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DESCRIPCION
Métodos y sondas para detectar cancer de eséfago
Antecedentes de la invencion

Se calcula que habra 14.250 casos nuevos y aproximadamente 13.300 muertes de cancer de eséfago en Estados
Unidos durante 2004. Aproximadamente 80% de estos tumores seran adenocarcinoma de esofago (AE) y el 20%
restante sera carcinoma de células escamosas. Se cree que la mayoria, si no todos, los AE aparecen en pacientes
con esoéfago de Barret (EB), una afeccién preneoplasica causada por metaplasia de la mucosa escamosa normal del
esofago distal, en mucosa intestinal especializada que contiene células calciformes. El EB es causado por la
enfermedad de reflujo gastroesofagico cronica (ERGE), un trastorno que afecta a mas de 20 millones de americanos
diariamente. De seis a catorce porciento de las personas con ERGE croénico desarrollaran EB. La incidencia del AE
en pacientes con EB se ha descrito que es aproximadamente de 0,5%-1,0% por afio y el riesgo de cancer durante la
vida para los pacientes con EB es aproximadamente 5%.

Las etapas histoldgicas que conducen al adenocarcinoma de eséfago en pacientes con EB son las siguientes: 1)
metaplasia intestinal (MI) del epitelio escamoso estratificado normal, 2) displasia de bajo grado (DBG), 3) displasia
de alto grado (DAG), y 4) AE. Los pacientes a los que se ha diagnosticado EB deberian someterse a una vigilancia
regular del desarrollo de lesiones neoplasicas, que incluyen DBG, DAG y AE. Los pacientes con AE y DAG se deben
tratar de forma agresiva con esofagectomia distal o terapias desarrolladas mas recientemente tales como terapia
fotodinamica u otras técnicas ablativas para prevenir el avance a la enfermedad metastasica e incurable. Los
pacientes con DBG estan en riesgo de avanzar a la DAG y por lo tanto requieren una vigilancia regular, pero no
esofagectomia. La supervivencia global a 5 afios para pacientes con AE es solo de 20%. Seran necesaria la
deteccion temprana y precisa y el tratamiento de los precursores neoplasicos del AE (es decir, Ml, DBG y DAG) para
que haya un aumento de la tasa de supervivencia de pacientes con neoplasia asociada al EB.

Los resultados histologicos se consideran actualmente el patron referencial para determinar si un paciente tiene
displasia y/o AE. Actualmente se recomienda vigilar en los pacientes con EB el desarrollo de DAG y AE, llevando a
cabo examenes endoscopicos del eséfago con regularidad y obteniendo biopsias en cuatro cuadrantes de cada 1-2
cm de esdéfago afectado. Sin embargo, esta recomendacion con frecuencia no se sigue, debido principalmente al
periodo de tiempo prolongado necesario para llevar a cabo este procedimiento, en especial en paciente con EB de
segmento largo. Los problemas asociados con el uso de biopsias para la vigilancia de los pacientes de Barrett para
el desarrollo de neoplasia incluyen: 1) muestra limitada de la mucosa afectada, 2) imposibilidad de tomar biopsias en
cuatro cuadrantes cada 1-2 cm, y 3) mala reproducibilidad entre observadores patélogos para el diagndstico de la
DBG y la DAG. Se ha calculado que los protocolos de vigilancia endoscépica que usan las biopsias en cuatro
cuadrantes cada cm solo toman muestra de aproximadamente 1-2% de la mucosa afectada. Esta toma de muestras
limitada puede conducir a resultados de patologia falsos negativos o a la subestimacion (p. ej., resultados de
patologia que muestran solo Ml o DBG en un paciente que tiene DAG o AE). Por lo tanto, hay una necesidad de
métodos y composiciones mejorados para distinguir las muestras de pacientes con DAG y AE de DBG + MI + normal
y DBG de normal + MI.

Resumen de la invencion

Un objeto de la invencion es proporcionar un método para el cribado del carcinoma de esofago o lesion precursora.
El método implica el uso de la hibridaciéon in situ para detectar anomalias cromosémicas asociadas con un
carcinoma de esofago o lesion precursora. En este método, un conjunto de sondas de acido nucleico marcadas se
hibridan con células del eséfago en una muestra, para detectar selectivamente un carcinoma de eséfago y/o lesion
precursora en la muestra. Después se evalla el patrén de hibridacion de las sondas y después se correlaciona con
la presencia o ausencia de un carcinoma de eso6fago y/o lesidon precursora.

La presente invencion describe un método para determinar la evolucion histolégica de normal a un adenocarcinoma
de esdfago segun la reivindicacion 1.

Se describe un conjunto de sondas de acido nucleico para usar en el método de la presente invencion. El conjunto
de sondas se caracteriza por la capacidad para detectar selectivamente un carcinoma de eséfago y/o lesion
precursora en la muestra biolégica. El conjunto comprende sondas cromosdmicas complementarias a regiones diana
que llevan anomalias cromosémicas asociadas con la displasia de bajo grado (DBG) o la displasia de alto grado
(DAG) vy el adenocarcinoma de eséfago (AE). Se pueden usar conjuntos de multisondas no solo para detectar la
DBG, DAG y AE, sino también para distinguir DAG + AE de DBG + normal + Ml y DBG de normal + MI.

Las sondas adecuadas para usar junto con la presente invencién incluyen sondas identificadoras especificas de
locus y sondas de recuento de cromosomas. Un conjunto de sondas de la presente invencion puede comprender
sondas cromosomicas seleccionadas del grupo que consiste en una sonda especifica del locus 8924.12-13, una
sonda especifica del locus 7p12, una sonda especifica del locus 17q11.2-12, una sonda especifica del locus 20q13,
una sonda de recuento del cromosoma 9, una sonda de recuento del cromosoma 7, una sonda especifica del locus
5g21-22, una sonda especifica del locus 5p15, una sonda especifica del locus 17p13.1, una sonda de recuento del
cromosoma 17, y una sonda especifica del locus 9p21. El conjunto de sondas puede comprender ademas una
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sonda de recuento del cromosoma Y.

Las combinaciones de sondas individuales dentro de un conjunto de sondas de la presente invencion deben elegirse
para sensibilidad y especificidad combinadas cuando se usan en los métodos de la presente invencion. Deben
elegirse las sondas cromosomicas que detectan las pérdidas o ganancias cromosémicas mas frecuentes asociadas
con un carcinoma y/o displasia de esé6fago, asi como sondas que se complementan una con otro basandose en la
sensibilidad, especificidad y detectabilidad. En esta invencion, los conjuntos de sondas elegidos para la identificacion
de la DBG tendran valores de DFI que son como maximo aproximadamente 0,7. Los conjuntos de sondas elegidos
para la identificacion de DAG+AE tendran valores de DFI que son como maximo aproximadamente 0,5. En cualquier
caso, los valores de DFI menores de 0,5 normalmente proporcionaran mejores resultados, mientras que valores de
DFI de como maximo aproximadamente 0,35 normalmente proporcionaran incluso mejores resultados.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B muestran los porcentajes medios de células que presentan ganancia o pérdida de locus,
respectivamente, para cada categoria histolégica.

La figura 2 muestra curvas ROC que ilustran las relaciones entre sensibilidad y especificidad para detectar muestras
de AE mas DAG con respecto al grupo colectivo de muestras normales, Ml y DBG para cuatro posibles
combinaciones de sondas diferentes.

La figura 3 muestra curvas ROC que ilustran las relaciones entre sensibilidad y especificidad para detectar muestras
de DBG con respecto al grupo colectivo de muestras normales + MI para posibles combinaciones de sondas
diferentes.

La figura 4 muestra curvas ROC que ilustran las relaciones entre sensibilidad y especificidad para detectar
individualmente muestras de AE, DAG, DBG y AE + DAG con respecto a muestras normales, asi como para detectar
muestras de AE + DAG con respecto a muestras normales + Ml + DBG, asi como muestras de DBG respecto a
normales + MI, para un conjunto de sondas de 8924.12-13, 9p21, 17q11.2-12 'y 20q13.

La figura 5 muestra el método usado para llevar a cabo un recuento de 100 células.
Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que conjuntos de multisondas individuales son
capaces de detectar un carcinoma de eséfago o lesion precursora con alta sensibilidad y especificidad. La presente
invencion incluye composiciones y métodos para usar dichos conjuntos de sondas que comprenden sondas
cromosomicas complementarias a regiones diana que llevan anomalias cromosdmicas en la displasia de bajo grado
(DBG), la displasia de alto grado (DAG) o el adenocarcinoma de esofago (AE). Los conjuntos de multisondas
individuales de la presente invencidén proporcionan mayores sensibilidades y especificidades que las sondas
individuales, y por lo tanto, las sondas dentro de cada conjunto comprenden colectivamente un mejor indicador de
un carcinoma de eso6fago o lesion precursora que cada sonda individual contenida dentro del conjunto. Un conjunto
de sondas de la presente invencidn proporciona una distincion precisa de displasia y/o adenocarcinoma. Antes de la
presente invencion, no se habian descrito conjuntos de sondas con la capacidad para detectar selectivamente el
carcinoma de esdéfago o lesiones precursoras con alta especificidad y sensibilidad.

La presente invencién también se basa en parte en el descubrimiento de que los conjuntos de multisondas
individuales se pueden usar no solo para detectar la DBG, DAG y AE, sino también para discriminar la DAG y AE de
la DBG + MI + normal, asi como la BDG de Ml y normal. Los métodos y conjuntos de sondas de la presente
invencion permiten una deteccion temprana y precisa del AE y/o precursores neoplasicos. La discriminacion es una
herramienta importante para determinar el tratamiento adecuado y prevenir el avance de la enfermedad a un estado
incurable (véase Antecedentes de la invencion).

La expresion “carcinoma de eso6fago” en el contexto de la presente invencion se pretende que incluya el carcinoma
intramucoso y adenocarcinoma de esofago o cancer de eséfago. La expresion “lesion precursora” se pretende que
incluya la displasia de bajo y alto grado determinada por analisis histologico. La expresion “region diana” o “acido
nucleico diana” se refiere a una secuencia de nucleétidos que reside en una posicién cromosomica especifica, cuya
pérdida o ganancia es indicativa de la presencia de un carcinoma de eso6fago y/o lesién precursora. La “region diana”
o “acido nucleico diana” es reconocido especificamente por una sonda de la presente invencién e hibrida con la
misma en el método de la presente invencion.

Sondas cromosémicas

Las sondas de la presente invencién son para usar en conjunto con la tecnologia de hibridacion in situ, o mas
preferiblemente la tecnologia de hibridacion fluorescente in situ (FISH), cuyos métodos son bien conocidos en la
técnica. En esta tecnologia, se hibridan sondas de acido nucleico marcadas in situ con sus respectivos acidos
nucleicos complementarios diana en una muestra biolégica en la que se desea la identificacion de la presencia o
ausencia de un carcinoma de eséfago o lesion precursora. Después la posterior deteccion de las sondas en la
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muestra se correlaciona con un diagnéstico clinico de displasia o cancer en el sujeto.

La expresion “sonda cromosomica” o “composicion de sonda cromosomica’ se pretende que signifique un
polinucledtido o una mezcla de polinucleétidos con la capacidad para hibridar especificamente con una region de
cromosoma. La region de cromosoma, también denominada la diana de la sonda, puede variar en longitud de una
sonda a otra, estando tipicamente en el intervalo de aproximadamente 70.000 nucledtidos a aproximadamente
800.000 nucleostidos, aunque se han detectado dianas de sondas tan pequefios como varios miles de nucleétidos, y
algunas dianas de sondas que incluyen dianas de secuencia repetitivas pueden tener un tamafo de varias
megabases. Las sondas cromosémicas a menudo estan compuestas de fragmentos de polinucledtidos que varian
en tamafo de aproximadamente 50 a aproximadamente 1.000 nucleétidos de longitud, y solo estan restringidas por
su capacidad para detectar especificamente una region de interés. Los dinas de las sondas especificas de locus
comprenden preferiblemente al menos 100.000 nucleétidos. Una sonda cromosémica de la presente invencion se ha
combinado o asociado con restos individuales que permiten la deteccion.

Las sondas adecuadas para usar junto con la presente invencién incluyen sondas identificadoras especificas de
locus y sondas de recuento cromosomico. Una sonda especifica de locus para hibridacion in situ reconoce y se une
a un locus no repetitivo especifico cuya aberracion genética esta correlacionada con el AE y/o displasia. La sonda se
puede dirigir a regiones codificantes o no codificantes, o ambas, incluyendo exones, intrones y/o secuencias
reguladoras que controlan la expresion de genes o procesamiento de productos génicos de una region diana.
Cuando se desea el direccionamiento a un locus de gen particular, se prefieren las sondas que hibridan a lo largo de
toda la longitud del gen objetivo, aunque no es necesario. Para células de una muestra dada con respecto a las de
un control, aumentos o disminuciones en el nimero de sefiales para una sonda indican una ganancia o pérdida,
respectivamente, para la region correspondiente. Aunque no se requiere, una sonda especifica de locus puede
incluir un oncogén o gen supresor de tumor, cuya aberracion genética esta correlacionada con un carcinoma de
esofago o displasia. Las sondas, que hibridan con regiones que comprenden dichas locus, incluyen, por ejemplo,
8924.12-13, 9p21, 17911.2-12, y 20913, que hibridan respectivamente con C-MYC, P16 (un gen supresor de tumor),
HER?2 (un oncogén), y ZNF217 (también un oncogén). Otras sondas especificas de locus de la presente invencion
pueden incluir, por ejemplo, una sonda especifica del locus 17p13.1 (P53), una sonda especifica del locus 7p12
(EGFR), una sonda especifica del locus 5921-22 (APC), y una sonda especifica del locus 5p15.

Una sonda de recuento de cromosomas es cualquier sonda que puede contar el nimero de cromosomas especificos
en una célula. Una sonda de recuento de cromosomas tipicamente reconoce y se une a una region cerca
(denominada “pericentromérica”) o en el centromero de un cromosoma especifico, tipicamente una secuencia de
ADN repetitiva. El recuento de cromosomas es posible en este caso puesto que la pérdida de una region
centromérica siempre conduce a la pérdida del cromosoma entero. La eliminacion o la amplificacion de una regién
cromosomica particular, se puede diferenciar de la pérdida o ganancia del cromosoma completo (aneusomia), dentro
del cual se encuentra normalmente, comparando el numero de sefiales que corresponden al locus particular
(numero de copias) con el numero de sefiales de FISH para el centromero correspondiente. Un método para hacer
esta comparacion es dividir el numero de sefales que representan el locus entre el numero de sefales que
representan el centrémero. Las relaciones menores de uno indican la eliminacion del locus, y las relaciones mayores
de uno indican la ganancia del locus. Del mismo modo, se puede realizar la comparacion entre dos locus diferentes
en el mismo cromosoma, por ejemplo, en dos brazos diferentes del cromosoma, para indicar ganancias o pérdidas
desequilibradas dentro del cromosoma. En lugar de una sonda centromérica para un cromosoma, un experto en la
técnica reconocera que se puede usar alternativamente una sonda para un brazo cromosomico para estimar la
pérdida o ganancia total de cromosomas. Sin embargo, dichas sondas no son tan precisas en el recuento de
cromosomas, ya que la pérdida de sefiales para dichas sondas puede no indicar siempre una pérdida de los
cromosomas completos. Ejemplos de sondas de recuento de cromosomas incluyen sondas CEP® (p. €j., las sondas
CEP 12y X/Y) disponibles en el mercado en Vysis, Inc., Downers Grove, IL.

Un conjunto de sondas de la presente invencion puede comprender sondas cromosémicas seleccionadas del grupo
que consiste en una sonda especifica del locus 89g24.12-13, una sonda especifica del locus 7p12, una sonda
especifica del locus 17911.2-12, una sonda especifica del locus 20q13, una sonda de recuento cromosémico para el
cromosoma 9, una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7, una sonda especifica del locus 5921-22,
una sonda especifica del locus 5p15, una sonda especifica del locus 17p13.1, una sonda de recuento cromosémico
para el cromosoma 17 y una sonda especifica del locus 9p21. El conjunto de sondas puede comprender ademas
una sonda de recuento cromosomico para el cromosoma Y. En una realizacion preferida, el conjunto puede
comprender una sonda especifica del locus 20q13, una sonda especifica del locus 17g11.2-12, una sonda especifica
del locus 9p21 y una sonda especifica del locus 8q24.12-13.

Las sondas individuales que aparecen habitualmente en conjuntos de sondas que son capaces de distinguir la DBG
de MI + normal, incluyen una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7, una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma Y, y una sonda especifica del locus 9p21. Las sondas individuales que aparecen
habitualmente en conjuntos de sondas que son capaces de distinguir la DAG y AE de DBG + normal + MI, incluyen
una sonda especifica del locus 5p15, una sonda especifica del locus 8q24.12-13, una sonda especifica del locus
7p12, una sonda especifica del locus 5921-22, una sonda especifica del locus 9p21, una sonda de recuento
cromosémico para el cromosoma 17, una sonda de recuento para el cromosoma 9, una sonda especifica del locus
17p13.1, una sonda especifica del locus 17q11.2-12 y una sonda especifica del locus 20q13.
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Un conjunto de sondas capaz de detectar DBG y/o distinguir DBG de MI + normal puede comprender una a) una
sonda especifica del locus 9p21; b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 9; y c) una sonda de
recuento cromosémico para el cromosoma 7. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 9p21;
b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7; y c) una sonda especifica del locus 5g21-22. El
conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 9p21; b) una sonda de recuento cromosoémico para el
cromosoma 7; y ¢) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del
locus 17911.2-12; b) una sonda especifica del locus 9p21; y c) una sonda de recuento cromosomico para el
cromosoma 7. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda especifica del
locus 9p21; y c) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 9p21; b) una sonda especifica del locus 7p12; y c) una sonda de recuento cromosémico
para el cromosoma 7. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 9p21; b) una sonda de
recuento cromosomico para el cromosoma 17; y c) una sonda de recuento cromosomico para el cromosoma 7. El
conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 9p21; b) una sonda de recuento cromosomico para el
cromosoma 7; y ¢) una sonda de recuento cromosomico para el cromosoma 9. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus 9p21; y c¢) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma 7. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 8q24.12-13; b)
una sonda especifica del locus 9p21; y ¢) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7. Cualquiera de
los conjuntos capaces de detectar la DBG y/o distinguir la DBG de MI, puede comprender ademas una sonda de
recuento cromosomico para el cromosoma Y.

Un conjunto de sondas capaz de detectar la DAG/AE y/o distinguir DAG/AE de DBG + MI + normal puede
comprender a) una sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 9;
c) una sonda especifica del locus 7p12; y d) una sonda especifica del locus 5921-22. El conjunto puede comprender
a) una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 9; c) una
sonda especifica del locus 17q11.2-12; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a)
una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus 20q13; c) una sonda especifica del locus
17911.2-12; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma 9; b) una sonda especifica del locus 8g24.12-13; c) una sonda especifica del locus
7p12; y d) una sonda especifica del locus 5g21-22. El conjunto puede comprender a) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma 9; b) una sonda especifica del locus 7p12; ¢) una sonda especifica del locus 5p15;
y d) una sonda especifica del locus 5921-22. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus
17p13.1; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; ¢) una sonda especifica del locus 5p15; y d) una sonda
especifica del locus 5q21-22. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una
sonda especifica del locus 20g13; c) una sonda especifica del locus 17911.2-12; y d) una sonda especifica del locus
9p21. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus
17911.2-12; c) una sonda de recuento cromosoémico para el cromosoma 17; y d) una sonda especifica del locus
5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus
17911.2-12; c) una sonda especifica del locus 8g24.12-13; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto
puede comprender a) una sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una
region especifica del locus 7p12; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda especifica del locus 17911.2-12; c) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma 7; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda especifica del locus 17911.2-12; c) una sonda especifica del locus
8qg24.12-13; y d) una sonda especifica del locus 5p15. Preferiblemente, el conjunto puede comprender a) una sonda
especifica del locus 20q13; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 9p21; y
d) una sonda especifica del locus 8924.12-13. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus
17p13.1; b) una sonda especifica del locus 20q13; c) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; y d) una sonda
especifica del locus 9p21. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda
especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 7p12; y d) una sonda especifica del locus 5p15.
El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda especifica del locus 17g11.2-
12; c) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El
conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20q13; b) una sonda especifica del locus 7p12; c) una
sonda especifica del locus 5q21-22; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 17p13.1; b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 17; ¢) una sonda
especifica del locus 17q11.2-12; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una
sonda para el cromosoma 17; b) una sonda especifica del locus 20q13; c) una sonda especifica del locus 17q11.2-
12; y d) una sonda especifica del locus 9p21. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus
17p13.1; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 9p21; y d) una sonda
especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda
especifica del locus 17q11.2-12; y c¢) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una
sonda especifica del locus 20g13; b) una sonda especifica del locus 17911.2-12; c) una sonda especifica del locus
5p15; y d) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma Y. El conjunto puede comprender a) una sonda
especifica del locus 20q13; b) una sonda especifica del locus 17g11.2-12; c) una sonda de recuento cromosémico
para el cromosoma 17; y d) una sonda especifica del locus 9p21. El conjunto puede comprender a) una sonda
especifica del locus 20q13; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 9p21; y
d) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 9. El conjunto puede comprender a) una sonda
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especifica del locus 20q13; b) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 9p21; y
d) una sonda especifica del locus 5q21-22. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus
17p13.1; b) una sonda especifica del locus 20g13; c) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 17; y
d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20q13; b)
una sonda especifica del locus 17g11.2-12; c) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 17; y d) una
sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 20q13; b) una
sonda especifica del locus 17q11.2-12; c) una sonda especifica del locus 5921-22; y d) una sonda especifica del
locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del locus 17q11.2-12; b) una sonda especifica
del locus 17p13.1; c) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 17; d) una sonda especifica del locus
9p21; y e) una sonda especifica del locus 8q24.12-13. El conjunto puede comprender a) una sonda especifica del
locus 17911.2-12; b) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 9; c) una sonda especifica del locus
5q21-22; y d) una sonda especifica del locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma 17; b) una sonda especifica del locus 17911.2-12; y c) una sonda especifica del
locus 5p15. El conjunto puede comprender a) una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 17; b) una
sonda especifica del locus 17911.2-12; c) una sonda especifica del locus 5p15; y d) una sonda de recuento
cromosomico para el cromosoma Y.

Las sondas de recuento de cromosomas y las sondas identificadoras especificas de locus se pueden obtener en el
mercado de Vysis, Inc. (Downers Grove, IL), Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR), o Cytocell (Oxfordshire, Reino
Unido). Dichas sondas también se pueden preparar usando métodos convencionales, que son conocidos en la
técnica. Las sondas cromosomicas se pueden preparar, por ejemplo, a partir de acidos nucleicos peptidicos (PNA),
o a partir de ADN humano clonado, tal como plasmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y cromosomas
artificiales P1 (PAC) que contienen insertos de secuencias de ADN humano. Una region de interés se puede obtener
por la amplificacion por PCR o clonacién. Alternativamente, las sondas cromosomicas se pueden preparar
sintéticamente.

La deteccion de sondas se puede llevar a cabo por cualquiera de una serie de métodos, que son conocidos en la
técnica, siempre y cuando después de la hibridacion cada sonda dentro de un conjunto se pueda distinguir de otra.
Los restos que contienen marcadores pueden estar asociados directa o indirectamente con sondas cromosémicas.
La expresion "resto que contiene marcador" o "resto de deteccidon" se refiere en general a un grupo o grupos
moleculares asociados con una sonda cromosomica, ya sea directa o indirectamente, lo que permite la deteccion de
esa sonda después de hibridaciéon con su diana. Se deben elegir diferentes restos que contienen marcadores para
cada sonda individual dentro de un conjunto particular, de forma que cada sonda hibridada se pueda distinguir
visualmente de las otras tras la deteccion. Preferiblemente, se emplea la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y las
sondas cromosomicas estan marcadas con restos que contienen distintos marcadores fluorescentes. Los
fluoréforos, moléculas organicas que emiten fluorescencia después de irradiacion a una longitud de onda particular,
pueden estar unidos directamente a las sondas cromosémicas. Se prefieren las sondas de FISH con marcado
directo, ya que requieren menos tiempo de procesamiento que las sondas con marcado indirecto. Ademas, el gran
numero de fluoréforos que existen permite una visualizacion sencilla de muchas sondas diferentes dentro de la
misma muestra. Esta disponible en el mercado un gran numero de fluoréforos en formas reactivas susceptibles de
marcar ADN que contienen grupos amina alifaticos.

La union de fluoréforos a sondas de acido nucleico es bien conocida en la técnica y se puede llevar a cabo mediante
cualquier medio disponible. Los fluoréforos se pueden unir covalentemente a un nucledétido particular, por ejemplo, y
el nucleétido marcado se incorpora en la sonda usando técnicas convencionales, tales como la traslacion de la
muesca, el cebado aleatorio y el marcado con PCR. Alternativamente, el fluoréforo se puede unir covalentemente, a
través de un conector, a los nucleétidos de desoxicitidina de la sonda que se han transaminado. Los métodos para
marcar sondas se describen en la patente de EE.UU. n® 5.491.224 y en 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., pag. 21-40, Humana Press.

Los fluoroforos que se pueden usar junto con la presente invencion incluyen, por ejemplo, acido 7-amino-4-
metilcumarin-3-acético (AMCA), rojo Texas (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR); 5-(y -6)-carboxi-X-rodamina,
rodamina B de lisamina, 5-(y -6)-carboxifluoresceina; fluoresceina-5-isotiocianato (FITC); acido 7-
dietilaminocumarina-3-carboxilico, tetrametilrodamina-5-(y -6)-isotiocianato; 5-(y -6)-carboxitetrametilrodamina; acido
7-hidroxicumarina-3-carboxilico; 6-[fluoresceina-5-(y -6)-carboxamidolhexanoico; acido N-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-
bora-3a,4a-diaza-3-indacenopropidnico; eosina-5-isotiocianato; eritrosina-5-isotiocianato; 5-(y -6)-carboxirodamina
6G; y acetilazida Cascade Blue (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR).

Un experto en la técnica reconocera que se pueden usar como restos que contienen marcador otros agentes
luminiscentes o colorantes en lugar de fluoréforos. Otros agentes luminiscentes, que se pueden usar, incluyen, por
ejemplo, restos que contienen marcadores radioluminiscentes, quimioluminiscentes, bioluminiscentes vy
fosforescentes. Alternativamente, se puede usar la hibridacion in situ de sondas cromosémicas con el uso de restos
de deteccion visualizados por medios indirectos. Las sondas se pueden marcar con biotina o digoxigenina, utilizando
métodos de rutina conocidos en la técnica, y luego procesarlas adicionalmente para la deteccion. La visualizacion de
una sonda que contiene biotina se puede lograr mediante la posterior unién de avidina conjugada con un marcador
detectable. El marcador detectable puede ser un fluoréforo, en cuyo caso la visualizacién y la distincion de las
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sondas se pueden conseguir como se ha descrito anteriormente para FISH. Las sondas cromosomicas hibridadas
con regiones diana se pueden visualizar, alternativamente, por reacciones enzimaticas de restos de marcadores con
sustratos adecuados para la produccion de productos coloreados insolubles. Cada sonda se puede distinguir de
otras sondas dentro del conjunto, mediante la eleccion de un resto marcador distinto. Una sonda que contiene
biotina dentro de un conjunto se puede detectar por la incubacién posterior con avidina conjugada con fosfatasa
alcalina (AP) o peroxidasa de rabano picante (HRP) y un sustrato adecuado. El fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo
y azul de nitrotetrazolio (NBT) sirven como sustratos para la fosfatasa alcalina, mientras que la diaminobencidina
sirve como un sustrato para HRP.

En realizaciones donde se usan sondas marcadas con fluoréforo o composiciones de sondas, el método de
deteccion puede implicar microscopia de fluorescencia, citometria de flujo u otros medios para determinar la
hibridacién de la sonda. Se puede usar cualquier método adecuado de formacion de imagen microscépica, junto con
los métodos de la presente invencion, para observar multiples fluoréforos. En el caso en el que se emplea
microscopia de fluorescencia, las muestras hibridadas se pueden observar con luz adecuada para estudiar la
excitacion de cada fluoréforo y con el uso de un filtro o filtros adecuados. Alternativamente, se pueden utilizar
sistemas de formacién de imagenes digitales automatizadas como MetaSystems o Applied Imaging.

Cualquier conjunto de sondas o conjuntos de sondas de la presente invencion se puede envasar con otros reactivos,
y opcionalmente con instrucciones, en forma de kits que se pueden usar en la puesta en practica de los métodos de
la presente invencion. Los kits uUtiles pueden incluir uno o mas conjuntos de sondas que comprenden sondas
cromosomicas seleccionadas del grupo que consiste en una sonda especifica del locus 8924.12-13, una sonda
especifica del locus 7p12, una sonda especifica del locus 17q11.2-12, una sonda especifica del locus 20q13, una
sonda de recuento cromosomico para el cromosoma 9, una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma 7,
una sonda especifica del locus 5921-22, una sonda especifica del locus 5p15, una sonda especifica del locus
17p13.1, una sonda de recuento cromosomico para el cromosoma 17 y una sonda especifica del locus 9p21. El
conjunto puede comprender ademas una sonda de recuento cromosémico para el cromosoma Y.

Hibridacion in situ

La expresion "in situ" se entiende que significa que los cromosomas de una célula de una muestra bioldgica estan
expuestos desde el nucleo y son accesibles para sondas cromosémicas marcadas, sin una alteracion sustancial o
una reubicacion de los cromosomas entre si. "Hibridacion" o "hibridar" se entiende que se refiere a la formacién de
un hibrido especifico entre una sonda y una regién diana. Tipicamente, un hibrido es una molécula que incluye una
porcién de cadena doble, configurada en forma helicoidal, compuesta por moléculas monocatenarias emparejadas
de forma complementaria, una de las cuales comprende el acido nucleico diana, y la otra es la secuencia de
nucleétidos de ADN marcado de una sonda. La expresion "hibridacion in situ" se entiende que significa la hibridacion
de una sonda con una diana que existe dentro de una muestra biolégica que comprende una preparacion o un
espécimen citoldgico o histoldgico. Durante la hibridacion in situ, se producen hibridos entre una sonda y una diana.
La "hibridacion in situ" puede incluir desnaturalizar antes de la hibridacién y una deteccion de sonda o hibrido,
posterior a la hibridacion de la sonda con una diana. Una muestra bioldgica se puede adherir como una capa sobre
un portaobjetos, y una muestra bioldgica puede comprender, por ejemplo, cromosomas individuales o regiones
cromosomicas que han sido tratadas para conservar su morfologia en condiciones desnaturalizantes, o condiciones
tales como las que se encuentran tipicamente en un procedimiento de deteccién de sondas.

Métodos de seleccion de sondas

Los conjuntos de sondas para usar en los métodos de la presente invencion se pueden seleccionar usando los
principios descritos en los ejemplos. Las combinaciones de sondas cromosdmicas dentro de un conjunto de sondas
se seleccionan por la sensibilidad, especificidad y detectabilidad en relacién con el carcinoma de eséfago y la
displasia de interés.

La sensibilidad se refiere a la capacidad de una prueba (p. ej., FISH) para detectar una enfermedad (p. €j., DBG,
DAG o AE) cuando esta presente. Mas precisamente, la sensibilidad se define como positivos verdaderos/(positivos
verdaderos + falsos negativos). Una prueba con alta sensibilidad tiene pocos resultados falsos negativos, mientras
que una prueba con baja sensibilidad tiene muchos resultados falsos negativos. La especificidad, por otro lado, se
refiere a la capacidad de una prueba (p. €j., FISH) para proporcionar un resultado negativo cuando la enfermedad no
esta presente. Mas precisamente, la especificidad se define como negativos verdaderos/(negativos verdaderos +
falsos positivos). Una prueba con alta especificidad tiene pocos resultados falsos positivos, mientras que una prueba
con baja especificidad tiene muchos resultados falsos positivos.

En general, se eligen conjuntos de sondas cromosomicas con la mayor sensibilidad y especificidad combinadas,
para la deteccion de DBG y/o DAG + AE. La sensibilidad y especificidad combinadas de un conjunto de sondas se
puede representar mediante el parametro distancia del ideal (DFI). Los valores de DFI varian desde 0 hasta 1,414,
en donde 0 representa un conjunto de sondas que tiene 100% de sensibilidad y 100% de especificidad, y 1,414
representa un conjunto de sondas con 0% de sensibilidad y 0% de especificidad. En esta invencion, los conjuntos de
sondas seleccionados para la identificacion de DBG tendran valores de DFI que seran como maximo
aproximadamente 0,7. En esta invencion, los conjuntos de sondas elegidos para la identificacion de DAG + AE
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tendran valores de DFI que son como maximo de aproximadamente 0,5. Los valores de DFI que son menores de
aproximadamente 0,5 normalmente proporcionan resultados incluso mejores. Los valores de DFI que son menores
de aproximadamente 0,35 normalmente proporcionan resultados incluso mejores.

El nimero de sondas dentro de un conjunto que va a ver un observador humano (y no con técnicas de formacion de
imagenes asistidas por ordenador) esta limitado por el nimero de fluoréforos singulares que proporcionan sefiales
distinguibles visualmente después de la hibridacion. Por ejemplo, en el momento actual, es dificil tener mas de
cuatro fluoréforos singulares (que aparecen como sefiales en color rojo, verde, aguamarina y oro para el ojo
humano) en un solo conjunto de sondas. La razén de esto es importante porque la sensibilidad de un ensayo en
general aumenta a medida que se incrementa el nimero de sondas dentro de un conjunto. Sin embargo, los
incrementos en la sensibilidad se van haciendo cada vez mas pequefios con la adicion de mas sondas y, en algun
momento, la inclusion de sondas adicionales en un conjunto de sondas no esta asociada con aumentos significativos
de la sensibilidad del ensayo ("rendimientos decrecientes"). También debe tenerse en cuenta que la inclusion de
multiples sondas en un conjunto de sondas tiene la capacidad de aumentar la especificidad del ensayo. Por estas
razones, un conjunto de sondas de la presente invencion comprende preferiblemente tres, o preferiblemente cuatro,
sondas cromosomicas, ya que este numero proporciona la sensibilidad y la especificidad deseadas para la
deteccion.

Las sondas individuales se deben elegir para incluirlas en un conjunto de sondas de la presente invencion en funcion
de su capacidad para complementar otras sondas dentro del conjunto. Cada sonda debe identificar un marcador
para un carcinoma de eso6fago o lesion precursora que las otras sondas a veces no logran identificar. Un método
para determinar qué sondas se complementan entre si, es identificar primero las sondas individuales con los valores
mas bajos de DFI en un grupo de muestras tumorales. A continuacién, se pueden someter a ensayo sondas
adicionales en las muestras tumorales que la sonda inicial no identificd, y la sonda con el valor mas bajo de DFI se
afade al conjunto. Esto se puede repetir a continuacion hasta que se consigue un conjunto completo de sondas
cromosomicas con el valor de DFI deseado.

El analisis de discriminacion es un método que se puede utilizar para determinar qué sondas son las mejor
capacitadas para detectar AE y sus lesiones precursoras. Este método evalla si las sondas individuales son
capaces de detectar un porcentaje estadisticamente diferente de células anormales en muestras de ensayo (p. €j.,
DBG, DAG y AE) en comparacion con un grupo de muestras de control, tales como muestras normales. La
deteccion de células con ganancias cromosomicas (o de locus) o pérdidas cromosomicas (o de locus) se pueden
usar ambas para identificar células neoplasicas en pacientes con eséfago de Barrett con DBG, DAG o AE. Sin
embargo, las pérdidas cromosdmicas a veces se producen como un artefacto en células normales, debido a la
superposicion aleatoria de sefiales y/o a una hibridacion inadecuada. Por consiguiente, las ganancias cromosémicas
son en su mayor parte un indicador mas fiable de la presencia de células neoplasicas.

Los valores de corte para las ganancias y pérdidas cromosomicas individuales deben ser determinados cuando se
elige un conjunto de sondas. La expresion "valor de corte" se entiende que significa sea el nimero absoluto o el
porcentaje de células en una poblacion que tiene aberraciones genéticas (es decir, pérdidas o ganancias de
regiones diana) para una sonda particular o una combinacion de sondas dentro de un conjunto, para realizar una
determinacion positiva. Si el nimero de células en la muestra que alberga las pérdidas o ganancias para una sonda
particular, es mayor que el valor de corte, se determina que la muestra es positiva para la patologia aplicable (p. €j.,
DBG, DAG o AE).

Las sondas se pueden seleccionar simplemente por su capacidad para detectar el AE y sus lesiones precursoras.
Sin embargo, la capacidad para detectar no solo colectivamente estas lesiones, sino también para distinguir una de
otra (p. €j., la capacidad para distinguir DBG de DAG + AE) tiene una utilidad clinica potencial. Con este fin, se
realizaron analisis para determinar los valores de DFI de diferentes conjuntos de sondas para distinguir muestras de
DBG de muestras de Ml y normales, y muestras de DAG y AE de muestras de DBG, Ml y normales.

Deteccion y diagndstico de pacientes con displasia y/o carcinoma de es6fago

El método describe primero la obtencidon de una muestra biolégica que comprende células del eséfago de un sujeto
que se sospecha que tiene un carcinoma de eséfago o una lesion precursora. Después, la muestra se pone en
contacto con un conjunto de sondas cromosdmicas para detectar selectivamente un carcinoma de eséfago o una
lesion precursora en la muestra, si lo hubiera, en condiciones para hibridar de forma especifica las sondas con sus
acidos nucleicos diana presentes en la muestra. Las sondas del conjunto pueden hibridar a la vez o
secuencialmente, generando las imagenes de los resultados de cada hibridacion, desprendiendo la sonda o sondas
y después hibridando la muestra con la sonda o sondas restantes. También se pueden hibridar multiples conjuntos
de sondas con la muestra de esta manera. El conjunto de sondas cromosémicas se selecciona de modo que dicho
conjunto es capaz de detectar selectivamente un carcinoma de es6fago o una lesion precursora en la muestra
bioldgica. Cualquier conjunto de sondas de la invencion se puede usar junto con este método. Este método
comprende ademas la deteccion de un patron de hibridacion del conjunto de sondas cromosémicas con la muestra
bioldgica, en donde el patron de hibridacion es indicativo de la presencia o ausencia del carcinoma de eséfago o
lesién precursora en el sujeto. En una realizacion preferida, el patron de hibridacion se detecta por FISH, como se ha
descrito anteriormente.
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La expresion "muestra bioldgica" o "espécimen" se entiende que significa una muestra que comprende células
esofagicas. La muestra bioldgica se puede obtener ademas de un sujeto al que se le ha diagnosticado enfermedad
cronica de reflujo gastroesofagico, esclerodermia, adenocarcinoma de eséfago, antes de una extirpacion esofagica,
esofago de Barrett o una anomalia de la mucosa esofagica. La muestra bioldgica se puede obtener del eséfago
proximal, medio o distal.

Las muestras bioldgicas se pueden obtener usando cualquiera entre una serie de métodos en la técnica.
Normalmente, la capa mucosa del esofago se tiene que quitar de la mucosa esofagica con un agente mucolitico tal
como n-acetil-cisteina, para poder adquirir muestras adecuadas. Ejemplos de muestras biolégicas que comprenden
células esofagicas incluyen las obtenidas de biopsias, muestras citolégicas y muestras extirpadas. Una muestra
citolégica puede ser una muestra endoscopica por cepillado o una muestra citolégica con globo. Un espécimen
biolégico también puede estar incluido en parafina y seccionar para usar en el método de la presente invencion.
Tipicamente, las muestras bioldgicas, una vez obtenidas, se recogen y se procesan antes de la hibridacién usando
métodos convencionales conocidos en la técnica. Dicho procesamiento incluye tipicamente la fijacion, por ejemplo,
en una solucion de alcohol acido, una solucidon de acetona acida o una solucién de aldehido tal como formaldehido y
glutaraldehido. Se usa normalmente una proporcién de 3:1 de metanol:acido acético glacial. Las células se pueden
concentrar hasta una densidad deseada antes de la hibridacion de la sonda.

Las condiciones para hibridar especificamente las sondas con sus dianas de acido nucleico en general incluyen las
combinaciones de condiciones que se pueden emplear en un procedimiento de hibridaciéon dado, para producir
hibridos especificos, cuyas condiciones pueden ser determinadas facilmente por un experto en la técnica. Dichas
condiciones implican tipicamente temperatura controlada, fase liquida y el contacto entre una sonda cromosémica y
una diana. Las condiciones de hibridacion varian dependiendo de muchos factores, incluyendo la concentracion de
la sonda, longitud de la diana, contenido en la diana y sonda de G-C, la concentracion salina del tampon de
hibridacién, composicion del disolvente, temperatura y duracion de la incubacién. Al menos una etapa de
desnaturalizacién puede preceder a la puesta en contacto de las sondas con las dianas. Alternativamente, tanto la
sonda como la diana de acido nucleico se pueden someter a condiciones de desnaturalizacion junto con el posterior
contacto de la sonda con la muestra bioldgica. La hibridacion se puede lograr con la posterior incubacion de la
sonda/muestra, por ejemplo, en una fase liquida de una mezcla con una relacion en volumen de aproximadamente
50:50 de 2-4 x solucion salina de citrato sédico (SSC) y formamida, a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 25 a aproximadamente 55°C durante un tiempo que esta ilustrativamente en el intervalo desde
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 96 horas, o0 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, se puede usar un agente de bloqueo tal como acido nucleico de bloqueo no
marcado como se describe en la patente de EE.UU. n° 5.756.696, junto con los métodos de la presente invencion.
Se pueden emplear facilmente otras condiciones para hibridar especificamente las sondas con sus dianas de acido
nucleico presentes en la muestra, como seria facilmente evidente para un experto en la técnica.

Al completarse un periodo de incubaciéon adecuado, las sondas cromosomicas unidas no especificamente a la
muestra de ADN, se pueden eliminar mediante una serie de lavados. La temperatura y las concentraciones de sal se
eligen adecuadamente para un rigor deseado. El nivel de rigor requerido depende de la complejidad de una
secuencia de sonda especifica en relacién con la secuencia gendémica, y se puede determinar por hibridacion
sistematica de sondas con muestras de composicion genética conocida. En general, los lavados con rigor elevado
se pueden llevar 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 idnico tal como Nonidet P-40 (NP40). Si se requieren lavados con menor rigor, los lavados se pueden
llevar a cabo a una temperatura inferior con una concentracion mayor de sal.

Después de realizar la hibridacion FISH, se evaluan los portaobjetos con un microscopio de fluorescencia equipado
con filtros adecuados para determinar si hay células sobre el portaobjetos que tienen anomalias cromosémicas
compatibles con un diagndstico de neoplasia (que en esta invencion se refiere a la presencia de células que tienen
anomalias cromosémicas compatibles con un diagnostico de DBG, DAG o AE). Este analisis microscopico se puede
realizar ya sea mediante: 1) el recuento de los patrones de sefiales en un cierto nimero de células consecutivas (p.
ej., 50 o 100 células), excluyendo de las células que claramente no son neoplasicas, tales como las células
inflamatorias, o 2) el barrido del portaobjetos en busca de células que tienen caracteristicas citolégicas (p. €j.,
agrandamiento nuclear, irregularidad nuclear o tincion moteada de la cromatina) que sugieren que las células son
neoplasicas y el recuento de los patrones de sefales solo en esas células. Cada uno de estos métodos tiene sus
ventajas e inconvenientes y a veces puede ser necesaria una combinacion de los dos.

La primera técnica de recuento de células consecutivas puede ser necesaria si se tiene que determinar el porcentaje
exacto de células que contienen una cierta anomalia, para saber si el caso es positivo para la anomalia. Por
ejemplo, para determinar si un caso que muestra una pérdida homocigota o hemicigota de 9p21 es de hecho
positivo para DBG, se tendria que conocer el porcentaje de células que muestran la anomalia. La primera técnica
también es necesaria si las células neoplasicas no presentan anomalias citologicas significativas, como es el caso
de la DBG. La desventaja de la primera técnica de recuento de células consecutivas es que requiere bastante
tiempo y por lo tanto solamente es practica para contar un numero relativamente pequefio de células (p. €j., 50 o 100
células). El problema relacionado con esto es que frecuentemente hay miles de células en el portaobjetos y a veces
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solo una fraccion muy pequefia del nimero total de células son realmente células tumorales. Por consiguiente,
mediante el uso de la primera técnica se corre el riesgo de obtener resultados falsos negativos debido a un muestreo
limitado.

Afortunadamente, se puede usar una técnica de barrido (técnica numero 2) que permite revisar rapidamente un gran
numero de células, para ayudar a evitar resultados falsos negativos debido al muestreo limitado. Esta técnica
(descrita en la patente de EE.UU. n°® 6.174.681) se lleva a cabo mediante el barrido visual del portaobjetos, por lo
general el portaobjetos entero, en busca de células que tienen caracteristicas citolégicas que sugieren, aunque no
sea un diagndstico absoluto, neoplasia. El barrido se lleva a cabo mediante la visualizacion de cada campo de vision
microscopico sobre el portaobjetos con bastante rapidez, buscando solo las células que tienen anomalias nucleares
que sugieren neoplasia. La persona que realiza el barrido trata de revisar todos los campos de visiéon sobre el
portaobjetos, pero no pierde tiempo evaluando los patrones de sefiales de una célula o células en un campo de
visién, a menos que la célula o células tengan caracteristicas citolégicas anormales. (A veces se cuestiona por qué
FISH es necesario si las caracteristicas citologicas observadas con DAPI sugieren que las células son neoplasicas.
La razon es que aunque las caracteristicas sugieren neoplasia, no son totalmente un diagndstico de neoplasia).
Como se ha sefalado anteriormente, el barrido permite que el recuento se centre en la fraccién de células
generalmente pequefa que es probable que tenga anomalias cromosémicas compatibles con un diagndstico de
neoplasia. El barrido permite un andlisis mas rapido y aumenta la probabilidad de que no se pierda un resultado
positivo. El barrido, aunque generalmente se realiza con un contracolorante nuclear DAPI (dihidrocloruro de 4,6-
diamidino-2-fenilindol), también se puede hacer con otros contracolorantes, tales como yoduro de propidio. El yoduro
de propidio, que se usa tipicamente en una concentracion de aproximadamente 0,4 ug/ml a aproximadamente 5
pg/ml, es un colorante rojo fluorescente, especifico de ADN que se puede observar con un maximo de emision a la
longitud de onda de 614 nm. DAPI, usado tipicamente en una concentracion de aproximadamente 125 ng/ml a
aproximadamente 1000 ng/ml, es un colorante azul fluorescente especifico de ADN que se puede observar con un
maximo de emision a la longitud de onda de 452 nm. El patron de hibridacion para el conjunto de sondas
cromosomicas se detecta y se registra para las células seleccionadas para una evaluacion de las pérdidas y/o
ganancias cromosomicas. La hibridacion se detecta por la presencia o ausencia de las sefales particulares
generadas por cada una de las sondas cromosémicas. La expresion "patron de hibridacion" se entiende que se
refiere a la cuantificacion del nimero de sefales de hibridacion cromosdémica para cada una de las sefales de las
sondas para las células elegidas para dicha evaluacion, mediante una de las dos técnicas descritas anteriormente.
Una vez que se determina el nimero de regiones diana dentro de cada célula, evaluado por el numero de regiones
que muestran hibridaciéon con cada sonda, se pueden cuantificar las ganancias y/o pérdidas cromosémicas relativas.
Para sondas que hibridan con un autosoma, mas de dos sefales de la sonda por célula se considera una ganancia,
mientras que menos de dos se considera una pérdida. Para una sonda de recuento de cromosomas para el
cromosoma Y, mas de una sefal de la sonda por célula en varones se considera una ganancia, mientras que menos
de una sefal de la sonda por célula se considera una pérdida. Se registraran los porcentajes de células con
ganancia y/o pérdida (células anormales) para cada locus. Una muestra se puede considerar positiva para una
anomalia (p. ej., DBG, DAG o AE) si el porcentaje de células anormales con respecto cualquiera de los locus
ensayados, excede el valor de corte para ese locus.

No es posible determinar el porcentaje exacto de células que muestran anomalias con la técnica de barrido, ya que
la persona que realiza el analisis no hace un seguimiento del nimero exacto de células totales que se han evaluado
mediante el barrido (frecuentemente miles). Sin embargo, no es necesario conocer el nimero exacto de células
visualizadas en el portaobjetos con la técnica de barrido, ya que las células que se estan buscando (en concreto,
células que muestran anomalias cromosomicas marcadas, tales como polisomia) son practicamente un diagndstico
de la presencia de neoplasia, independientemente del nimero total de células presentes en el portaobjetos. En otras
palabras, cuando se utiliza la técnica de barrido, lo que se usa es el nimero absoluto de células que muestran una
anomalia en lugar del porcentaje de células que muestran una anomalia, para determinar si un caso es positivo o
negativo para neoplasia. Estudios previos realizados por los autores de la invencion y otros, han demostrado que tan
solo cuatro células anormales (independientemente del numero total de células de apariencia normal en el
portaobjetos) con polisomia (es decir, una célula que muestra ganancias para dos o0 mas sondas) son suficientes
para que un caso se defina con seguridad como positivo para una anomalia (véase, Sokolova IA, et al., J. Molecular
Diagnostics, 2000).

Como se ha sefialado anteriormente, la inclusion de multiples sondas en un solo conjunto de sondas, aumenta la
sensibilidad del ensayo frente a la obtenida con una sola sonda. Sin embargo, este aumento de la sensibilidad
puede estar acompafado por una pérdida de especificidad, ya que aumentan las posibilidades de que cualquiera de
las multiples sondas de un resultado falso positivo. Para mantener una especificidad elevada, se pueden desarrollar
criterios de corte estrictos para células que muestran una anomalia en un solo locus. Por ejemplo, se podria
establecer que al menos 30% de las células tienen que mostrar una pérdida homocigota de 9p21 para que un caso
se defina como positivo para la anomalia. Ademas, para los casos que no excedan estos puntos de corte para
sondas individuales, se puede establecer que dos o mas locus muestran ganancia o pérdida dentro de la misma
célula, con el fin de considerar esa célula anormal, y después se aplica un punto de corte adecuado para establecer
si el espécimen era positivo o no. Por ejemplo, cuando las ganancias son indicativas de una neoplasia esofagica o
una lesién precursora, una muestra se podria considerar positiva si contiene, por ejemplo, al menos cuatro células
que muestran ganancias de al menos dos o mas regiones diana (véase, Sokolova IA, et al, J. Molecular Diagnostics,
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2000).
Mas especificamente, por ejemplo, las muestras se consideraban positivas si cumplian los siguientes criterios:

¢ > 13% de las células presentan pérdida de hemicigota y/o homocigota de 9p21 (mas acorde con un diagndstico de
displasia de bajo grado)

e > 4% de las células presentan ganancia de 8qg24 (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

e > 8% de las células presentan ganancia de 17911 (mas acorde con el diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

e > 12% de las células presentan ganancia de 20q13 (mas acorde con el diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma). En una realizacion mas preferida, = 16% de las células presentan ganancia de 20g13 (mas
acorde con un diagndstico de displasia de alto grado/adenocarcinoma)

e > 3% de las células presentan polisomia (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

Los numeros y las sondas proporcionadas anteriormente son solamente ejemplos. Una persona con experiencia en
la técnica vera que se pueden tener niveles menores o mayores de sensibilidad y especificidad dependiendo de los
criterios y el conjunto de sondas usados para el ensayo en particular que se esta ejecutando. Por ejemplo, se podria
obtener una sensibilidad menor pero una mayor especificidad si se usara un porcentaje mayor de células con
“polisomia” (p. €j., = 5%) como punto de corte para una anomalia.

Ejemplos

Ejemplo 1

Seleccién de sondas
Conjuntos de sondas de FISH

Se llevo a cabo FISH con tres conjuntos de sondas Unicas. Cada conjunto de sondas contenia cuatro sondas de
recuento cromosomico (CEP®) o identificadores especificos de locus (LSI®) para centrémeros o locus especificos
de cromosomas que habian mostrado estar alterados con frecuencia en pacientes con neoplasia asociada con EB
(Tabla 1). Se incluyeron las sondas CEP 7, CEP 9 y CEP 17 para determinar la ganancia o pérdida alélica de las
correspondientes sondas LS| en esos cromosomas (p. €j., 9p21 en el cromosoma 9) o aneusomia de esos
cromosomas.

Tabla 1: Sondas de FISH y ubicaciones de dianas génicas usadas para la seleccién de sondas

Conjunto de | Rojo Verde Aguamarina | Oro

sondas

| LS/9p21 (P16) LSl 5p15 CEP9 LSl 5g21-22 (APC)
Il CEPY LSl 17911.2-12 (HER2/NEU) CEP17 LSI 17p13.1 (P53)
1 LSI 20g13.2 LSl 8924.12-13 (C-MYC) CEP7 LSl 7p12 (EGFR)

Con la excepcion de la sonda LSI® 5g21-22 (APC), las sondas LSI® y CEP® estan disponibles en el mercado en
Vysis, Inc. (Downers Grove, IL, www.vysis.com) marcadas con SpectrumOrange®. En lugar del marcador
SpectrumOrange®, el material de partida de acido nucleico se transamind y después se marcd quimicamente
utilizando Texas Red (rojo), acido 6-[fluoresceina-5-(y 6-)-carboxamidolhexanoico (verde), acido 7-
dietilaminocumarina-3-carboxilico (aguamarina) y 5-(y 6-)-carboxirodamina 6G (oro). El proceso de transaminacion y
marcado se describe en Bittner, et al., patente de EE.UU. n°® 5.491.224.

La sonda LSI® 5g21-22 (APC) se prepard a partir de dos clones BAC (num. de identificacion RPCI11-60p20 y
RPCI11-141i11 obtenidos de Invitrogen). El tamafio del contigo era de aproximadamente 246 kb y el gen APC se
localizé aproximadamente en el centro del céntigo. La sonda se transamind y se marcé como se ha descrito
anteriormente.

Poblacion de estudio

Se obtuvo la aprobacién de la Junta de revision institucional (IRB) para este estudio y se obtuvo el consentimiento
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informado de todos los pacientes incluidos. El estudio incluia 174 pacientes atendidos en la Clinica Mayo,
Rochester, desde 2002 hasta 2003. Los pacientes fueron incluidos en el estudio si tenian EB comprobado por
patologia identificado previamente o EB comprobado por patologia en el momento de entrar en el estudio. Se
estudiaron 17 mujeres y 153 varones de edades comprendidas entre 31 a 87.

Muestras y resultados patologicos

Se obtuvieron muestras citoldgicas por cepillado pasando un cepillo gastrointestinal con funda (Hobbs Medical Inc.,
Stafford Springs, Connecticut) sobre la superficie de la zona sospechosa de MI, neoplasia asociada con EB, o la
ubicacion de EB diagnosticado previamente, después de eliminar inicialmente la capa de moco con un aerosol de N-
acetil-cisteina. El cepillo se colocd inmediatamente en un frasco que contenia solucion PreservCyt® (Cytyc
Corporation, Boxborough, MA) y se entregé al laboratorio FISH para el procesamiento.

Los resultados patolégicos de muestras de cepillado endoscépicas que contenian un ndmero de células suficiente
para el recuento, superior a 50 células para al menos uno de los tres conjuntos de sondas, se pudieron contar en
170 de las 174 muestras, y fueron los siguientes: normal (N = 34), MI (N = 28), DBG (N = 24), DAG (N = 67) y AE (N
= 17). Las muestras que tenian mas de un resultado patoldgico en el momento del cepillado, debido a multiples
biopsias o reseccion de la endomucosa (EMR), se clasificaron de acuerdo con la categoria histolégica mas
avanzada observada (p. €j., si un paciente tenia dos biopsias, una era Ml y la otra era DAG, la muestra se colocaria
en la clasificacion de DAG).

Aislamiento de células para el analisis de FISH

Las muestras fueron procesadas en las 72 horas después de su recogida. Las células se retiraron del cepillo
lavando el cepillo con 10 ml de solucion fijadora de metanol:acido acético glacial 3:1, cuatro veces, y transfiriendo la
mezcla a un tubo de centrifuga cénico de 50 ml. Las células se sedimentaron por centrifugacion a 800 x g durante
ocho minutos. Se elimind el liquido sobrenadante y el sedimento celular se volvié a suspender en 10 ml de solucién
de metanol:acido acético 3:1. La suspension celular después se centrifugé a 300 x g durante ocho minutos.
Dependiendo del tamaiio del sedimento celular, a continuacion se retiré todo salvo aproximadamente 50-150 ul del
material sobrenadante. Después, el sedimento celular se volvié a suspender mediante agitacion suave con agitador
vorticial y se almacend a -4°C para su uso posterior.

Preparacion de portaobjetos para el analisis de FISH

Una porcion de la suspension celular (normalmente aproximadamente 10-50 pl) se afiadié gota a gota a tres pocillos
(un pocillo para cada uno de los tres conjuntos de sondas) con una micropipeta. La celularidad (es decir, la densidad
de las células en el pocillo) se evalué con un microscopio de contraste de fase. Si la celularidad era demasiado baja,
se afiadieron porciones adicionales del sedimento celular al pocillo hasta que se alcanzo la celularidad deseada (es
decir, el mayor numero de células por mancha con un solapamiento celular minimo) o se habia agotado el
sedimento celular.

Hibridacion FISH

La hibridacion FISH se llevo a cabo de la siguiente manera: los portaobjetos se incubaron en 2X solucion salina de
citrato estandar (SSC) a 37°C durante 13 minutos, pepsina 0,05 mg/ml en HCI 10 mM a 37°C durante 14 minutos,
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a temperatura ambiente (t.a.) durante cinco minutos, formaldehido al
1% a t.a. durante cinco minutos y PBS a t.a. durante cinco minutos. Los portaobjetos después se pusieron a t.a. en
soluciones de etanol al 70%, 85% y 100% durante dos minutos en cada una y se dejaron secar al aire. Después de
este pretratamiento, se aplicaron 5 pl (1,5 pl de sonda, 3,5 pyl de tampon de hibridacion LSI/WCP) de la mezcla de
sondas adecuada, en la zona designada. Los portaobjetos se cubrieron entonces con cubreobjetos, los bordes del
cubreobjetos se sellaron con pegamento de caucho y se colocaron en un sistema de desnaturalizacién/hibridacion
de Vysis HYBrite® en donde la sonda y el ADN diana se codesnaturalizaron a 73°C durante tres minutos y luego se
incubaron a 37°C durante aproximadamente 15 horas. Después de hibridacion durante la noche, los portaobjetos se
lavaron en 2X SSC/0,1% de NP-40 a 73°C durante 40 segundos y se enjuagaron en 2X SSC/0,1% de NP-40 a
temperatura ambiente durante varios minutos. A continuacioén, se aplicaron 10 ul de contracolorante DAPI | a cada
area hibridada y después los portaobjetos se cubrieron con un cubreobjetos.

Recuento de las senales de FISH

Los portaobjetos se analizaron con un microscopio de epifluorescencia equipado con filtros de paso de banda
individuales para la contratincion DAPI, Spectrum Aqua® y Spectrum Gold®, junto con un filtro de paso dual para
FITC/Texas Red. El recuento de sefiales de FISH se realizd sin conocimiento de los resultados clinicos o
histolégicos del paciente. La muestra se analizé contando y registrando el nimero de sefiales para cada sonda en
50-100 células consecutivas, no inflamatorias, no escamosas. Las células escamosas se contaron solo para el caso
puntual en el que ningun otro tipo de célula estuviera presente. Se tuvo cuidado de no contar las células
superpuestas. Se contd un centenar de células por hibridacién, cuando fue posible. Era necesario un recuento de al
menos 50 células para que el caso se incluyera en el analisis de datos.
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Analisis de los datos de recuento

Cada una de las 50-100 células analizadas por muestra se clasificaron con respecto a los 11 locus en autosomas
segun tuvieran el complemento normal del locus (dos sefiales de FISH), ganancia del locus (mas de dos sefales de
FISH) o pérdida del locus (menos de dos sefales de FISH). Para CEP Y, una copia de la secuencia centromérica
era normal, 2 o mas sefiales indicaban ganancia y cero sefiales indicaban pérdida. Para mdltiples locus en el mismo
cromosoma (p. €j., CEP 17, 17p13.1 y 17911.2-12) también se registré la ganancia o pérdida relativa de un locus
con respecto al otro para cada célula. La ganancia relativa de un locus se indicaba mediante una relacion de las
sefiales de FISH en ese locus respecto a las sefiales de FISH de un segundo locus que era mayor que uno. La
relacion era menor de uno para la pérdida relativa. Los porcentajes de células con ganancia y pérdida se indicaron
en forma de tabla para cada locus en cada muestra y se calcularon las medias (x) y las desviaciones estandar (s) de
los porcentajes de células para cada grupo de diagndstico (normal, MI, DBG, DAG, AE; véanse las Tablas 2 y 3),
excluyendo muestras con una calidad de la sefial insuficiente para el recuento.

Tabla 2. Media y desviacion estandar de los porcentajes de células con ganancia o pérdida en muestras normales

Conjunto de muestras normales
N Porcentaje medio DE - Porcentaje Porcentaje medio DE - Porcentaje de
de células con de células con de células con células con pérdida

SONDA ganancia ganancia pérdida

5p15 33 0,21 0,42 1,93 1,93
5q21-22 33 0,35 0,56 2,31 3,27
CEP7 31 0,45 0,72 2,06 1,21
7p12 31 0,57 0,74 1,81 1,64
8q24.12-13 31 0,48 0,72 1,81 1,18
CEP9 33 0,18 0,46 2,67 2,05
9p21 33 0,61 0,86 3,53 3,13
CEP 17 32 0,16 0,51 5,13 2,93
17p13.1 32 0,64 1,13 4,72 3,01
17911.2-12 32 0,84 1,32 3,88 2,43
20913 31 0,74 1,21 1,68 1,49
CEPY 28 0,36 0,74 1,90 3,19
5p15/5921-22 33 2,10 3,03 1,86 1,79
7p12/CEP 7 31 1,95 1,23 1,55 1,65
9p21/CEP 9 33 2,97 2,12 3,38 3,15
17p13.1/CEP 17 32 4,30 2,37 3,38 2,09
17911.2-12/CEP 17 32 5,30 2,81 3,39 2,44
17911.2-12/17p13.1 32 4,63 3,19 3,68 2,42

El valor discriminante (VD), definido como (x1 -x2)%(s1* + s5°), en donde x; y s1 se refieren a uno de los grupos de MI,
displasia o cancer, y x2 y s> se refieren al grupo de las muestras normales, se us6 como una medida de la capacidad
de ganar o perder un locus para distinguir entre una muestra del grupo de pacientes que tienen DBG, DAG o AE y
una muestra del grupo de pacientes que no presentan una de estas anomalias (es decir, grupo de pacientes Ml y
normal). Valores de VD mas elevados son indicativos de una mayor capacidad para distinguir entre los dos grupos
de pacientes. Como otra medida de la discriminacion, se aplicé la prueba t de Student a los porcentajes de células
anormales de dos grupos de muestras diferentes, para determinar si las diferencias eran estadisticamente
significativas (probabilidades <0,05 se consideraron significativas).

Las sensibilidades y las especificidades se calcularon aplicando puntos de corte para los porcentajes de células que
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mostraban ganancias o pérdidas para cada uno de los 12 locus. Una muestra se consideraba positiva para la
ganancia o pérdida de un locus, si el porcentaje de células con la ganancia o pérdida correspondiente excedia el
punto de corte para ese locus. La sensibilidad para la deteccion de muestras con un diagndstico particular era igual
a la fraccion de muestras en ese grupo que eran positivas. Las muestras que no proporcionaron al menos 50 células
con sefiales de FISH de calidad suficiente para el recuento, fueron excluidas del calculo. La especificidad en relacion
con un grupo de control se calculé como uno menos la fraccion de las muestras del grupo de control que eran
positivas usando los mismos criterios (falsos positivos). Para combinaciones de sondas, se aplicaron puntos de corte
a cada locus objetivo de forma independiente. Si alguno de los locus a los que se dirigia la combinacion de sondas,
era positivo para el punto de corte respectivo, entonces la muestra se consideré positiva. El parametro "distancia del
ideal” (DFI), que incorpora tanto la sensibilidad como la especificidad, se us6 para evaluar el rendimiento relativo de
cada sonda o combinacion de sondas. DFI se define como [(1-sensibilidad)? + (1-especificidad)?]"?. DFI es 0 para un
ensayo con un rendimiento del 100% de sensibilidad y 100% de especificidad y aumenta a 1,414 para un ensayo
con 0% de especificidad y 0% de sensibilidad.

La complementacion de las sondas se evalué mediante el calculo de la sensibilidad, especificidad y valores DFI para
todas las combinaciones posibles de sondas, hasta combinaciones de cuatro sondas, a lo largo de una amplia gama
de valores de corte. Solo se usaron sondas que proporcionaban valores de p menores de 0,05 en el analisis de
discriminacion (tabla 4), en estos calculos con el fin de reducir la probabilidad de que valores de DFI bajos fueran el
resultado de la combinacién de eventos aleatorios, y para reducir el tiempo de calculo. Los valores de corte se
calcularon entre 0 y 100% de células anormales en incrementos de 1% para cada sonda individual. Dado que cada
sonda en una combinaciéon puede tener un valor de corte 6ptimo diferente, los valores de corte variaban
independientemente para cada sonda en una combinacién particular. La variacion independiente de los valores de
corte entre 0 y 100% e incrementos de 1% de células no era practica para las combinaciones de sondas, por lo que
se calcularon primero los valores de corte basados en las desviaciones estandar del porcentaje medio de células
anormales para cada locus y cada grupo de diagndstico. Los valores de corte se generaron como x + n*s, donde x y
s son la media y la desviacion estandar para un locus particular en el grupo de muestras de control (x y s para DBG
se usaron para distinguir AE + DAG, y x y s para Ml se usaron para distinguir DBG), y n es un multiplicador
tipicamente en el intervalo de -1 a 5 en incrementos de 0,2. Se calculd el valor de corte para las combinaciones de
sondas usando x y s para cada sonda en la combinacion de forma individual, pero usando el mismo valor de n. Este
procedimiento proporciond valores de corte ajustados a cada sonda, basandose en el nivel de anomalia y el grado
de variacion en el grupo de control. Para una primera aproximacion, basandose en valores de corte en x y multiplos
comunes de s, se establece una especificidad similar con respecto al grupo de control para cada sonda en la
combinacion de un conjunto particular de valores de corte (suponiendo una distribucion normal del porcentaje de
células anormales dentro del grupo de control). Las sondas y combinaciones de sondas en cada valor de corte o
conjunto de valores de corte se ordenaron de menor a mayor DFI, con el fin de identificar los mejores rendimientos.
Los valores de corte 6ptimos para las combinaciones de sondas con mejor rendimiento (valores DFI mas bajos) se
refinaron adicionalmente mediante puntos de corte que variaban independientemente en incrementos de 1% de
células anormales que flanqueaban los puntos de corte 6ptimos establecidos empleando x y s del grupo de muestras
de control.

Las graficas de rendimiento diagndstico (Receiver Operator Characteristics, ROC) se generaron por representacion
grafica de la sensibilidad frente a 1 - especificidad para una sonda particular o una combinacion de sondas en el
intervalo de valores de corte examinados (véase antes). Puesto que los valores de corte variados de forma
independiente en las combinaciones de sondas generan multiples valores de sensibilidad para cada valor de
especificidad, solo se representd el mayor valor de sensibilidad en cada valor de especificidad, lo que representaba
la combinacion éptima de valores de corte para cada especificidad. El rendimiento relativo de una sonda o una
combinacion de sondas se pudo evaluar a partir de estas curvas por las areas bajo las curvas (mejor rendimiento
indicado por areas mayores) o por la distancia mas cercana de aproximacioén al punto (0,1) en la grafica (100% de
especificidad, 100% de sensibilidad). Obsérvese que la distancia de cualquier punto en las curvas al punto (0, 1) es
igual al valor de DFI, y las combinaciones de sondas con valores mas bajos de DFI tienen mejor rendimiento que las
que tienen valores mas altos de DFI. Los valores de corte de células asociados con valores mas bajos de DFI, se
pueden utilizar a continuacion como base para establecer valores de corte 6ptimos del ensayo, a pesar de que se
pueden seleccionar puntos en la curva ROC con valores de DFI algo inferiores, después de considerar la
importancia clinica relativa de la sensibilidad y la especificidad. Por ejemplo, se podria elegir un punto en la curva
con una sensibilidad ligeramente superior, pero menor especificidad, frente a otro punto en la curva que tiene una
sensibilidad menor y especificidad mayor, dependiendo de la necesidad médica.

Resultados
Analisis de discriminacion

La capacidad de cada sonda FISH para discriminar entre el grupo de pacientes que tienen DBG, DAG y AE y los
pacientes que no tienen estas anomalias (es decir, los pacientes con diagndstico "normal” o MI) se examino
inicialmente comparando la frecuencia de células anormales (no disémicas) dentro de cada categoria histologica. La
tabla 2 indica el nimero de muestras evaluadas (N), el porcentaje medio de células con ganancia o pérdida y la
desviacion estandar del porcentaje de células con ganancia o pérdida para cada locus y la proporcién de locus
dentro del grupo de muestras normales. Se calcularon las medias y desviaciones estandar para cada una de las
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categorias histologicas, pero por razones de brevedad, solo se indican los valores para DAG en la tabla 3. La tabla 3
también muestra los VD y valores de p, cantidades que reflejan la capacidad de las sondas particulares o
proporciones de sondas para diferenciar entre muestras de DAG y normales. Los VD y valores de p para todos los
grupos histolégicos en comparacion con el grupo de muestras normales se indican en la tabla 4. Los VD y valores de
p eran compatibles porque los valores de p inferiores estaban acompafiados por VD mayores. Las entradas de NA
en la tabla 4 para VD y los valores de p indican que la media del grupo de diagnéstico era menor que la del grupo
normal.
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Los valores de p que figuran en la tabla 4 indican que las ganancias de los centromeros de los cromosomas 7y 17
se producen en un porcentaje de células significativamente mayor en muestras de Ml que en las muestras normales.
Ademas, la pérdida del locus 9p21 se produce en un porcentaje de células significativamente mayor para muestras
de MI que para las muestras normales. Para las muestras de DBG, la pérdida del locus 9p21, medida ya sea por el
numero de sefiales por célula o por la relacion respecto al nimero de sefiales CEP 9, era significativa. Valores de p
menores y VD mayores para las muestras de DBG, en comparacion con las muestras de MI, indican que la pérdida
del locus 9p21 puede distinguir mejor las muestras de DBG que las muestras de MI de las muestras normales. La
ganancia del locus 5p15 era significativamente mas frecuente en el grupo de muestras de DBG que en el grupo de
muestras normales.

El nimero de locus anormales era considerablemente mayor para las muestras de DAG que para muestras de Ml o
DBG (tablas 3 y 4), mostrando todos los locus individuales y las relaciones de locus, ganancias significativamente
elevadas en relacion con el grupo normal, excepto para CEP Y vy las relaciones de 9p21/CEP 9y 17p13.1/CEP 17.
Niveles significativamente mas elevados de pérdida eran evidentes para 5p15, 5921-22, 9p21, 17p13.1, CEP Y,
5p15/5921-22, 7p12/CEP 7, 9p21/CEP 9y 17p13.1/CEP 17.

De manera similar a las muestras de DAG, muchas muestras de AE (tabla 4) mostraron un aumento significativo de
los porcentajes de células con ganancia, en relacion con las muestras normales, incluyendo todos los locus y
relaciones de locus analizados excepto 17p13.1, CEP Y, 7p12/CEP 7, 9p21/CEP 9y 17p13.1/CEP 17. Se encontro
un aumento significativo de los porcentajes de células con pérdida para 5q21-22, 9p21, CEP Y, 9p21/CEP 9 y
17p13.1/CEP 17.

Anomalia frente a evolucion histoldgica

Las figuras 1A y 1B muestran el porcentaje medio de células que presentan ganancias o pérdidas, respectivamente
en cada locus o relacion de locus para cada categoria histoldgica. Para un locus particular o relaciéon de locus, los
porcentajes medios de células con ganancia de locus, normalmente aumentaban con la evoluciéon de normal a AE,
teniendo lugar los aumentos maximos en las transiciones de DBG a DAG y DAG a AE. Las Unicas desviaciones
claras de esta tendencia fueron ganancia de CEP Y y las relaciones de 9p/CEP 9y 17p/CEP 17. El mayor aumento
en el numero de células que mostraba ganancia de CEP Y se produjo en la transicion de normal a MI, mientras que
el nivel de ganancia era bastante insensible al estadio histologico para las relaciones de 9p/CEP 9y 17p/CEP 17.

El aumento mas sefalado en los porcentajes de células con ganancia de locus ocurrié generalmente en la transicion
de DBG a DAG. Esto era cierto para 5p15, CEP 7, 7p12, 8924, CEP 9, CEP 17, 17q, 20q, 5p/5q y 179/17p. Para
9p21, 17p, 7p/CEP 7 y 17q/CEP 17 el mayor aumento en el porcentaje de células que mostraban ganancia llegé con
la evolucién de DAG a AE, mientras que CEP Y era el Unico locus que mostraba el mayor aumento en la transicion
de normal a ML.

Solo 9p21, 17p, CEP Y, 9p/CEP 9 y 17p/CEP 17 mostraron claramente aumento de los niveles de pérdida con la
evolucion de la categoria histolégica de normal a AE. Para 9p21 y su relacion con CEP 9, el aumento mas acusado
en el porcentaje de células que mostraban estas anomalias, se observo en la transicion de Ml a DBG, mientras que
para 17p, 17p/CEP 17 y CEP Y el mayor aumento fue en la transicion de DBG a DAG.

Valores de las sensibilidades, especificidades y DFI para sondas individuales

Se calcularon las sensibilidades, especificidades y los valores de DFI para sondas individuales en un intervalo de
valores de corte. Para los grupos combinados de AE y DAG frente a los grupos de normal a DBG, los mejores
valores de DFI (es decir, los valores mas bajos de DFI) se obtuvieron por pérdida de CEP Y y ganancia de 8q24.12-
13, 17911.2-12, CEP 17, 7p12 y 20913. De estas sondas, la pérdida de CEP Y y la ganancia de 89q24.12-13, 7p12y
20913 se identificaron consecuentemente por los diferentes métodos de evaluacién del rendimiento de una sonda
individual, en lo que se refiere a la transicion de DBG a DAG. Ademas, las ganancias de 17q11.2-12, 17q11.2-
12/CEP 17 y 17911.2-12/17p12, todas destacaron con los diferentes métodos de analisis.

Un analisis similar para el grupo de DBG frente a los grupos normal y Ml combinados, puso de manifiesto los
mejores valores de DFI (es decir, los valores mas bajos de DFI) para 9p21, 9p21/CEP 9, 5p15, CEP Y y CEP 17, asi
como la ganancia de 8q24.12-13 y 20q13. De estas sondas, 9p21 y 9p21/CEP 9 y en menor medida 5p15, se
identificaron consecuentemente por los diferentes métodos de evaluacion del rendimiento de sondas individuales, en
lo que se refiere a la transicion de Ml a DBG.

Analisis de complementacion

Con el fin de determinar qué sondas funcionan mejor en combinacion, se realizé un analisis de complementacion. Se
calcularon las sensibilidades, especificidades y los valores de DFI para todas las posibles combinaciones de sondas
para cada una de las categorias de diagnostico. Se analizaron combinaciones de hasta 4 sondas, ya que cuatro
sondas se combinan facilmente en un conjunto de sondas multicolor, adecuado para ver a través del microscopio
(marcadores que emiten luz visible). En el anadlisis inicial, se generaron valores de corte como la media mas
multiplos (n) de las desviaciones estandar de los porcentajes de células con ganancia o pérdida del grupo menos
anormal de los dos grupos de muestras que se estaban comparando (por ejemplo, muestras de normal + MI cuando

18



10

15

20

25

30

35

ES 2644 641 T3

se comparaban con muestras de DBG). La tabla 5A indica las combinaciones con mejor rendimiento de 4 sondas
basadas en la DFI de los grupos de adenocarcinoma + DAG, en relacién con los grupos de normal + Ml + DBG con
los valores correspondientes de n, DFI, sensibilidad y especificidad. La tabla 6A indica las combinaciones con mejor
rendimiento de 4 sondas basadas en la DFI del grupo de DBG frente a los grupos de normal + MI. Las tablas 5C y
6C indican combinaciones de cuatro sondas y sus respectivos valores de DF| para DBG frente a normal + MI (meta),
DAG frente a normal + Ml + DBG, AE frente a normal + M| + DBG + DAG, y AE + DAG frente a normal + Ml + DBG.

Para muchas de las combinaciones de sondas con mejores rendimientos mostradas en las tablas 5A y 6A, todas las
cuales son combinaciones de sondas de la invencion, los valores de corte 6ptimos se refinaron mas mediante la
variacion de forma independiente de los valores de corte en incrementos de 1% de células anormales para cada
sonda en cada combinacion, en un intervalo pequefio (por ejemplo, 10-20%) sobre valores de corte basados en los
valores de n en las tablas 5A y 6A. Los valores de corte 6ptimos refinados y los valores de DFI| para este proceso se
indican en las tablas 5B y 6B.

Curvas de rendimiento diagnostico

Las graficas de ROC se generaron utilizando una serie de combinaciones de cuatro sondas, seleccionadas a partir
del analisis de complementacion. Las curvas ROC para algunas de las mejores combinaciones de cuatro sondas, a
juzgar por los valores de DFI mas bajos, se representan graficamente en las figuras 2 y 3. Las curvas ROC en la
figura 2 ilustran las relaciones entre la sensibilidad y la especificidad para la deteccion de muestras con AE mas
DAG con respecto al grupo colectivo de muestras normal, Ml y DBG. La regién de cada una de estas curvas que
mas se acerca al punto ideal de (0, 1) se encuentra cerca de valores de igual sensibilidad y especificidad. Los
puntos en estas curvas en los que la sensibilidad y la especificidad son iguales, estan en el intervalo de
aproximadamente 77% a 80% (DFI = 0,32 a 0,28). Por lo tanto, de forma funcional, las combinaciones de sondas
con mejor rendimiento se puede considerar que son aquellas combinaciones de sondas que pueden proporcionar
valores de DFI inferiores a 0,33. Sin embargo, las combinaciones de sondas con valores de DFI > 0,33 todavia
pueden ser valiosas. Se calcula que la sensibilidad y la especificidad de una endoscopia corriente con biopsia son
aproximadamente del 70% para distinguir AE + DAG de normal + MI + DBG. Esto corresponde a un valor de DFI de
0,42. Por lo tanto, las combinaciones de sondas que proporcionan valores de DFI menores de 0,42, proporcionarian
una mejora del rendimiento sobre la metodologia existente, mientras que al mismo tiempo proporciona un muestreo
mas simple y rapido durante la endoscopia. Las sondas que se ha encontrado que son Uutiles en diversas
combinaciones para detectar AE mas DAG frente a normal hasta DBG, incluyen 5p15, 8924.12-13, 7p12, 5921-22,
9p21, CEP 17, 17p13.1, 17911.2-12 y 20g13. 2 (ganancia en cada locus).

Las curvas ROC que se muestran en la figura 3 ilustran las relaciones entre la sensibilidad y la especificidad para la
deteccion de muestras de DBG en relacion con muestras de normal + MI. Los puntos con igual sensibilidad y
especificidad estan en el intervalo de aproximadamente 55% a 70% (DFI = 0,64 a 0,42). Por lo tanto, de acuerdo con
su funcion, las combinaciones de sondas que proporcionan valores de DFI inferiores a 0,64, se puede considerar
que son las de mejores rendimientos. Las combinaciones de sondas que funcionaron bien en la deteccién de AE +
DAG y también mostraron la mejor utilidad en la detecciéon de DBG frente a normal + MI, incluian 9p21 en la
combinacion de sondas. Obsérvese que para proporcionar la sensibilidad éptima para la deteccién de AE mas DAG,
se usoO ganancia de 9p21 en los célculos de la sensibilidad y especificidad, mientras que la pérdida de 9p21 era
6ptima para la deteccion de DBG.
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Tabla 5B. Valores de corte refinados y caracteristicas de rendimiento de combinaciones de 4 sondas para distinguir
el grupo combinado de muestras de AE + DAG del grupo combinado de muestras de normal, Ml y DBG.

Sondas Valores de corte del porcentajes de Rendimiento
células
1 2 3 4 Sonda 1|Sonda 2| Sonda 3 |Sonda 4| sens | espec frente a | DFI frente a
norm-LGD norm-LGD
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia| 11 1 2 1 0,82 0,81 0,26
20q CEP9 7p 5q
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 14 4 4 1 0,76 0,85 0,28
17p 17q CEP9 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 13 14 4 1 0,77 0,84 0,28
17p 20q 17q 5p
ganancia |ganancia [ganancia |ganancia 1 3 2 2 0,81 0,80 0,28
CEP9 8q 7p 5q
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia 1 2 1 2 0,79 0,81 0,28
CEP9 7p 5q 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 4 2 1 0,76 0,85 0,28
17p 17q 5q 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 12 4 1 0,78 0,83 0,28
17p 20q 17q 9p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 4 10 1 0,75 0,85 0,29
17p 17q CEP 17 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 7 3 1 0,81 0,79 0,28
17p 17q 8q 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 17 6 2 1 0,80 0,79 0,29
17p 17q 7p 5p
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 4 17 1 0,76 0,84 0,29
17p 17q CEP7 5p
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia| 12 7 3 1 0,80 0,79 0,29
20q 17q 8q 5p
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia| 15 7 1 3 0,80 0,79 0,29
20q 17q 9p 8q
pérdida |ganancia |ganancia |ganancia 15 12 4 1 0,78 0,83 0,28
17p 20q 17q 9
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia| 11 10 2 1 0,80 0,79 0,29
20q 174 7p 5p
ganancia |ganancia |ganancia |ganancia| 14 4 14 1 0,84 0,75 0,30
20q 17q CEP7 5p
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Tabla 6B. Valores de corte refinados y caracteristicas del rendimiento de combinaciones de 4 sondas para distinguir
muestras de DBG del grupo combinado de muestras de normal y ML.

Sondas Valores de corte del porcentaje Rendimiento
de células

1 2 3 4 Sonda Sonda Sonda Sonda |sens especfrente a DFlfrente a

1 2 3 4 norm-IM norm-IM
pérdida pérdida ganancia pérdida 14 13 1 4 0,80 0,80 0,29
9p CEPY CEP9 CEP7
pérdida pérdida pérdida ganancia 13 13 4 2 0,75 0,82 0,31
CEPY 9p CEP7 5q
pérdida pérdida pérdida pérdida 4 6 12 4 0,75 0,76 0,35
CEPY 17q 9p CEP7
pérdida ganancia pérdida pérdida
CEPY 20q 9p CEP7
pérdida pérdida pérdida pérdida
CEPY 9p 7p CEP7
pérdida pérdida ganancia pérdida
CEPY 9p 8q CEP7
ganancia ganancia pérdida ganancia 1 6 12 7 0,70 0,73 0,41
20q 179 9p 8q
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Conjunto de sondas 8q24.12-13, 9p21, 17911.2-12'y 20q13

Uno de los conjuntos de sondas con mejor rendimiento tanto en la figura 2 como 3 es el conjunto de 8q24.12-13,
9p21, 17911.2-12 y 20q13. Las curvas ROC solo para esta combinacion de sondas se muestran en la figura 4. Estas
curvas ROC incluyen las especificidades y sensibilidades para la deteccion de AE, DAG y DBG individualmente
frente a muestras normales, asi como muestras de AE + DAG frente a muestras normales. Se encuentra igualdad en
la sensibilidad y especificidad a aproximadamente 80% (DFI = 0,29) para muestras de AE + DAG frente a normal +
Ml + DBG, y a aproximadamente 70% (DFI = 0,42) para muestras de DBG frente a normal + MI. Los valores de corte
usados para lograr estos valores de DFI se muestran en las tablas 5 y 6 (valores de corte refinados). Las curvas
ROC para la deteccion de muestras de AE frente a normales mostraron un mejor rendimiento que curvas similares
para muestras de DAG frente a normales, y las curvas ROC para muestras de DAG frente a normales mostraron un
mejor rendimiento que las curvas para DBG frente a normales. Esto se espera ya que las muestras de AE en
promedio tienen mayores porcentajes de células anormales que las muestras de DAG, y las muestras de DAG
tienen mayores porcentajes de células anormales que las muestras de DBG (véanse las figuras 1A y 1B), lo que
permite el uso de valores de corte mas elevados para mejorar la especificidad, mientras que la sensibilidad
disminuye de forma minima. El rendimiento es menor para muestras de AE + DAG frente a muestras de normal + Ml
+ DBG que para muestras de AE + DAG frente a solo muestras normales. Esto no es sorprendente, ya que es
probable que algunos de los pacientes del grupo de DBG en particular, tuvieran lesiones de DAG que no se
sometieron a biopsia pero que se sometieron al ensayo FISH. Estos casos podrian aparecer como resultados falsos
positivos por FISH vy, por consiguiente, aparecieron como falsos positivos en los analisis de los autores de la
invencion (véase mas abajo).

Casos positivos anticipados

Se esperaban y se observaron a lo largo del estudio resultados de FISH "falsos positivos" (es decir, un resultado
positivo de FISH para un paciente con un resultado patolégico negativo). Las posibles explicaciones para los
resultados de FISH "falsos positivos" incluyen: 1) el resultado de FISH es verdaderamente falso positivo para una
anomalia, 2) FISH esta detectando una lesion que no se habia sometido a biopsia debido a la toma de muestras
incompleta realizada por el endoscopista), 3) la biopsia fue interpretada erréneamente como normal por el patélogo,
0 4) FISH esta detectando cambios genéticos antes de que se puedan identificar los cambios histolégicos. Una
proporcion significativa de los resultados "falsos positivos" de FISH no se cree que sean resultados verdaderamente
falsos positivos, sino que se cree que representan casos en los que FISH ha detectado una anomalia que no se
habia detectado por el "patron referencial” (es decir, biopsia). Este fendmeno se ha observado previamente cuando
se utiliza FISH para detectar cancer de vejiga recurrente en pacientes en los que se esta vigilando la recurrencia del
tumor. El seguimiento a largo plazo de estos pacientes ha mostrado que una alta proporcion de estos pacientes con
resultados de FISH falsos positivos evidentes, desarrollan finalmente un tumor demostrado por biopsia. Por esta
razon, los resultados "falsos positivos" se denominan a veces resultados positivos anticipados por FISH, ya que con
frecuencia representan casos en los que se ha detectado el tumor antes de que se pueda identificar por otros
medios. Se necesita el seguimiento de los datos para determinar si los resultados "falsos positivos" de FISH
observados con los conjuntos de sondas para esofago de Barrett, son realmente positivos anticipados.

Ejemplo 2
Deteccion de cancer de eso6fago

Como ejemplo no limitante de la presente invencion, el conjunto de sondas de cuatro colores 8q24.12-13, 9p21,
17911.2-12 y 20q13, descrito en el ejemplo 1 anterior, se us6 para evaluar en las muestras de eséfago por cepillado,
la presencia de células que tienen anomalias cromosémicas acordes con un diagndstico de DBG, DAG o AE. Las
muestras se prepararon para una hibridacion FISH y se sometieron a hibridacion con el conjunto de sondas como se
ha descrito en el estudio de seleccidon de sondas (ejemplo 1, mas arriba) y como se describe a continuacion. Para
los casos en los que el recuento inicial de 100 células era negativo para polisomia, el resto del portaobjetos se
analizé en busca de células morfolégicamente anormales (p. ej., agrandamiento nuclear, irregularidad nuclear y
tincion moteada de la cromatina) y se registraron también los patrones de hibridaciéon FISH de estas células.

Recogida de células

Un tubo de centrifuga de 50 ml y un tubo de microcentrifuga de 1,8 ml se marcaron con identificadores de pacientes
apropiados. El recipiente de la muestra (recipiente de solucion PreservCyt® que contenia el cepillo esofagico) se
agito vigorosamente de forma manual para volver a suspender las células. La solucion en el recipiente de la muestra
se transfirio al tubo de centrifuga de 50 ml, asegurandose de dejar el cepillo citolégico en el recipiente de la muestra.
Se afiadieron 20 ml de fijador metanol:acido acético 3:1 al recipiente de la muestra. El contenido del recipiente de la
muestra (fijador y cepillo) después se transfirieron a una placa Petri. El cepillo se rasp6 manualmente con un
escalpelo en el fijador y la solucion en la placa Petri después se puso de nuevo en el recipiente de la muestra. El
cepillo se descartd. Después, la solucién en el recipiente de la muestra se transfirié al tubo de 50 ml marcado. Se
afiadieron 10 ml de fijador metanol:acido acético 3:1 al recipiente de la muestra. El recipiente de la muestra se agité
fuertemente manualmente para eliminar cualquier célula residual y se transfirié al tubo de 50 ml. El recipiente de la
muestra se descarto.
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La solucién en el tubo de 50 ml se centrifugd a 800 g durante ocho minutos. Todo menos aproximadamente 5 ml del
material sobrenadante se eliminé por aspiraciéon con vacio. Se afiadieron 10 ml de metanol:acido acético 3:1 al tubo
de 50 ml y el sedimento celular se volvio a suspender suavemente. Después, la solucion se centrifugé a 300 g
durante ocho minutos. El material sobrenadante después se aspird, asegurandose de dejar aproximadamente 2 ml
de la solucién en la parte superior del sedimento. El sedimento se volvié a suspender de nuevo. La muestra se
transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1,8 ml marcado previamente, usando una pipeta desechable y se
almaceno a 4°C. Para la conservacion a largo plazo, la muestra se almacend en el mismo tubo de microcentrifuga
de 1,8 ml a -70°C, asegurandose de que el tubo se llenaba hasta la parte superior con fijador metanol:acido acético
3:1 antes del almacenamiento.

Preparacion de portaobjetos

El tubo de microcentrifuga de 1,8 ml que contenia la muestra deseada, se colocd en una centrifuga equilibrada y se
centrifugd a 800 g durante dos minutos. Se usé una pipeta desechable para retirar la mayor parte de la capa
superior de fijador, por lo general hasta la linea de 0,25 ml. Un portaobjetos marcado con identificadores de paciente
adecuados se coloco sobre una placa caliente a 45°C. Se usé una pipeta para volver a suspender el sedimento
celular y se pipetearon 10 pl de la solucion sobre un anillo impreso de 10 mm del portaobjetos. El portaobjetos se
examino a continuacion con un microscopio de contraste de fases para evaluar la celularidad (es decir, la densidad
de las células). Si la celularidad era inadecuada, se afiadieron gota a gota cantidades adicionales del sedimento en
el portaobjetos, 10 pl por vez, hasta que se logro la celularidad adecuada (el mayor nimero de células por anillo con
superposicion celular minima). Si la celularidad era demasiado alta, el sedimento de la muestra se diluyé con fijador
metanol:acido acético 3:1 y el proceso anterior se repitid sobre un nuevo anillo impreso.

Pretratamiento

Si un portaobjetos se preparaba el mismo dia de la hibridacion, el portaobjetos se colocaba sobre una placa caliente
a 45°C durante 15 minutos; de lo contrario el portaobjetos no requeria esta etapa. Los productos quimicos y los
portaobjetos se cargaron en un procesador VP2000 y los portaobjetos se pasaron por las siguientes soluciones: 1)
37°C, 2,0x SSC (solucion salina de citrato sédico) durante 10 minutos; 2) 37°C, solucion de trabajo de pepsina al
0,005% (pH 2,0) durante 13 minutos; 3) temperatura ambiente, PBS, solucién de formaldehido al 1% y luego PBS de
nueva aportacion a temperatura ambiente, durante cinco minutos cada una; 4) temperatura ambiente, etanol al 70%,
etanol al 85% y después etanol al 100% durante dos minutos cada uno. Los portaobjetos se dejaron secar al aire.

Desnaturalizacion/hibridacion

Se colocaron 4 pl de la mezcla de sondas en el anillo impreso sobre el portaobjetos que contenia las células a las
que se iban a hibridar las sondas. Un cubreobjetos circular de 12 mm se colocé sobre la zona de la hibridacion y
después los bordes del cubreobjetos se sellaron con un reborde continuo de pegamento de caucho. El portaobjetos
se colocé en un sistema de desnaturalizacion/hibridacion HyBrite® y los canales se llenaron con agua. Los
portaobjetos se calentaron a 73°C durante tres minutos y luego se mantuvieron a 37°C durante un minimo de ocho
horas.

Lavado y contratincion

Los portaobjetos se sacaron del HyBrite® y se retir6 el pegamento de caucho. Si el cubreobjetos no se habia
desprendido con la eliminacion del pegamento de caucho, los portaobjetos se sumergian a temperatura ambiente en
0,1% de NP-40/2,0 x SSC hasta que el cubreobjetos se caia por si mismo. Los portaobjetos se colocaron a
continuacion en un tarro de tincion Coplin que contenia a 73°C, 0,1% de NP-40/2,0x SSC durante un minimo de dos
minutos. Los portaobjetos después se colocaron a temperatura ambiente en 0,1% de NP-40/2,0x SSC durante un
minimo de cinco minutos. Usando una pipeta, se aplicaron 10 ul de contracolorante DAPI-I (1000 ng de DAPI/ml en
solucion de montaje Antifade) al anillo de hibridacion. Un cubreobjetos de 24 x 50 se colocd encima de cada
portaobjetos. Se puso un papel absorbente en la parte superior del cubreobjetos para eliminar cualquier exceso de
liquido. El extremo de plastico de la pipeta se presiond ligeramente a través del cubreobjetos para eliminar las
burbujas de aire. La parte posterior de cada portaobjetos se limpidé con un papel absorbente y se colocé en una
bandeja para el analisis.

Analisis

Se puso una gota de aceite de inmersidon en el cubreobjetos directamente encima del anillo hibridado. Los
portaobjetos se evaluaron con un microscopio de epifluorescencia equipado con filtros para ver la contratincion
DAPI, los fluordforos Spectrum-Red/Spectrum-Green®, Spectrum-Red®, Spectrum-Green®, Spectrum-Aqua® y
Spectrum-Gold®. Se realizd una exploracion inicial rapida del portaobjetos para evaluar la calidad de la sefial y para
determinar si la hibridacion habia tenido éxito. El portaobjetos se analizé después al microscopio empezando en un
borde del anillo de hibridacién y procediendo de una manera sistematica hacia el extremo opuesto del anillo, usando
un objetivo de 40x o 63x (figura 5). Después, los patrones de las sefales para cada una de las cuatro sondas (p. €j.,
8924, 9p21, 17911, 20913) se registraron para 100 células consecutivas no escamosas, no inflamatorias. En los
casos en los que solo se observaban células escamosas, se contaron los patrones de sefales en estas células,
asegurandose de que solo se observaban células escamosas. Si se observan cinco o mas células con polisomia (es
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decir, ganancias de dos o mas de las cuatro sondas) en el recuento inicial de 100 células, no se requiere un analisis
adicional. Sin embargo, si se observan menos de cinco células con polisomia, se puede hacer el barrido del resto del
portaobjetos en busca de células que tienen caracteristicas morfoldgicas nucleares sospechosas de neoplasia (p.
€j., agrandamiento nuclear, irregularidad nuclear, tincion moteada de la cromatina) y los patrones de sefiales de
esas células se registraron indicando que se habian observado mediante barrido y no como parte del recuento de
100 células. Obsérvese que este proceso de barrido es esencialmente idéntico al descrito en las patentes de EE.UU.
n®6.376.188 y 6.17468.

Después de completar el recuento de las 100 células, se evaluaron los recuentos celulares para determinar si habia
una o mas anomalias cromosomicas presentes que fueran acordes con un diagndstico de displasia o AE. Las
alteraciones cromosdémicas que se observaron y que eran acordes con un diagnéstico de displasia o
adenocarcinoma, incluyen: polisomia (es decir, ganancias de dos o mas sefales), tetrasomia, ganancias de una sola
sefial, amplificacion (p. ej., amplificacion de HER-2) y eliminaciones (p. €j., eliminacion de 9p21).

Criterios para el diagndstico.
Las muestras se consideraron positivas si cumplian los siguientes criterios:

e > 13% de las células presentan pérdida hemicigota y/o homocigota de 9p21 (mas acorde con un diagndstico de
displasia de bajo grado)

e > 4% de las células presentan ganancia de 8q24 (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

e > 8% de las células presentan ganancia de 17q11 (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

e > 16% de las células presentan ganancia de 20g13 (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma).

e > 3% de las células presentan polisomia (mas acorde con un diagndstico de displasia de alto
grado/adenocarcinoma)

Los siguientes ejemplos representativos muestran resultados de recuento FISH (es decir, recuentos de 100 células)
y su interpretacion para cuatro pacientes, utilizando la mezcla FISH de cuatro sondas que contiene sondas para
8924, 9p21, 17911 y 20q13. Estos ejemplos ilustran como se puede usar el conjunto de sondas para detectar
displasia y adenocarcinoma en pacientes con eséfago de Barrett.

Paciente 1

Los resultados del recuento de 100 células para este paciente se muestran a continuacion (tabla 7). Las células con
patrones de sefiales anormales (es decir, células cuyos patrones de sefiales no mostraban dos copias para cada
una de las cuatro sondas) se muestran primero. Los resultados del recuento ponen de manifiesto que 41 de las
células (las 41 primeras mostradas en la tabla) presentaban polisomia (es decir, ganancias de dos o mas de las
cuatro sondas). Las 59 células restantes se consideraron normales. Las dos células (células 42 y 43) que no tenian
el patron normal esperado de dos sefiales por locus, no se consideraron anormales ya que no se alcanzo el valor de
corte para este tipo de anomalia. Esta muestra del paciente se considerd positiva para tumor y los resultados son
mas acordes con el diagndstico de DAG/AE.
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Tabla 7 - Muestra de paciente considerada positiva para DGA/AE
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* Las células polisdmicas estan en negrita

Paciente 2

5

Los resultados del recuento de 100 células para este paciente se muestran a continuacion (tabla 8). Las células con
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patrones de sefales anormales (es decir, células cuyos patrones de sefiales no mostraban dos copias para cada
una de las cuatro sondas) se muestran primero. Los resultados del recuento muestran 23 células con una ganancia
de 8g24. Las 77 células restantes se consideraron normales. Esta muestra del paciente se considerd positiva y los
resultados son mas acordes con el diagndstico de DAG/AE.

5 Tabla 8 - Muestra de paciente considerada positiva para DGA/AE

n° de sefales n° de sefiales
Celula | 9p21 | 17q11 amg_j 20q13 Célulaj 9p21 | 17qlt | 8q24 | 20gt3
1] 1 2 5 2 51 2 2 2 2
2] 1 2 4 2 52 2 2 2 2
3| 2 2 4 2 53 2 2 2 2
41 2 2 4 2 54 2 2 2 2
51 1 2 3 2 55 2 2 2 2
6f 2 1 3 2 56 2 2 2 2
7] 2 2 3 2 57 2 2 2 2
8 2 2 3 2 58 2 2 2 2
9 2 2 3 2 59 2 2 2 2
0] 2 2 3 2 60 2 2 2 2
1] 2 2 3 2 61 2 | 2 2 2
121 2 2 3 2 62 2 2 2 2
131 2 2 3 2 63 2 2 2 2
141 2 2 3 2 64 2 2 2 2
150 2 2 3 2 65 2 2 2 2
19| 2 2 3 2 66| 2 2 2 2
17| 2 2 3 2 7] 2 2 2 2
18{ 2 2 3 2 68 2 2 2 2
19 2 2 3 2 69 2 2 2 2
20 2 2 3 2 70 2 2 2 2
21 2 2 3 2 71 2 2 2 2
22, 2 | 2 3 2 72 2 2 2 2
23] 2 2 3 2 73 2 2 2 2
24 2 2 2 2 74 2 2 2 2
251 2 2 2 2 75 2 2 2 2
26| 2 2 2 2 76 2 2 2 2
27) 2 2 2 2 77 2 2 2 2
28! 2 2 2 2 78 2 2 2 2
20| 2 2 2 2 79 2 2 2 2
30, 2 2 2 2 80 2 2 2 2
Ml 2 2 2 2 81 2 2 2 2
32{ 2 2 1 2 2 82 2 2 2 2
33| 2 2 2 2 83| 2 2 2 | 2
| 2 - 2 2 2 84| 2 2 2 2
35( 2 2 2 2 85 2 2 2 2
3%, 2 2 2 2 86 2 2 2 2
37, 2 2 2 2 87 2 2 2 2 |
3] 2 2 2 2 88 2 2 2 2
39 2 2 2 2 89 2 2 2 2
40 2 2 2 2 90 2 2 2 2
L #] 2 2 2 2 91 2 2 2 2
421 2 2 2 2 92 2 2 2 2
3] 2 2 2 2 o3| 2 2 2 2 |
4| 2 2 2 2 94 2 2 2 2
45 2 2 2 2 95 2 2 2 2
86, 2 2 2 2 96 2 2 2 2
47| 2 2 2 2 97 2 2 2 2
8| 2 2 2 2 98 2 2 2 2
49| 2 2 2 2 29 2 2 2 2
501 2 2 2 2 100 2 2 2 2

* Las células con una ganancia de la sonda 8924 estan en negrita.

10 Paciente 3

Los resultados del recuento de 100 células para este paciente se muestran a continuacion (tabla 9). Las células con
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patrones de sefales anormales (es decir, células cuyos patrones de sefiales no mostraban dos copias para cada
una de las cuatro sondas) se muestran primero. Los resultados de recuento muestran que 52 de las células (las 52
primeras que se muestran en la tabla) presentaron pérdida homocigota o hemicigota de 9p21. Las 48 células
restantes se consideraron normales. La célula 53, que tenia un patron de sefales de 2,2,1,2 no tenia el patron
normal esperado de dos sefales por locus, pero se consideré normal ya que no se alcanzé el valor de corte para
este tipo de anomalia (es decir, monosomia 8g24). Esta muestra del paciente se considero positiva y los resultados
son mas acordes con el diagndstico de DBG.

Tabla 9 - Muestra de paciente considerada positiva para DBG

n°® de sefnales r n° de sefiales
Cella | 9p21 | 17q1t | 8q24 | 20q13 | [Cela| 9p21 | 17g11 | 8g24 | 20013
11 0 1 2 2 51 1 2 2 r
21 O 2 2 2 52 1 2 2 2
3, 0 2 2 2 53 2 2 1 2
4! 0 2 2 2 54 2 2 2 2
51 0 2 2 2 55 2 2 1 2 2
6 0 2 2 2 56 2 2 2 2
b 71 © 2 2 2 57\ 2 | 2 | 2 2
8] O 2 2 2 58 2 2 2 2
gl 0 2 2 2 59 2 2 2 2
0] 0 2 2 2 50 2 2 2 2
11 0 2 2 2 61 2 2 2 2
121 D 2 2 2 62 2 2 2 2
131 0 2 2 2 63 2 2 2 2
14 0 2 2 2 4] 2 2 2 2
i5( 0 2 2 2 65 2 2 2 2
16 1 1 2 2 66 2 2 2 2
171 1 2 1 2 67 2 2 2 2
18] 1 2 2 2 68 2 2 2 2
19 1 2 2 2 69 2 2 2 2
20{ 1 2 2 2 70 2 2 2 2
21 1 2 2 2 71 2 2 2 2
22 1 2 2 2 72 2 2 2 2
231 1 2 2 2 73 2 2 2 2
24 1 2 2 2 74 2 2 2 2
25| 1 2 2 2 75 2 2 2 2
26 1 2 2 2 76 2 2 2 2
27 1 2 2 2 77 2 2 2 2
28| 1 2 2 2 | 78t 2 2 2 2
20| 1 2 2 2 el 2 | 2 2 2
30| 1 2 2 2 80 2 2 2 | 2 |
31 1 2 2 2 81 2 2 2 2
321 1 2 2 2 82 2 2 2 2
33( 1 2 2 2 83 2 2 2 2
34 1 2 2 | 2 84 2 2 2 2
35, 1 2 2 2 85 2 2 2 2
6| 1 2 2 2 6 2 2 2 2
37| 1 2 2 2 87 2 2 2 2
38| 1 2 2 2 88 2 2 2 2
30| 1 2 2 2 89 2 2 2 2
40| 1 2 2 2 90 2 2 2 2
41 1 2 2 2 91 2 2 2 2
| 42| 1 2 2 2 92 2 2 2 2
43 1 2 2 2 93 2 2 2 2
441 1 2 2 2 04 2 2 2 2
45 1 2 2 2 95 2 2 2 2
460 1 2 2 2 96 2 2 2 2
471 1 2 2 2 o7 2 2 2 2
48] 1 2 2 2 98 2 2 2 2
491 1 2 2 2 99 2 2 2 2
50| 1 -2 2 2 100 2 2 2 2
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* Las células con una pérdida de la sonda 9p21 estan en negrita.

Paciente 4

Los resultados del recuento de 100 células para este paciente se muestran a continuacion (tabla 10). Las células
con patrones de sefiales anormales (es decir, células cuyos patrones de sefiales no mostraban dos copias para
cada una de las cuatro sondas) se muestran primero. Los resultados del recuento muestran tres células (células 1-3)
que no tenian el patron normal esperado de dos sefiales por locus, sin embargo estas células no fueron
consideradas anormales, ya que no se alcanzé al valor de corte para ninguna anomalia. Esta muestra del paciente
se considerd negativa.

Tabla 10 - Muestra de paciente considerada negativa

n° de sefales n° de sefales
Célula | 9p24 | 1711 | 8q24 | 20413 [Calula | gp21 | 17911 | 8g24 | 20913
1 1 1 2 2 51 2 2 2 2
2 2 1 2 2 52 2 2 2 2
3l 2 | 2 [ 2 1 1 i{sl 2 1 2 | 21 2 |
4] 2 | 2 2 2 54| 2 2 2 2
5| 2 2 2 2 55 2 2 2 2
6t 2 2 2 2 56 2 2 2 2
7] 2 2 2 2 57 2 2 2 2
8 2 2 2 2 58 2 2 2 2
9| 2 2 2 2 59 2 2. 2 2
w0 2 } a2 | 2 | 2 }le] 2 | 2 | 2 | 2 |
11 2 2 2 2 61 2 2 2 2
121 2 2 2 2 62 2 2 2 2
13 2 2 2 2 63 2 2 2 2
14| 2 2 2 2 64 2 2 2 2
15 2 2 2 2 65 2 2 2 2
16| 2 2 2 2 66 2 2 2 2
17 2 2 2 2 67 2 2 2 2
18] 2 2 2 2 68 2 2 2 2
19| 2 2 2 2 69 2 2 2 2
20 2 2 2 2 70 2 2 2 2
21 2 2 2 2 7| 2 2 2 | 2
2| 2 2 2 2 72 2 2 2 2
23| 2 2 2 2 73 2 2 2 2
24 2 2 2 2 74l 2 2 2 2
25| 2 2 2 2 | 51 2 2 2 2
2] 2 2 2 1 2 76 2 2 2 2|
27 2 2 2 2 77 2 2 2 2
281 2 2 2 2 78 2 2 2 2
201 2 2 2 2 79 2 2 2 2
30) 2 2 2 2 80 2 2 2 2
31 2 2 2 2 81 2 2 2 2
32{ 2 2 2 2 82 2 2 2 2
33 2 2 2 2 83 2 2 2 2
34y 2 2 2 2 84 2 2 2 2
35 2 2 2 2 85 2 2 2 2
36| 2 2 2 2 86 2 2 2 2
37 2 2 2 2 87 2 2 2 2
38| 2 2 2 2 88 2 2 2 2
39| 2 2 2 2 ag 2 2 2 2
40| 2 2 2 2 90 2 2 2 2
41 2 2 2 2 a1 2 2 2 2
42| 2 2 2 2 92 2 2 2 2
43| 2 2 2 2 a3 2 2 2 2
44 2 2 2 2 94 2 2 2 2
5B 2 2 2 2 95 2 2 2 2
46| 2 2 2 2 96 2 2 2 2
a7l 2 2 2 2 97 2 2 2 2
48| 2 2 2 2 98 2 2 2 2
49| 2 2 2 2 99 2 2 2 -2
| s8] 2 2 2 2 100 2 2 2 2 |
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para determinar la evolucion histoldgica de normal a un adenocarcinoma de eséfago en un sujeto,
comprendiendo el método:

a) poner en contacto una muestra biolégica que comprende células del eséfago del sujeto con un conjunto de tres o
mas sondas cromosémicas, en condiciones para la hibridacién especifica de las sondas con sus dianas de acido
nucleico presentes en la muestra, en donde dichas sondas en dicho conjunto de sondas detectan ganancias o
pérdidas, y se seleccionan del siguiente conjunto de sondas:

i) una sonda especifica del locus 8g24, una sonda especifica del locus 20g13, una sonda especifica del locus
17911.2-12 y una sonda especifica del locus 9p21;

en donde el conjunto de tres 0 mas sondas cromosémicas contiene una sonda especifica de locus para 20913; y

b) detectar un patrén de hibridaciéon de las ganancias o pérdidas para el conjunto de sondas cromosomicas en la
muestra biolégica, en donde el patron de hibridacion es indicativo de la mayor probabilidad del desarrollo de un
carcinoma de esofago o lesidon precursora en el sujeto, comparado con un sujeto sin el patréon de hibridacion
detectado.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la muestra bioldgica comprende células obtenidas de una muestra
seleccionada del grupo que consiste en una biopsia, una muestra citolégica y una muestra extirpada.

3. El método segun la reivindicacion 2, en donde la muestra biolégica comprende un espécimen citolégico por
cepillado.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las sondas cromosémicas estan
marcadas con fluorescencia.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al sujeto se la ha diagnosticado
una afeccion seleccionada del grupo que consiste en la enfermedad por reflujo gastroesofagico crénica y eséfago de
Barrett.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra biolégica esta
insertada en parafina.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el patrén de hibridacion se

detecta en células de la muestra bioldgica que se preseleccionan basandose en anomalias en el tamafio nuclear,
forma nuclear o tincién nuclear.
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Figura 1A. Porcentaje medio de células con ganancia en cada locus y relacion de locus para cada categoria histoldgica
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Figura 1B. Porcentaje medio de células con pérdida en cada locus y relacién de locus para cada categoria histologica
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Células que parecen escamosas (no contar)

Células que parecen inflamatorias (no contar)

@ Células que parecen columnares (contar)

FIG. 5
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