancias
cromosomicas.

Patrén de hibridacion

[0053] El término "regién diana" o "acido nucleico diana" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se encuentra
en una localizacién cromosémica especifica cuya pérdida y/o ganancia es indicativa de la presencia de melanoma.
La "region diana" o "acido nucleico diana" es para ser reconocido especificamente por una sonda de la presente
invencion e hibridan con la misma en el método de la presente invencion.

[0054] El patron de hibridaciéon del conjunto de sondas cromosomicas a las regiones diana se detecta y se registra
para las células elegidas para la evaluacion de las pérdidas cromosémicas y/o ganancias. La hibridacidn se detecta
por la presencia o ausencia de las sefiales particulares generadas por cada una de las sondas cromos6micas. El
término "patrén de hibridacion" pretende referirse a la cuantificacion de las pérdidas cromos6micas/ganancias para
las células elegidas para dicha evaluacion, en relacion con el nimero de la misma en una muestra de control
igualada, para cada sonda a lo largo de una muestra de células elegida. La cuantificacion de las pérdidas/ganancias
puede incluir determinaciones que evaltdan la relaciéon de un locus a otro en el mismo o un cromosoma diferente.
Una vez que se determina el nimero de regiones diana dentro de cada célula, segun lo evaluado por el nimero de
regiones que muestran la hibridacion de cada sonda, las ganancias y/o pérdidas cromosomicas relativas pueden ser
cuantificadas. Una ganancia relativa o pérdida para cada sonda se determina comparando el nimero de sefiales de
la sonda distintas en cada célula para el nimero esperado en una célula normal, es decir, en el que el nimero de
copias debe ser de dos. Las células no neoplasicas en la muestra, tales como queratinocitos, fibroblastos, y
linfocitos, se pueden utilizar como células normales de referencia. Mas que el nimero normal de sefiales de la sonda
se considera una ganancia, y menos de la cantidad normal se considera una pérdida. Alternativamente, un nimero
minimo de sefiales por sonda por célula puede ser necesario para considerar la célula anormal (p.ej. 5 0 mas
sefiales). De la misma manera para la pérdida, un nimero maximo de sefiales por sonda puede ser necesario para
considerar la célula anormal (p.ej. O sefiales, o una 0 menos sefiales).

[0055] Los porcentajes de células con al menos una ganancia y/o pérdida se deben registrar para cada locus. Una
célula se considera anormal si al menos una de las aberraciones genéticas identificadas por un conjunto de sonda
de la presente invencion se encuentra en esa célula. Una muestra puede considerarse positiva para una ganancia o
pérdida si el porcentaje de células con la ganancia o pérdida correspondiente es superior al valor de corte para las
sondas utilizadas en un ensayo. Alternativamente, dos 0 mas aberraciones genéticas pueden ser necesarias con el
fin de tener en cuenta la célula anormal con el efecto de aumentar la especificidad. Por ejemplo, en el que las
ganancias son indicativas de una lesion maligna de melanoma o precursor, una muestra se considera positiva si
contiene, por ejemplo, al menos cuatro células que muestran las ganancias de al menos dos o mas regiones que
contienen la sonda.

Las combinaciones de sondas y kits para uso diagnos tico y/o aplicaciones de prondstico

[0056] La invencidn incluye combinaciones muy especificas y sensibles de las sondas que se pueden utilizar para
detectar el melanoma y kits para su uso en el diagndstico, la investigacion y las aplicaciones de pronoéstico. Estas
combinaciones de sondas tienen una DFI de menos de 0,29 y, a menudo menos de aproximadamente 0,20. Los kits
incluyen conjuntos de sonda y también pueden incluir reactivos tales como tampones y similares. Los kits pueden
incluir materiales de instruccién que contienen direcciones (es decir, protocolos) para la practica de los métodos de
esta invencion. Mientras que los materiales de instruccion comprenden tipicamente materiales escritos o impresos
que no se limitan a los mismos. Cualquier medio capaz de almacenar tales instrucciones y comunicarlas a un
usuario final estd contemplado por esta invencion. Tales medios incluyen, pero no se limitan a los medios
electrénicos de almacenamiento (p.ej. discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios épticos (p.ej. CD ROM),
y similares. Tales medios pueden incluir direcciones de sitios de Internet que proporcionan estos materiales de
instruccion.
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EJEMPLOS
SELECCION DE SONDA

[0057] Base de datos CGH. Los datos de CGH en que se basa la seleccion de la sonda se habian adquirido en la
Universidad de California, San Francisco y ha sido publicada previamente (Bastian et al., Am J Pathol 163: 1765-
1770, 2003). Los datos fueron de 136 muestras primarias cutaneas de melanoma (63 melanomas de extension
superficial (SSM), 30 lentigo maligno melanoma, (LMM), 23 acral-lentiginoso (ALM), 4 melanomas nodulares (NM),
10 no clasificable (NC), y 6 melanomas surgen dentro de un nevo) y 53 muestras de nevos benignos (19 nevos
azules, 7 nevos congénitos, 27 nevos Spitz). El genoma de la 1p de los telomeros al telémero 22q (cromosomas X e
Y se omite) se dividié en 571 'contenedores' de acuerdo con el patron de bandas Giemsa de los cromosomas y la
relacion de CGH correspondiente a cada contenedor fue interpretado en el sentido de reflejar la ganancia
cromosomica (tumor para hacer referencia a relacion de intensidad de fluorescencia) (relacion >1,2), y la pérdida
(relacion <0,8). Estos umbrales se basan en hibridaciones de ADN normales frente a ADN normal como se publico
anteriormente (Bastian et al, Cancer Res; 58: 2170-5, 1998). Las sensibilidades, especificidades y valores DFI para
discriminar entre nevos y melanomas se calcularon en cada bandeja para identificar el melanoma por las pérdidas o
ganancias. Para determinar la mejor combinaciéon de contenedores para discriminar los nevos de melanoma, los
contenedores fueron examinados en combinaciones de hasta 4, el calculo de la sensibilidad, especificidad y valor
DFI para cada combinacion.

Conjuntos de sonda FISH

[0058] FISH se realizé con ocho conjuntos de sondas Unicas. Cada conjunto de sondas contenia tres o cuatro
sondas de enumeracion cromosémicas o identificadores especificos de locus a centromeros o loci especificos de
cromosomas (Tabla 1) que prevalecian en las combinaciones de sondas de mejor rendimiento (valores bajos DFI),
determinado a partir del analisis de datos CGH (véase encima). Se incluyeron las sondas enumeradoras de
cromosoma de determinar la ganancia o pérdida alélica de los identificadores especificos de locus correspondiente
en esos cromosomas (p.ej. En el cromosoma 9p21 9) o aneusomia de los cromosomas.

Tabla 1: Sondas FISH y ubicaciones diana de genes utilizados para la seleccién de la sonda

Conjunto Agua Verde naranja Oro Rojo

de sondas

yo CEP® 10 17q25 (TK1) 6p25 9p21

(RREB1) (p16)

I CEP®9 8g24 (MYC) 8p22 (LPL)

T CEP® 10 1023 (PTEN) 1923 (NTRK1)

v CEP®6 CEP®7 7034 (BRAF)

Y, CEP®8 CEP®9 20913

VI 7934 (BRAF) | 6p25 (RREB1) 20q13 9p21
(p16)

VI 6g23 (MYB) | 6p25 (RREB1) | CEP®6

VIl CEP® 10 17925 (TK1) 1931 (COX2) 11913
(CCND1)

[0059] Con la excepcion de las sondas LSI® 17925 (TK1), LSI® 6p25 (RREB1), LSI® 7q34 (BRAF), LSI® LPL
(8p22). LSI® 1931 (COX2), y LSI® 1923 (NTRK1), las sondas LSI® y CEP® estan disponibles comercialmente de
Abbott Molecular Inc. (www.abbottmolecular.com) aunque pl6 LSI® (9p21) y LSI® 20913 estan comercialmente
disponibles s6lo marcadas con SpectrumOrange™. En lugar de la etiqueta SpectrumOrange™, el material de partida
de &cido nucleico se transamind y después se etiquetd quimicamente usando Texas Red® (marca comercial de
Molecular Probes, Eugene, OR) y 5-(y 6-)-carboxirodamina 6G (oro), respectivamente. El proceso de transaminacion
y etiquetado se describe en Bittner, et al.US Pat. N° 5.491.224.

[0060] La sonda LSI ®1g31 (COX2) se hizo a partir de cinco clones BAC (identificacion nims. RPCI-11-70N10,
RPCI-11-809F11, RPCI-11-104B23, RPCI-11-457L10, RPCI-11-33912). La sonda 17g25 LSI® (TK1) se hizo a partir
de dos clones BAC (identificacion nums. RPCI11-219g17, RPCI11-153a23). LSI®6p25 (RREB1) se hizo a partir de
dos clones BAC (identificacién nims. RPCI11-405010, RPCI11-6101). LSI® 7934 (BRAF) se hizo a partir de dos
clones BAC (identificacion RPCI11-837g3 nums., CDTI-2516j12). LSI® LPL (8p22) se hizo a partir de dos clones
(Identificacion nims. 67-021, CTD-2286-L9). LSI® 1923 (NTRK1) se hizo a partir de dos clones BAC (identificacion
nams. RPCI11-107d16, RPCI11-356j7). Los clones fueron obtenidos de BAC PAC Resources o Invitrogen. Las
sondas se transaminaron y se etiquetaron con Texas Red (rojo), 6-[fluoresceina 5-(y-6)-carboxamido]acido, éster de
succinimidilo (verde), 5-(y 6-)-carboxirodamina 6G, éster de succinimidilo (oro) o 5-(y-6)-carboxitetrametilrodamina,
éster de succinimidilo.
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Poblacion de estudio y preparaciéon de muestras para analisis

[0061] El estudio incluyé muestras de 86 melanomas y 31 nevos benignos reunidos en matrices microtejidos asi
como secciones de 94 melanomas y 95 muestras de biopsia de piel FFPE nevos benignos.

[0062] Los bloques de parafina que contienen las muestras de biopsia de tejido se seccionaron a 5 pm de espesor y
se montaron en portaobjetos cargados positivamente SuperFrost Plus® (ThermoShandon, Pittsburgh, PA). Todos
los portaobjetos se hornearon a 56°C durante la noche para fijar el tejido sobre los portaobjetos, y después se
almacenaron a temperatura ambiente. En preparacion para la hibridacién in situ, portaobjetos de muestra de matriz
se de-parafiné por inmersién en 3 cambios de agente de compensacion y disolventes Hemo-De™ y (Scientific Safety
Solvents, Keller, TX) durante 5 minutos cada uno, seguido de dos lavados de 1 minuto en etanol absoluto. Después
del secado, los especimenes se prepararon adicionalmente para la hibridacién in situ por el tratamiento en acido
formico al 45%/0,3% H202 durante 15 minutos, seguido de un enjuague de 3 minutos en agua. Las muestras se
sumergieron en solucion de pretratamiento de vysis (Abbott Molecular Inc) a 80°C durante 10 minutos, y se
enjuagaron en agua durante 3 minutos. Los portaobjetos se sumergieron en una solucion de proteinasa K (35 pg de
tampon K/ml de proteinasa; Abbott Molecular Inc.) a 37°C durante 10 minutos, inmersos en 0,01 N HCI durante 3
minutos, se enjuagaron en agua durante 3 minutos, se deshidraté en 70%, 85% y 100% de etanol durante 1 minuto
cada uno, y se deja secar. En la preparacion para la hibridacion in situ, secciones de tejido se de-parafinaron por
inmersion en 3 cambios de Hemo-De™ de agente de disolventes y compensacion (Scientific Safety Solvents, Keller,
TX) durante 5 minutos cada uno, seguido de dos enjuagues de 1 minuto en etanol absoluto. Después del secado, las
muestras se prepararon adicionalmente para la hibridacion in situ por el tratamiento en 1XSSC pH 6,3 a 80°C
durante 35 minutos, y se enjuagaron en agua durante 3 minutos. Los portaobjetos se sumergieron en una solucién
de proteasa (4 mg de proteasa/ml 0,2 N HCI) a 37°C durante 15 minutos, se enjuagaron en agua durante 3 minutos,
se deshidrataron en 70%, 85% y 100% de etanol durante 1 minuto cada uno, y se dejaron secar.

Hibridacién FISH

[0063] Los portaobjetos preparados se hibridan con las soluciones de sondas FISH en un horno de co-denaturacion
automatizada HYBrite™ (Abbott Molecular Inc). Las diapositivas fueron colocados en la superficie del horno, la
solucién de sonda se coloc6 sobre la seccion de tejido (tipicamente 10 pl), un cubreobjetos se aplica sobre la
solucién de la sonda, y los bordes del cubreobjetos se sellaron a la corredera con cemento de goma. El ciclo de
horno de co-desnaturalizacién/hibridacion se fijo para desnaturalizacién a 73°C durante 5 minutos, y la hibridacion a
37°C durante 16-18 h. Después de la hibridacion, los portaobjetos se retiraron de la HYBrite, y se elimin6 el cemento
de caucho. Los portaobjetos se colocaron en temperatura ambiente 2X SSC (SSC = 0,3 M NacCl, citrato de sodio 15
mM)/0,3% Nonidet P40 (NP40; Abbott Molecular Inc.) durante 2 a 10 minutos para eliminar los cubreobjetos. Los
portaobjetos se sumergieron entonces en 73°C 2X SSC/0,3% de NP40 durante 2 minutos para la eliminacién de la
sonda no especificamente unida, y se dejaron secar en la oscuridad. La solucion DAPI | Antifade (Abbott Molecular
Inc.) se aplic6 a la muestra para permitir la visualizacién de los nucleos.

Enumeracion de las sefales de FISH

[0064] Los portaobjetos se analizaron con un microscopio de epifluorescencia equipado con filtros de paso de banda
individuales para el contraste DAPI, SpectrumAqua™, y SpectrumGold™, SpectrumGreen™, SpectrumOrange™, y
SpectrumRed™. La enumeracion de sefal de FISH se realiz6 sin conocimiento de los resultados clinicos o
histolégicos del paciente. Los conjuntos de sonda |-V se hibridaron con micromatrices de tejidos y 40 células
analizadas por espécimen. El conjunto de sondas VI-VIII se hibridaron a secciones de muestra y 30 células
analizadas por espécimen. Para las muestras con baja celularidad, se requiere un minimo de 20 nlcleos para su
inclusién en el analisis de datos.

Analisis de datos de enumeracion

[0065] El numero FISH de sefiales registradas para cada nucleo celular dentro de un espécimen puede ser usado
para clasificar los loci correspondientes como normales (2 sefiales para loci en los autosomas), anormales debido a
la pérdida (1 o O sefiales), o anormales debido a la ganancia (mayor que 2 sefiales). Varios parametros se definen
como mediciones de ganancias y pérdidas de locus anormales dentro de una muestra:

Pardmetros basados en porcentajes de células enumeradas dentro de un espécimen:

[0066]

% de ganancia: 1) para un solo locus,% de ganancia es el porcentaje de células con> 2 sefiales
correspondientes a ese locus.

2) para la ganancia de un locus (locus 1) con relacién a otro locus (locus 2), la ganancia es el porcentaje de
células con mas sefiales de locus 1 que sefiales de locus 2.

% de pérdida: 1) para un solo locus, % Pérdida es el porcentaje de células con <2 sefiales correspondientes a
ese locus.
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2) por la pérdida de un locus (locus 1) con relacién a otro locus (locus 2), por ejemplo, MYB/CEP 6, la pérdida es
el porcentaje de células con menos sefiales de locus 1 (por ejemplo, MYB) que sefiales de locus 2 (por ejemplo,
CEP 6).

% Anormal: 1) para un solo locus, % anormal es el porcentaje de células con >2 sefiales 0 <2 sefales
correspondientes a ese locus.

2) para mantener el equilibrio anormal entre dos loci (locus 1 y locus 2), Anormal es el porcentaje de células para
el que el nimero de sefales locus 1 no es igual al nimero de sefiales de locus 2.

Parametros basados en promedios de todas las células enumeradas dentro de una sola muestra:

[0067]

numero de copias de locus promedio: Para un solo locus, nimero medio de copias es el nUmero de sefales que
corresponden a ese locus sumado sobre todas las células enumeradas, divididas por el nimero de células
enumeradas.

relacién media de locus: Para una proporcion de dos loci (locus 1/locus 2), p.ej. MYB/CEP 6 se muestra en la
Tabla 6, relacion media de locus es el nimero de locus 1 (p.ej. MYB) sefiales sumadas sobre todas las células
enumeradas, divididas por el nimero de locus 2, (p.ej. CEP 6) sefiales sumadas sobre todas las células
enumeradas.

[0068] Los valores de los cinco parametros anteriores fueron tabulados para cada locus y pares de locus
correspondientes (p.ej. Loci en el mismo cromosoma, como 6923 (MYB) y CEP 6) para cada muestra, y los medios
(xX) y las desviaciones estandar (s) de cada parametro se calcularon para los grupos de muestras nevos y
melanomas, con exclusion de las muestras de calidad de sefial suficiente para la enumeracion.

[0069] EI valor discriminante (VD), definido como (xi-x2)?/(s12 + s2?) se utiliz6 como una medida de la capacidad de
una aberracién de locus especifica, medida por uno de los cinco parametros anteriores, para distinguir entre una
muestra de entre el grupo de pacientes que tienen melanoma y una muestra de entre el grupo de pacientes que no
presentan melanoma. En esta formula, x1 y sl se refieren a la media (x) y la desviacion estandar (s) de un
parametro de locus especifico para el grupo de muestra de melanoma, y x2 y s2 se refieren a la media y la
desviacion estandar de ese parametro para la muestra del grupo de nevos benignos. Valores VD mas grandes son
indicativos de una mayor capacidad de distinguir entre los dos grupos de pacientes. Como otra medida de
discriminacion, se utilizé la prueba t de Student para comparar los valores medidos para cada parametro entre los
grupos de nevos y muestras de melanoma con el fin de determinar si las diferencias entre los dos grupos fueron
estadisticamente significativos (probabilidades <0,05 se consideraron significativas) .

[0070] Las sensibilidades y especificidades se calcularon mediante la aplicacion de puntos de corte para los
diferentes parametros de locus para cada uno de los 17 loci. Para el % de ganancia, % de pérdida, y % de
parametros anormales, una muestra se considerd positiva para un locus particular si el valor de dicho parametro
excede el valor de corte. Para el nimero de copias promedio de locus y parametros de relacion de locus media, los
valores de corte se podrian aplicar para distinguir: 1) nUmero de copia alto aberrante o relacién, (indicada como r-
ganancia en la Tabla 6), para el que los valores de parametro mayores que el valor de corte indicaron que una
muestra era positiva, 2) niumero de copias bajo aberrante o relacién, (denotado por r-pérdida en la Tabla 6), o 3),
para cuyos valores de parametros menos que el valor de corte indican que una muestra era positiva, o 3) o ambas
condiciones 1) y 2). Tenga en cuenta que los puntos de corte para los valores 1) y 2) pueden ser diferentes.

[0071] La sensibilidad para la detecciébn de muestras con un diagnéstico particular era igual a la fraccién de
especimenes de ese grupo que eran positivos. Las muestras que no proporcionaron al menos 20 células con
sefiales de FISH de calidad suficiente para el recuento se excluyeron del calculo. La especificidad, con relacién a un
grupo de control, se calculé6 como uno menos la fraccion de las muestras del grupo de control que eran positivas con
los mismos criterios (falsos positivos). Para sondas individuales, la sensibilidad, la especificidad y el DFI se
calcularon para los valores de corte entre las células anormales 0 y el 100%, en incrementos del 1%. El parametro
"distancia de ideal" (DFIl), que incorpora tanto la sensibilidad como especificidad, se utilizé para evaluar el
rendimiento relativo de cada sonda o combinacion de sondas.

[0072] Para las combinaciones de sondas de puntos de corte se aplicaron por dos métodos diferentes que permitian
gue cada locus, medida por el parametro seleccionado para ese locus, tuviera un valor de corte diferente. Si
cualquiera de los loci dirigidos por la combinacién de la sonda eran positivos para el respectivo corte, a continuacion,
la muestra se considerd positiva. El analisis de permutacion de valores de corte individuales entre las células
anormales 0 y 100% en incrementos del 1% no era practico para las combinaciones de tres o0 mas sondas (debido al
tiempo de calculo excesivo requerido), por lo que cortes basados en las medias y las desviaciones estandar de los
parametros locus para el grupo de muestra de nevos benignos se calcularon en primer lugar. Puntos de corte se
generaron como X + n*s, en donde x y s son la media y la desviacion estandar para un parametro especifico del
locus particular, en el grupo de muestra de nevos y n es un multiplicador que tipicamente varia -1-3 en incrementos
de 0,1. Para combinaciones de sonda los valores de corte se calcularon utilizando las respectivas x y s para cada
sonda y los parametros de la combinacion, pero para el mismo valor de n. Con el fin de identificar los mejores
valores de corte para discriminar entre especimenes de tumores malignos y benignos, se calcularon los valores de
corte para el valor mas bajo de n (por ejemplo, -1), la sensibilidad, la especificidad y los valores de DFI se calcularon
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sobre la base de esos puntos de corte, n se incremento (por ejemplo, 0,1), y los calculos se repitieron hasta que se
alcanzé un valor maximo ofn (por ejemplo, 3). Este procedimiento proporciona valores de corte ajustados a cada
sonda basada en el nivel de anormalidad y grado de variacién en el grupo de nevos. Para una primera aproximacion,
basando puntos de corte en x y multiplos comunes de s establece una especificidad similar con respecto al grupo
nevi para cada sonda y el parametro en la combinacion para cada valor de n (suponiendo una distribucién normal de
valores de parametros). Las sondas y combinaciones de sondas en cada corte o un conjunto de valores de corte
fueron ordenados de menor a mayor DFI con el fin de identificar las mejores combinaciones de sondas. Valores de
corte 6ptimos para la realizacion de las mejores combinaciones de sonda (valores mas bajos DFI) se perfeccionaron
aln mas por un segundo método. Por este método puntos de corte se variaron de forma independiente en pequefios
incrementos en un intervalo reducido de puntos de corte que flanquean los puntos de corte 6ptimos establecidos por
el primer método.

[0073] Complementacion de la sonda se evalué mediante el calculo de la sensibilidad, especificidad y los valores
DFI para todas las posibles combinaciones de sonda hasta combinaciones de cuatro sondas, en un intervalo de
puntos de corte como se describe anteriormente. Cada sonda también se examiné utilizando los cinco parametros
diferentes para la medicién de aberraciones. Los parametros pertinentes examinados se incluyen en las Tablas 2 a
6. Dos sondas se complementan mutuamente si un valor inferior DFI se puede lograr para las dos sondas
colectivamente, que para cualquiera de las sondas de forma individual. Tipicamente, sélo las sondas que
proporcionan valores de p de menos de 0,05 en el analisis de discriminacion (Tabla 3) se utilizaron en estos calculos
con el fin de reducir la probabilidad de que los valores bajos DFI serian el resultado de la combinacion de eventos al
azar, y para reducir el tiempo de calculo. Graficos de caracteristicas de operador de receptor (ROC) se generaron
mediante el trazado de la sensibilidad frente a 1-especificidad para una sonda particular y parametro o combinacion
de la sonda en el rango de valores de corte examinados (véase mas arriba). Al generar independientemente
variados puntos de corte en las combinaciones de sonda multiples valores de sensibilidad para cada valor de
especificidad, sélo el valor de la sensibilidad mas alta en cada valor de especificidad se traz6, que representa la
combinacién Optima de valores de corte para cada especificidad. El rendimiento relativo de una sonda o
combinacién de sondas se puede evaluar a partir de estas curvas por las areas bajo las curvas (mejor rendimiento
indicado por las areas mas grandes) o por la distancia de enfoque mas cercano al punto (0,1) en el grafico (100%
especificidad, 100% de sensibilidad). Observe que la distancia de cualquier punto de las curvas para el punto (0, 1)
es igual al valor DFI, y combinaciones de sondas con valores mas bajos DFI se desempefian mejor que los que
tienen valores mas altos DFI. Los puntos de corte asociados con el valor DFI mas bajo para una combinaciéon de
sonda particular son los puntos de corte 6ptimos para esa combinacion. Sin embargo, dependiendo de la aplicacion,
puntos de las curvas ROC con valores algo inferiores DFI pueden seleccionarse, después de considerar la
importancia clinica relativa de sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, un punto de la curva con una sensibilidad
ligeramente menor pero especificidad mayor y DFI mayor puede elegirse sobre otro punto de la curva que tiene una
sensibilidad menor y especificidad mayor y DFI menor si es mas importante identificar el maximo niimero posible de
tipos de cancer, a expensas de un mayor nimero de falsos positivos.

RESULTADOS

[0074] Analisis de base de datos CGH y sondas de seleccién para FISH. Se utilizaron los datos CGH para identificar
loci genéticos para el desarrollo de sonda FISH. El primer paso para la identificacién de loci consistio en calcular la
sensibilidad, especificidad y valor DFI en cada uno de los contenedores 571 en todo el genoma de 1p a través de
22q con respecto a las muestras 136 de melanoma y 56 muestras de nevos benignos. Especificidades fueron del
100% en casi todos los loci, por lo que so6lo las sensibilidades se representaron respecto al nimero de contenedores
en la figura | partes A (pérdidas), B (ganancias), y C (amplificaciones). Loci con sensibilidades mas altas para la
deteccion del melanoma incluyen 1p21, 3929, 6g25.3, 8p23, 9p21, 99g21.1, 10p15, 10g23.3, 11925, 13934, 16924, y
17pter para la pérdida; 1922, 3p21.3, 6p25.3, 7p21, 7933, 8q24.2, 15926, 17925, y 20g13.3 para la ganancia; y
5p15,3, 11g13.2 y 22g13.1 para la amplificacion. Las regiones de ganancia y de pérdida eran a menudo amplias, a
veces incluyendo cromosomas enteros o brazos cromosémicos, lo que indica que la colocacion de la sonda FISH no
seria critica, es decir, sondas FISH de las bandas vecinas por lo general deben producir una eficiencia similar para
la deteccion de anomalias.

[0075] El estado centrémero se evalué a partir del estado de secuencias no repetitivas que flanquean el centrémero.
Centromeros predichos para tener altas sensibilidades para la deteccion de melanoma en base a los datos CGH
incluidos centrémeros 3, 6, 9, y 10 para las pérdidas, y centrémeros 1, 6, 7, 8, y 20 para las ganancias.

[0076] El segundo paso en la identificacion de loci para el desarrollo de la sonda FISH consisti6 en examinar la
capacidad de diferentes loci para complementarse entre si para la deteccién de malignidad (es decir, la sensibilidad
de loci combinados es mayor que las sensibilidades individuales de los loci). Con este fin, las sensibilidades,
especificidades y valores DFI se calcularon para todas las combinaciones posibles de dos, tres, y cuatro de los loci
mencionados anteriormente. La Tabla 7 muestra las sensibilidades y valores DFI para combinaciones loci y locus
con valores mas bajos DFI para los 136 especimenes de melanoma en la base de datos CGH. Para loci,
sensibilidades y valores DFI se enumeran en caso de desequilibrio (ganancia, pérdida, o amplificacion), ganancia,
pérdida, o amplificacion. Para las combinaciones de locus, solamente se enumeran las sensibilidades y valores DFI
en caso de desequilibrio. Los loci y combinaciones de loci con los valores mas bajos DFI (FISH) individuales se
enumeran en la Tabla 6 ordenados de menor a valores mas altos DFI. Se seleccionaron los 14 loci que aparecen
mas cominmente en las combinaciones con los valores mas bajos DFI para su evaluacion por FISH en TMA e
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incluyen la conjunto de sondas IV en la Tabla 1. Tras el analisis de los loci 14, un subconjunto de las sondas FISH
se evalud en secciones de tejido de los tumores melanociticos individuales (conjunto de sondas VI). Combinaciones
adicionales de nuevas sondas se ensayaron también en dichas secciones (conjunto de sondas VII-VIII; Tabla 1) para
identificar loci que se complementaron el uno al otro para la deteccion de malignidad.

Andlisis de discriminaciéon

[0077] La capacidad de cada sonda FISH para discriminar entre el grupo de pacientes con melanoma y los
pacientes que tienen un nevo benigno se examiné inicialmente mediante la comparacion de las medias y las
desviaciones estandar de los diferentes parametros para cada locus examinado entre el grupo de muestras
benignas de nevos y el grupo de muestras de melanoma. Para las hibridaciones de micromatrices de tejidos y para
cada locus o relacién de locus, en la tabla 2 se enumeran los datos relevantes para el grupo de muestras benignas
de nevos, incluyendo el nimero de muestras evaluadas (N), los medios del porcentaje de células con ganancia (%
de ganancia) o pérdida (% de pérdida), el nimero medio de copias de locus (loci Unicos) o la relacién de locus
promedio (proporciones de 2 loci), y las correspondientes desviaciones estandar. Los medios y las desviaciones
estandar se calcularon para el grupo de muestra de melanoma y se enumeran en la Tabla 3 para los micromatrices
de tejidos. Tabla 3 también muestra VD y los valores de p, cantidades que reflejan la capacidad de las sondas
particulares o proporciones de sonda para diferenciar entre melanoma y muestras normales. Los VDs y valores p
eran consistentes en que los valores de p inferiores fueron acompafiados por VDs mayores. Entradas de NA en la
Tabla 3 para VD vy los valores p indican que la media del grupo de melanoma era inferior a la del grupo de nevos
benignos.

[0078] Los valores p listados en la Tabla 3 indican que las ganancias de centrémero 8, centromero 9, 1923, 6p25,
7934, 17925 y 20913 loci, y la ganancia de 7934 en relaciéon con centrdmero 7 se producen en un porcentaje
significativamente mayor de células en muestras de melanoma que en las muestras normales. Ademas, la pérdida
de la 6p25, 8p22, 8924, 9p21, 17025, centrémero 6, y centrémero 10 loci, y la pérdida de 10923 (identificado usando
la sonda PTEN) con relacion al centromero 10, se producen en un porcentaje significativamente mayor de células
para muestras de melanoma que para las muestras normales. Sobre la base de VD, la ganancia de 20913 y
centromero 6 loci mostré el mayor nivel de discriminaciéon entre melanoma y nevos, teniendo ambos VD> 1. Del
mismo modo, la pérdida de 9p21, centrémero 6, y 17925 loci mostraron VD> 1.

[0079] En base a los datos de la Tabla 3, un subconjunto de las sondas se hibridé con secciones de tejido enteras y
se analizaron de la misma manera usando VD y los valores p para confirmar los datos recogidos en micromatrices
de tejidos. Como se ve en la Tabla 5, las sondas seleccionadas basadas en células con la ganancia de datos de
micromatrices del tejido tienen un rendimiento similar. Varias nuevas sondas se analizaron en las secciones de tejido
(conjunto de sondas VIl y VIII; Tabla 1). Las medias y las desviaciones estandar se calcularon para el melanoma y
se enumeran en la Tabla 5 para las secciones. Tabla 5 también muestra valores diarios y los valores de p,
cantidades que reflejan la capacidad de las sondas particulares o proporciones de sonda para diferenciar entre
melanoma y muestras normales. Los VDs y valores p eran consistentes en que los valores de p inferiores fueron
acompafiados por VDs mayores.

[0080] El valores p listados en la Tabla 5 indican que las ganancias de 1931, 6p25, 6423, 7934, 9p21, 11913, 17925,
20913, y la ganancia relativa de 6923 al centrémero 6 ocurren en un porcentaje significativamente mayor de células
para muestras de melanoma que para las muestras normales. En base al VD, ganancia de 6p25 mostré el mayor
nivel de discriminacion entre melanoma y nevos, teniendo un VD = 0,7.

Sensibilidades, especificidades y valores DFI de sonda Unica

[0081] Las sensibilidades, especificidades y valores DFI se calcularon para cada uno de las sondas hibridadas con
secciones en un rango de valores de corte y se enumeran en la parte superior de la Tabla 6. Para el melanoma en
comparacioén con los nevos, los mejores valores DFI (es decir, los valores mas bajos DFI) se obtuvieron de 6p25,
1931, 7934, 20q13 de menor a mayor DFI (Tabla 6). De estas sondas, ganancia de 6p25 se identific6 como el
rendimiento consistentemente mas alto por los diferentes métodos de evaluacion de rendimiento de la sonda Unica
incluidos los valores VD, los valores de p de las comparaciones de la prueba t de Student y prueba exacta de Fisher
de 2 colas, y los valores de DFI.

Andlisis de complementacién

[0082] Con el fin de determinar qué sondas funcionan mejor en combinacién, se llevé a cabo el andlisis de
complementacion. Sensibilidades, especificidades y valores DFI para discriminar el melanoma de nevos benignos se
calcularon para todas las posibles combinaciones de sonda de 1 a 4 sondas. Se analizaron las combinaciones de un
maximo de 4 sondas, ya que cuatro sondas se combinan facilmente en un conjunto de sonda multicolor adecuado
para su visualizacion a través del microscopio (etiquetas de emisién de luz visible). Datos resultantes de las
combinaciones de sondas de ejecucién superior se enumeran en la Tabla 6.

Curvas de operador de receptor

[0083] Diagramas ROC se generaron utilizando sensibilidades y especificidades calculadas en el rango de valor de
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corte examinado. Las curvas ROC para unos pocos ejemplos de mejores combinaciones de sondas de rendimiento,
segun lo establecen los valores mas bajos DFI en la Tabla 6, se representan en las figuras 2A, 2B y 2C. Curvas
ROC en las Figuras 2A, 2B y 2C ilustran las relaciones entre sensibilidad y especificidad para la deteccién de
muestras de melanoma en relacion con el grupo colectivo de muestras de nevos utilizando sondas que detectan
tanto la pérdida como la ganancia de loci. Curvas ROC para las 4 sondas individuales de mejor rendimiento se
representan con el fin de mostrar mejoras (complementacién) proporcionadas por combinaciones de sondas (Figura
2C). Las entradas de la tabla 6 corresponden al punto en cada curva que se encuentra mas cerca de la esquina
superior izquierda de la trama, (0,1). A partir de estas parcelas, o los datos de la Tabla 6, se puede observar que el
aumento de 6p25 se complementa con CEP® 10 delecion (0 sefiales/célula), ganancia de 11913, o ganancia de
6023 para discriminar entre melanoma y nevos benignos. Al poder proporcionar una unica sonda una DFI tan baja
como 0,2905 (6p25 ganancia), combinaciones de sondas deberian deseablemente proporcionar DFI <0,2905 para
merecer el gasto adicional de incluir sondas adicionales en el ensayo, y el tiempo afiadido requerido para enumerar
las sondas. Las curvas ROC en la Figura 2B representan combinaciones de dos sondas que pueden cada una
proporcionar DFI <0,2905, mientras que las combinaciones de tres sondas pueden proporcionar una DFI <0,2622
(Figura 2B), y la combinacion de cuatro sondas pueden proporcionar una DFI <0,1937 (Figura 2C).

[0084] La mejor combinacion global de la sonda se muestra en la Figura 2C. Las curvas ROC muestran que la
ganancia 6p25 se complementa por la relacién para 6923 al centromero 6 (comparacion de la curva ROC para la
ganancia 6p25 solo en la Figura 2A y la curva ROC para 6p25 en combinacién con la relacion de 6g23 al centrémero
6 en la Figura 2B), y ganancia 6p25 combinada con la relacion de 6g23 al centrémero 6 se complementa ademas
con ganancia 17925 (Figura 2C). La curva ROC correspondiente tiene un valor DFI = 0,1127 con una sensibilidad de
91% y una especificidad del 93%. La segunda mejor sonda en la Figura 2C es el conjunto de 6p25, la relacion de
60923 a centrémero 6, y ganancia 11q13. La curva ROC correspondiente tiene una DFI = 0,1257 con una sensibilidad
del 88% y especificidad del 97% (Tabla 6).

[0085] Al poder ser complicadas las mediciones de pérdida de locus por artefactos de truncamiento (secciones de
parafina) y solapamientos de sefial (cualquier preparacién de muestras), combinaciones de sondas que solo se
basan en la medicion de la ganancia de locus también se evaluaron. Los datos para el conjunto de cuatro sondas de
todas las ganancias incluyendo sondas de 6p25, 6423, relaciéon de 6923 a centromero 6, y 17925 se incluyen en la
Tabla 6 y un ejemplo de curva ROC se representan en la Figura 2C. La curva ROC correspondiente tiene una DFI =
0,1257 con una sensibilidad de 88% y especificidad del 97% (Tabla 6).

DETECCION DEL MELANOMA

[0086] Los conjuntos de sonda de cuatro colores 6p25, 1725, 6923, y CEP® 6; y 6p25, 623, CEP® 6 y 11q13
descritos en este estudio de seleccion de la sonda se puede utilizar para evaluar muestras de biopsia de piel de
parafina embebida de formol fijado para la presencia de células que tienen anomalias cromosémicas consistentes
con un diagnéstico de melanoma. Las muestras se preparan para la hibridacion FISH y se sujetan a la hibridacién
con el conjunto de sonda como se describe en el estudio de seleccion de la sonda. Las células de cada muestra se
evaluaron mediante la enumeracion de 20 a 200 células secuenciales, como se describe en el estudio de selecciéon
de la sonda. Muestras que demuestran porcentajes de células con r-ganancia de 6p25, 6p25 anormal, aumento de
17925 o una proporcién del numero total de 6923 al centrémero de 6 tipos de = 1,1 que son mayores que los puntos
de corte de 2,0%, 66%, 14% 0 26%, respectivamente, se consideran positivas para melanoma. Las muestras que
demuestran porcentajes de células con una r-ganancia de 6p25, 6p25 anormal, aumento de 11913 o una relacién
del nimero total de 6923 a sefales de centrémero 6 = 1,1 que son mayores que los puntos de corte de 2,0, 66%,
13% y 26%, respectivamente, estan considerados positivas para el melanoma. Los patrones de hibridacién para
otros conjuntos de sondas Utiles para la deteccion de melanoma se muestran en la Tabla 6.

Conjuntos de sondas adicionales

[0087] Conjuntos de sonda que pueden ser Utiles en la deteccidon del melanoma también pueden seleccionarse en
base a los valores de DFI, por ejemplo, menos de 0,15, a partir de estudios de CGH, supra.

[0088] Por lo tanto, otras combinaciones de sondas que se han encontrado para ser Utiles tienen dos sondas, en las
que las dos sondas son:

a) una sonda enumeradora de cromosoma 9 y una sonda a la subregiéon de cromosoma 9p21;

b) sondas para las subregiones del cromosoma 9p21 y 20q13;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 9p21;
d) una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 20q13;
€) una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda enumeradora de cromosoma 8;

f) sondas para las subregiones del cromosoma 20q13 y 6p25;

g) sondas a las subregiones del cromosoma 9p21 y 6p25;

h) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25;
i) una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 9p21;

j) sondas que se dirigen a las subregiones del cromosoma 9p21 y 17q25;

k) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 20q13;
I) sondas que se dirigen a las subregiones del cromosoma 9p21 y 7q34;
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m) sondas que se dirigen a las subregiones del cromosoma 9p21 y 1923
n) sondas que se dirigen a las subregiones del cromosoma 20q13 y 1923;y
0) una sonda enumeradora de cromosoma 9 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 20q13.

[0089] Combinaciones de sondas Utiles que tienen tres sondas son:

a) sondas para las subregiones del cromosoma 20q13, 9p21, 7q34 y;

b) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda que se dirige a la subregiéon cromosémica 20q13, y una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 9p21;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda enumeradora de cromosoma 8, y una sonda que se
dirige a la subregién de cromosoma 9p21;

d) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 7q34, y una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 9p21;

e) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda que se dirige a la subregién cromosémica 20g13, y una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25;

f) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la subregion cromosémica 20g13, y una
sonda que se dirige a la subregién cromosoma 9p21;

g) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la subregiéon cromosémica 20q13, y una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 9p21;

h) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda enumeradora de cromosoma 10, y una sonda que se
dirige a la subregién de cromosoma 9p21;

i) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda que se dirige a la subregidon cromosémica 6p25 y una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 9p21;y

j) tres sondas que se dirigen a las subregiones de cromosoma 9p21, 6p25, y 7q34.

[0090] Combinaciones de sondas utiles que tienen cuatro sondas son:

a) sondas para las subregiones del cromosoma 9p21, 6p25, 7934, 20q13y;

b) sondas para subregiones de cromosoma 123, 6p25, 7934, 20q13y;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 9p21, una
sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 20ql3, y una sonda que se dirige a las subregiones del
cromosoma 7q34; y

d) una sonda enumeradora de cromosoma 10, una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 9p21, una
sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 20913, y una sonda que se dirige a las subregiones del
cromosoma 7q34.

[0091] Por lo tanto, las combinaciones de sonda de al menos dos sondas incluyen:

a) una sonda enumeradora de cromosoma 9 y una sonda a la regiéon de cromosoma 9p;

b) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p y una sonda que se dirige a la region de cromosoma
20q;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 9p;

d) una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 20q;

e) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 20q y una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma
6p;

f) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p y una sonda que se dirige a la region de cromosoma 6p;
g) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 6p;

h) una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 9p;

i) una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 9p y una sonda que se dirige a la region de cromosoma
17q;

j) una sonda enumeradora de cromosoma 8 y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 20q;

k) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p y una sonda que se dirige a la region del cromosoma
7q;

I) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p y una sonda que se dirige a la region de cromosoma 1q;
m) una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 20q y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma
lag;y

n) una sonda enumeradora de cromosoma 9 y una sonda que se dirige a la region de cromosoma 20g.

[0092] Combinaciones de sonda de al menos tres sondas incluyen:

a) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 20qg, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p,
y una sonda que se dirige a la region de cromosoma 7q;

b) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 20q, y una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda enumeradora de cromosoma 8, y una sonda que se
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dirige a la region de cromosoma 9p;

d) una sonda enumeradora de cromosoma 9, una sonda que se dirige a la regidon de cromosoma 74, y una sonda
gue se dirige a la region de cromosoma 9p;

e) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 20q, y una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 6p;

f) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 20q, y una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p;

g) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 20q, y una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p;

h) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda enumeradora de cromosoma 10, y una sonda que se
dirige a la regién del cromosoma 9p;

i) una sonda enumeradora de cromosoma 8, una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 6p, y una sonda
gue se dirige a la region de cromosoma 9p; y

j) una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 6p, y
una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 7q.

[0093] Combinaciones de sonda de al menos cuatro sondas incluyen:

a) una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 9p, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 6p,
una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 7q, y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 20q;

b) una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 1q, una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 6p,
una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 7q, y una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 20q;

¢) una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p, una sonda
que se dirige a la regién de cromosoma 20q, y una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 7q; y

d) una sonda enumeradora de cromosoma 10, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 9p, una sonda
gue se dirige a la region de cromosoma 20q, y una sonda que se dirige a la region de cromosoma 7q.

Otras realizaciones
[0094] Se ha de entender que, aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la

descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invenciéon. Otros aspectos, ventajas, Yy
modificaciones de la invencién estan dentro del alcance de las reivindicaciones establecidas a continuacion.
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2. La muestra de nevo que figura en los micromatrices de tejidos (DE = desviacion estandar, VD = valor
discriminante)

Células con ganancia

Células con pérdida

Sefiales de sonda/célula
0 sonda 1/sonda 2

SONDA N | Ave. % | DE % | Ave. % | DE % | N° de | N° de
células con | células con | células células copias de | copia DE
ganancia ganancia con con locus Ave. | de

pérdida pérdida o relacién relacién

NTRK1 (1923) 29 | 4,80 6,85 36,95 20,81 | 1,69 0,25

RREBL1 (6p25) 31 | 3,20 5,34 30,65 11,73 | 1,74 0,16

CEP 6 22 | 8,60 7,52 49,57 1951 | 1,61 0,28

BRAF (7934) 22 | 6,16 5,42 49,34 18,18 | 1,59 0,22

CEP7 22 | 11,48 8,11 35,88 19,16 | 1,79 0,26

LPL (8p22) 23 | 27,93 14,73 16,92 10,99 | 2,26 0,36

MYC (8g24) 23 | 28,62 9,47 17,79 9,75 2,24 0,27

CEP 8 22 | 0,81 2,36 50,50 19,56 | 1,50 0,20

p16 (9p21) 31 | 3,84 4,99 33,82 10,07 | 1,73 0,21

CEP 9 22 | 0,84 1,84 45,53 16,69 | 1,55 0,17

PTEN (10g23) 29 | 5,97 6,71 43,42 17,96 | 1,64 0,24

CEP 10(conjunto 31 | 351 2,89 42,52 10,90 | 1,60 0,15

sonda 2) 29 | 595 8,05 47,58 18,23 | 1,61 0,28

CEP 10(conjunto 33 | 4,67 4,26 44,92 10,04 | 1,60 0,15

sonda 5) 31 | 3,40 6,14 29,22 10,50 | 1,75 0,16

CEP 10(avg. para 22 | 1,14 3,43 47,02 2464 | 154 0,26

conjunto 2 and 5) 23 | 20,29 10,77 19,17 7,40 1,01 0,09

TK1 (17925) 20913 29 | 19,13 9,72 16,05 7,16 1,03 0,11

LPUMYC 22 | 7,05 6,46 25,63 7,66 0,89 0,07

PTEN/CEP10 21 1,12 0,22

BRAF/CEP7 18 1,48 0,31

RREB1/CEP6* 18 1,49

LPL/CEP8* 22 0,24

MYC/CEP8* 1,13 0,18

p16/CEP9*

* Las relaciones son estimaciones basadas en sefiales de promedio por célula para cada sonda medida en

diferentes hibridaciones.
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6n estandar, VD = valor discriminante

Desviaci

Tabla 3. Casos de melanoma en micromatrices de tejido (DE
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Tabla 4. Conjunto de muestras de nevo en las secciones
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Tabla 5. Conjunto de muestra de melanoma en secciones
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REALIZACIONES DE LA DESCRIPCION
[0095]

1. Un método para detectar la presencia de células de melanoma en una muestra biolégica de un paciente,
comprendiendo el método:

a) poner en contacto la muestra con una combinacion de al menos dos sondas, donde las sondas se seleccionan
del grupo que consiste en una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda enumeradora de cromosoma 10,
una sonda que se dirige a la regidon de cromosoma 6p, una sonda que se dirige a la regién del cromosoma 6q,
una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 7q, una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 11q,
una sonda que se dirige a la region de cromosoma 17q, una sonda que se dirige a la regién de cromosoma 1q, y
una sonda que se dirige a las regiones de cromosoma 20q;

b) incubar cada sonda del conjunto con la muestra en condiciones en las que cada sonda se une selectivamente
con una secuencia de polinucle6tidos en su cromosoma o region diana cromosémica para formar un complejo de
hibridacion estable;

c¢) detectar el patron de hibridacién de la combinacion de sondas, en el que un patrén de hibridacién que muestra
al menos una ganancia o pérdida o desequilibrio en una regiéon cromosémica especifica por las sondas es
indicativo de melanoma.

2. El método de la realizacion 1, en el que la combinacién de al menos dos sondas tiene una diferencia de valor ideal
(DFI) de 0,29 o0 menos.

3. El método de la realizaciéon 1, en el que la combinacion de al menos dos sondas tiene un valor DFI de
aproximadamente 0,20 0 menos.

4. El método de la realizacion 1, en el que una de las sondas en la combinacién de al menos dos sondas es una
sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25.

5. El método de la realizacion 4, en el que una segunda sonda en la combinacion de al menos dos sondas se
selecciona del grupo que consiste de una sonda enumeradora de cromosoma 10, una sonda que se dirige a la
subregion 11q13, y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6¢23.

6. El método de la realizacion 1, en el que la combinacion es una combinacion de al menos tres sondas
seleccionadas de entre el grupo expuesto en la realizacion 1.

7. El procedimiento de la realizacion 6, en el que una de las tres sondas es una sonda que se dirige a la subregién
de cromosoma 6p25.

8. El método de la realizacion 7, en el que la combinacion de al menos tres sondas tiene dos sondas seleccionadas
de entre el grupo de dos sondas que consisten en:

a) una sonda de cromosoma 6923 que se dirige a la subregién y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

b) una sonda que se dirige a 1931 de la subregion de cromosoma y una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 17g25;

¢) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 11q13 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

d) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 11q13 y una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 17q25;

e) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 1725 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 1931 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 1g31 y una sonda que se dirige a la subregiéon de
cromosoma 11q13;

h) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 7g34 y una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 17g25;

i) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 2013 y una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 17q25;

j) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 2013 y una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 11q13;

k) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 20913 y una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 6g23;

I) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 1113 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

m) una sonda que se dirige a la subregioén de cromosoma 734 y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y
n) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 20g13 y una sonda enumeradora de cromosoma 10.
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9. El método de la realizacién 6, en el que la combinacién de al menos tres sondas tiene una sonda que se dirige a
la subregién de cromosoma 1931, una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 11913, y una sonda que se
dirige a las subregiones del cromosoma 17qg25.

10. El método de la realizacion 1, en el que la combinacién de sondas es una combinaciéon de al menos cuatro
sondas seleccionadas de entre el grupo expuesto en la Realizacion 1.

11. El método de la realizaciéon 10, en el que una de las cuatro sondas es una sonda para la subregién de
cromosoma 6p25.

12. El método de la realizacién 11, en el que ademas la combinacién de cuatro sondas tiene tres sondas
seleccionadas de entre el grupo de tres sondas que consisten en:

a) una sonda para la subregiéon de cromosoma 623, una sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda
enumeradora de cromosoma 10;

b) una sonda para la subregiéon de cromosoma 6g23, una sonda para la subregién de cromosoma 1113, y una
sonda enumeradora de cromosoma 6;

¢) una sonda para la subregion de cromosoma 1931, una sonda para la subregién de cromosoma 1113, y una
sonda para la subregion de cromosoma 17925;

d) una sonda para la subregiéon de cromosoma 6923, una sonda para la subregiéon de cromosoma 11qg13, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

€) una sonda para la subregion de cromosoma 6g23, una sonda para la subregién de cromosoma 1g31, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda para la subregién de cromosoma 1931, una sonda para la subregiéon de cromosoma 17¢25, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda para la subregién de cromosoma 17¢25, una sonda para la subregién de cromosoma 623, y una
sonda enumeradora de cromosoma 6;

h) una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una sonda para la subregién de cromosoma 6g23, y una
sonda enumeradora de cromosoma 6;

i) una sonda para la subregiéon de cromosoma 734, una sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una
sonda enumeradora de cromosoma 6;

j) una sonda para la subregiéon de cromosoma 7qg34, una sonda para la subregién de cromosoma 1931, y una
sonda para la subregion de cromosoma 17925;

k) una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una sonda para la subregiéon de cromosoma 131, y una
sonda para la subregion de cromosoma 17925;

I) una sonda para la subregiéon de cromosoma 734, una sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una
sonda para la subregién de cromosoma 17q25;

m) una sonda para la subregion de cromosoma 20g13, una sonda para la subregiéon de cromosoma 623, y una
sonda para la subregién de cromosoma 17q25;

n) una sonda para la subregiéon de cromosoma 734, una sonda para la subregién de cromosoma 1113, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

0) una sonda para la subregion de cromosoma 2013, una sonda para la subregiéon de cromosoma 11913, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

p) una sonda para la subregion de cromosoma 7q34, una sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una
sonda para la subregién de cromosoma 11q13;

g) una sonda para la subregién de cromosoma 20q13, una sonda para la subregién de cromosoma 17g25, y una
sonda para la subregién de cromosoma 11q13;

r) una sonda para la subregion de cromosoma 7qg34, una sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

s) una sonda para la subregién de cromosoma 20g13, una sonda para la subregién de cromosoma 17g25, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10;

t) una sonda para la subregién de cromosoma 7934, una sonda para la subregiéon de cromosoma 20g13, y una
sonda para la subregién de cromosoma 17q25;

u) una sonda para la subregion de cromosoma 6g23, una sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10; y

V) una sonda para la subregién de cromosoma 17925, una sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una
sonda enumeradora de cromosoma 10.

13. El método de la realizaciéon 10, en el que la combinaciéon de al menos cuatro sondas tiene una sonda para la
subregion de cromosoma 1725, una sonda para la subregion de cromosoma 734, una sonda para la subregion de
cromosoma 6q23, y una sonda enumeradora de cromosoma 6.

14. El método de la realizacién 1, en el que la muestra biolégica es una biopsia de piel.

15. El método de la realizacion 14, en el que la muestra bioldgica es una muestra embebida en parafina fijada con
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formalina.
16. El método de la realizacién 1, en el que las sondas se marcan con fluorescencia.

17. Un método para detectar la presencia o ausencia de células de melanoma en una muestra biolégica de un
paciente, comprendiendo el método:

a) poner en contacto la muestra con una combinacion de al menos dos sondas, donde las sondas se seleccionan
del grupo que consiste en una sonda enumeradora de cromosoma 6, una sonda enumeradora de cromosoma 10,
una sonda que se dirige a la regiéon de cromosoma 6p, una sonda que se dirige a regién de cromosoma 6q, una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 7q, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 11q, una
sonda que se dirige a la region de cromosoma 174, una sonda que se dirige a la region de cromosoma 1q, y una
sonda que se dirige a las regiones de cromosoma 20q;

b) incubar cada sonda del conjunto con la muestra en condiciones en las que cada sonda se une selectivamente
con una secuencia de polinucleétidos en su cromosoma o region diana cromosémica para formar un complejo de
hibridacion estable;

c) detectar y analizar el patrén de hibridacion de la combinacion de sondas para la presencia o ausencia de
melanoma.

18. Una combinacién de sondas que comprenden al menos dos sondas seleccionadas de entre el grupo expuesto
en la realizacién 1, en el que la combinacion de sondas tiene una diferencia de valor ideal (DFI) de menos de
aproximadamente 0,29 para el melanoma.

19. La combinacién de sondas de realizacion 18, en la que la combinacién de sondas tiene un valor DFI de menos
de aproximadamente 0,20.

20. La combinacién de sondas de realizacion 18, en la que las dos sondas se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una sonda para la subregién de cromosoma 6p25 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;
b) una sonda para la subregidon de cromosoma 6p25 y una sonda para las subregiones de cromosoma 11q13;y
¢) una sonda para la subregion de cromosoma 6p25 y una sonda para las subregiones de cromosoma 6q23.

21. Una combinacion de sondas que comprenden al menos tres sondas seleccionadas de entre el grupo expuesto
en la realizacion 1, en el que la combinacién de sondas tiene una diferencia de valor ideal (DFI) de menos de
aproximadamente 0,29 para el melanoma.

22. La combinacion de la realizacion 21, en la que las tres sondas se seleccionan del grupo de sondas que consiste
en:

a) una sonda que se dirige a las subregiones del cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 6023 y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

b) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 131 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 17g25;

c) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 1113 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

d) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 11913 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 17q25;

e) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 17¢25 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1g31 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1931 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 11q3;

h) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 131, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 11913 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 17q25;

i) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 734 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 17g25;

j) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 20¢13 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 17g25;

k) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 20qg13 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 11q13;

I) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 20913 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6q23;

m) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1113 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;
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n) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 734 y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y
0) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 20q13 y una sonda enumeradora de cromosoma 10.

23. Una combinacién de sondas que tiene cuatro sondas seleccionadas del grupo que se establece en la realizacién
1, en el que la combinacién de sondas tiene una diferencia de valor ideal (DFI) de menos de aproximadamente 0,29
para el melanoma.

24. La combinacién de la realizacion 23, en el que las cuatro sondas se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una sonda a subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6923, una sonda
enumeradora de cromosoma 6 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

b) una sonda para la subregidon de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6g23, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

¢) una sonda para la subregiéon de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 1931, una
sonda para la subregion de cromosoma 11913, y una sonda para la subregién de cromosoma 17qg25;

d) una sonda para las subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6¢23, una
sonda para la subregion de cromosoma 11913, y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y

€) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6923, una
sonda para la subregion de cromosoma 1g31, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda para las subregiones de cromosoma 6p25, la sonda para la subregiéon de cromosoma 1g31, una
sonda para la subregion de cromosoma 1725, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 1725, una
sonda para la subregion de cromosoma 623, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

h) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 2013, una
sonda para la subregion de cromosoma 623, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

i) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

j) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7qg34, una
sonda para la subregion de cromosoma 1g31, y una sonda para la subregion de cromosoma 17q25;

k) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 131, y una sonda para la subregion de cromosoma 17g25;

I) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 7934, una
sonda para la subregion de cromosoma 6423, y una sonda para la subregion de cromosoma 17g25;

m) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una sonda para la subregion de cromosoma 17q25;

n) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

0) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 2013, una
sonda para la subregion de cromosoma 11913, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

p) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 7g34, una
sonda para la subregion de cromosoma 17¢25, y una sonda para la subregion de cromosoma 11q13;

g) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 1725, y una sonda para la subregién de cromosoma 11q13;

r) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 7qg34, una
sonda para el la subregién de cromosoma 17g25, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

s) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

t) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 734, una
sonda para la subregion de cromosoma 20g13, y una sonda para la subregién de cromosoma 17qg25;

u) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 6¢23, una
sonda para la subregion de cromosoma 1725, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

V) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 17g25, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y

X) una sonda para la subregién de cromosoma 17g25, una sonda para la subregién de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 623, y una sonda enumeradora de cromosoma 6.

25. Una combinacion de dos sondas seleccionadas del grupo que consiste de una sonda enumeradora de
cromosoma 6, una sonda enumeradora de cromosoma 10, una sonda que se dirige a la regién cromosémica 6p, una
sonda que se dirige a la region cromosémica 6q, una sonda que se dirige a la regiobn cromosémica 7q, una sonda
gue se dirige a la region cromosémica 11q, una sonda que se dirige a la region cromosémica 17q, una sonda que se
dirige a la regién cromosdmica 1q, y una sonda que se dirige a las regiones cromosémicas 20q.

26. Una combinacion de tres sondas seleccionadas de entre el grupo expuesto en la realizacion 25.
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27. Una combinacion de cuatro sondas seleccionadas del grupo que se establece en modo de realizacion 25.

28. Un kit que comprende una combinacion de al menos dos sondas seleccionadas de entre el grupo expuesto en la
realizacién 1, en el que la combinacion de sondas tiene una diferencia de valor ideal (DFI) de menos de
aproximadamente 0,29 para el melanoma.

29. El kit de la forma de realizacion 28, en el que la combinacion de sondas tiene un valor DFI de menos de
aproximadamente 0,20.

30. El kit de la forma de realizacion 28, en el que las dos sondas se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una sonda para la subregién de cromosoma 6p25 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;
b) una sonda para la subregion de cromosoma 6p25 y una sonda para subregiones de cromosoma 11g13;y
¢) una sonda para la subregion de cromosoma 6p25 y una sonda para subregiones de cromosoma 6q23.

31. Un kit que comprende una combinaciéon de al menos tres sondas seleccionadas del grupo de sondas se
establece en la realizacion 1.

32. El kit de la forma de realizacion 31, en el que las tres sondas se seleccionan del grupo de sondas que consiste
en:

a) una sonda que se dirige a las subregiones del cromosoma 6p25 una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 6423 y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

b) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la
subregion de cromosoma 1931 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 17q25;

¢) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1113 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

d) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 11913 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 17q25;

e) una sonda que se dirige a la subregidon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 17g25 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1g31 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 131 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 11q13;

h) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 131, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 11913 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 17q25;

i) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 7934 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 17q25;

j) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 20¢13 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 17g25;

k) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 20¢13 y una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 11q13;

I) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregién de
cromosoma 20g13 y una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6q23;

m) una sonda que se dirige a la subregién de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 1113 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

n) una sonda que se dirige a la subregion de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 734 y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y

0) una sonda que se dirige a la subregiéon de cromosoma 6p25, una sonda que se dirige a la subregion de
cromosoma 20q13 y una sonda enumeradora de cromosoma 10.

33. Un kit que comprende una combinacion de al menos cuatro sondas seleccionadas del grupo de sondas
establecido en la realizacion 1.

34. El kit de la forma de realizacion 33, en el que las cuatro sondas se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6¢23, una
sonda enumeradora de cromosoma 6 y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

b) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregiéon de cromosoma 6q23, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

c) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregion de 1g31, una sonda para la
subregion de cromosoma 1113, y una sonda para la subregién de cromosoma 17q25;

d) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6923, una
sonda para la subregion de cromosoma 11913, y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y
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e) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25; una sonda para la subregién de cromosoma 6¢23, una
sonda para la subregion de cromosoma 131, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

f) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, la sonda para la subregién de cromosoma 1q31, una sonda
para la subregién de cromosoma 1725, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

g) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 1725, una
sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

h) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 20g13, una
sonda para la subregion de cromosoma 623, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

i) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 623, y una sonda enumeradora de cromosoma 6;

j) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 7qg34, una
sonda para la subregion de cromosoma 1g31, y una sonda para la subregion de cromosoma 17qg25;

k) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 1g31, y una sonda para la subregion de cromosoma 17q25;

I) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 6423, y una sonda para la subregion de cromosoma 17g25;

m) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 6423, y una sonda para la subregion de cromosoma 17g25;

n) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7q34, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

0) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

p) una sonda para subregiones cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7q34, una sonda
para la subregién de cromosoma 17¢25, y una sonda para la subregion de cromosoma 11q13;

g) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregion de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una sonda para la subregién de cromosoma 11q13;

r) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 7g34, una
sonda para la subregion de cromosoma 1725, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

s) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 20q13, una
sonda para la subregion de cromosoma 1725, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

t) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 734, una
sonda para la subregion de cromosoma 20g13, y una sonda para la subregién de cromosoma 17qg25;

u) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregién de cromosoma 6¢23, una
sonda para la subregion de cromosoma 17g25, y una sonda enumeradora de cromosoma 10;

V) una sonda para subregiones de cromosoma 6p25, una sonda para la subregiéon de cromosoma 17g25, una
sonda para la subregion de cromosoma 1113, y una sonda enumeradora de cromosoma 10; y

X) una sonda para la subregién de cromosoma 17g25, una sonda para la subregién de cromosoma 7g34, una
sonda para la subregion de cromosoma 6g23, y una sonda enumeradora de cromosoma 6.

35. Un kit que contiene un conjunto de la sonda para el diagnéstico de melanoma, en el que el conjunto de sondas
es una combinacion de dos sondas seleccionada del grupo de sondas que consta de una sonda enumeradora de
cromosoma 6, una sonda enumeradora de cromosoma 10, una sonda que se dirige a la regién del cromosoma 6p,
una sonda que se dirige a la region cromosémica 6q, una sonda que se dirige a la regidon cromosémica 7q, una
sonda que se dirige a la region cromosémica 11g, una sonda que se dirige a la region del cromosoma 17q, una
sonda que se dirige a la region cromosémica 1q, y una sonda que se dirige a las regiones cromosomicas 20qg.

36. Un kit que contiene un conjunto de sondas para el diagndstico de melanoma, en el que el conjunto de sonda es
una combinacion de tres sondas seleccionadas del grupo de sondas establecido en modo de realizacion 35.

37. Un kit que contiene un conjunto de la sonda para el diagnéstico de melanoma, en el que el conjunto de sondas
es una combinacion de cuatro sondas seleccionadas del grupo de sondas establecidos en modo de realizacién 35.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

Una combinacién de sondas que comprende al menos cuatro sondas, en la que dicha combinaciéon de
sondas comprende una enumeradora de cromosoma 6, una sonda que se dirige a la regién de cromosoma
6p, una sonda que se dirige a la region cromosémica 6q y una sonda que se dirige a la regiéon del
cromosoma 11q, en la que la combinaciéon de al menos cuatro sondas tiene una diferencia de valor ideal
(DFI) de menos de 0,29 para el melanoma, en el que DFI se calcula como [(1-sensibilidad)? + (1-
especificidad)?]'/2,

Un método para detectar la presencia de células de melanoma en una muestra bioldégica de un paciente,
comprendiendo el método:

a) contacto de la muestra con la combinacion de sondas de la reivindicacion 1;

b) incubar cada sonda de la combinacién con la muestra en condiciones en las que cada sonda se
une selectivamente con una secuencia de polinucleétidos en su cromosoma o region diana
cromosoémica para formar un complejo de hibridacién estable; y

c) detectar el patron de hibridacion de la combinacién de sondas, en el que un patrén de hibridacion
que muestra al menos una ganancia o pérdida o desequilibrio en una regiébn cromosémica
especifica por las sondas es indicativo de melanoma.

La combinacién de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que la sonda que
se dirige a la regién cromosomica 6p se dirige a la subregién de cromosoma 6p25.

La combinacion de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que la sonda que
se dirige a la regidon cromosomica 623 se dirige a la subregién de cromosoma 64.

La combinacion de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacién 2, en el que la sonda que
se dirige a la regiéon cromosomica 11q se dirige a la subregiéon de cromosoma 11q13.

La combinacion de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que la
combinacion de sondas comprende una sonda que se dirige a la subregion 11g13, y una sonda que se
dirige a la subregion de cromosoma 6¢23.

La combinacion de sondas o el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 4, en el que la
combinacién de sondas comprende una sonda que se dirige a 623 de la subregiéon de cromosoma y una
sonda enumeradora de cromosoma 6.

La combinacion de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que la
combinacion de sondas comprende una sonda para la subregion de cromosoma 6923, una sonda para la
subregion de cromosoma 11g13, y una sonda enumeradora de cromosoma 6.

El método de la reivindicacién 2, en el que la muestra biolégica es una biopsia de piel, opcionalmente una
muestra embebida en parafina fijada con formalina.

La combinacién de sondas de la reivindicacion 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que las sondas se
marcan con fluorescencia.

La combinacion de sondas de la reivindicaciéon 1 o el método de la reivindicacion 2, en el que dicha
combinacién de sondas tiene cuatro sondas.

Un kit que comprende cualquiera de las combinaciones de sondas se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 1-11

36



ES 2618 858 T3

Vi "Old

BRWDSOWERIT Op JOpaUDIuDT

009 005 0ov 00t 00z

yA%
Z
1
2

5.

e

u.

ZZICOLBIBL LI OLGLPL EL 2F L OF 6 @ Z © ©§& ¥

SBLWOSOWOJID 8p JOPauauod sA epipiad B aluay) PEPIANISUSS
:sepepiubiew se|] sepol eied BWOUBAW ap HOD SO1EQ

3

z !

BWOR0WOID

0000

0040

00Z'0

00E0

00¥'0

0050

FEPIAIISUSS

37



ES 2618 858 T3

g} "old

SELOSOLIOIS 8D Jopausiunn

000

=800

010

S0

0z'0

T

3
0e'0

Se0

ZIZ0z6I8LLLOLGL ML ELZL UL OL 6 8 L B §

ELIOSOWO0ID 8P JOPaUaIu0Dd SA EIDUBUED BIBdD DEPIAMNISUSS
:sapepiubiew S| SEPO! BJBd BWOUEBW ap HOD sole(

v

< T "

BlWosowad]

PEpIANISUSS

38



ES 2618 858 T3

al "oid

SEWOSCWOID 8p JOPBUAIUDD

noe 008

00€ 00z 00t

0o¥
- .| B
.
|

L]

5
*
.

000
200
¥00
800
800
0L0

o

Yo
210

810

ZZIz06l8L b OLGLPLEL 2L LL OL B 8 L © S ¥ €

ELUOSOWOIT 8P S9J0POUDIUCD SA URIDEDjdLUE
esed pepyqisuas sepepiubiew se| sepo) eied BWOUBAW 8p HO D S01B(

Z b
IEWOS0WOID

0z'0

PEPIAISUSS

39



ES 2618 858 T3

Curvas ROC para sondas dnicas
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FIG. 24
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Curvas ROC para combinaciones de dos y tres sondas
ROC (mejor sensibilidad a cada especificidad)
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FIG. 2B
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Curvas ROC para combinaciones de cuatro sondas.
ROC (mejor sensibilidad para cada especificidad)
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FIG. 2C
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