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DESCRIPCION

Procedimiento de diagndstico y/o prondstico de cancer vesical.
Campo de la invencién

El campo de aplicacién de la presente invencidn estd dentro del sector sanitario, principalmente en los campos de
la “Urologia Oncolégica” y “Biologia Molecular”. En concreto, la presente invencidn estd dirigida a procedimientos
de diagnéstico y prondstico del cancer vesical.

Antecedentes de la invencion

El cancer de vejiga, o cancer vesical, es el segundo tumor mds frecuente del tracto genitourinario, después del
cancer de préstata [Jemal A, Thomas A, Murray T, Thun M. Cancer statistics, 2002. CA Cancer J Clin 2002; 52:23-
47]. En un contexto global representa aproximadamente el 3 y el 1%, en hombres y mujeres respectivamente, de
todas las muertes por cancer. En valores absolutos, esto significa que aproximadamente 95.000 hombres y unas 35.000
mujeres mueren cada afio debido a esta patologia. La proporcién entre incidencia y muerte es distinta dependiendo
del grado de desarrollo de cada pais. Como ejemplos extremos, se podria mencionar que en la zona de América del
norte esta proporcién se encontraria préxima a 0,2, mientras que en las regiones subsaharianas aumentaria hasta 0,6
[Edwards BK, Brown ML, Wingo PA et al. Annual report to the nation on the status of cancer, 1975-2002, featuring
population-based trends in cancer treatment. J Natl Cancer Inst 2005; 97:1407-27; Pisani P, Parkin DM, Bray F,
Ferlay J. Estimates of the worldwide mortality from 25 cancers in 1990. Int J Cancer 1999; 83:18-29].

A diferencia de otros tumores, por el momento no se han detectado practicamente factores genéticos familiares de
predisposicién. En cambio, se han detectado diversos factores ambientales fuertemente relacionados con los tumores
de vejiga. Uno de los factores mds importantes, no solo por su relacién con la enfermedad sino también por su inci-
dencia en la poblacion, es el tabaquismo. Se ha observado que los fumadores tienen un riesgo tres veces superior a los
no fumadores de desarrollar un tumor de vejiga. De hecho, un tercio de los tumores de vejiga se encuentran asociados
al consumo de tabaco. Desgraciadamente, los agentes carcindgenos presentes en el tabaco atin no han sido claramente
identificados [Burch JD, Rohan TE, Howe GR et al. Risk of bladder cancer by source and type of tobacco exposure: a
case-control study. Int J Cancer 1989; 44:622-28; Zeegers MP, Kellen E, Buntinx F, van den Brandt PA. The associa-
tion between smoking, beverage consumption, diet and bladder cancer: a systematic literature review. World J Urol
2004; 21:392-401].

A nivel celular podemos encontrar distintos tipos de alteraciones en la vejiga. Existen cambios benignos como las
hiperplasias epiteliales, las metaplasias uroteliales y los nidos de Von Brunn, entre otras. Las displasias, en cambio,
corresponderian a alteraciones mas o menos intermedias entre el epitelio normal y el carcinoma. Finalmente, en la
vejiga se encuentran distintos tipos de carcinomas uroteliales, que se pueden dividir en adenocarcinomas, tumores
escamosos y carcinomas de células transicionales (CCT).

Mais del 90% de los tumores de vejiga son CCT. En el momento de su diagndstico, aproximadamente el 75%
son tumores superficiales, el 20% estan invadiendo las capas musculares (CCT infiltrantes o invasivos) y un 5% ya
son metastaticos. De los casos superficiales, aproximadamente un 20% se curan mediante una unica intervencion
quirtirgica, mientras que entre un 50 y un 70% recurren tras la cirugia una o mds veces, pero nunca se transforman
en infiltrantes. Entre un 10 y un 30% de estos tumores superficiales se transforman en infiltrantes. Estos son tumores
agresivos, de mal prondstico, con una mortalidad a los 5 afios del 50% y en aquellos casos metastatizados la mortalidad
a dos anos es del 100% [Sanchez-Carbayo M, Socci ND, Charytonowicz E et al. Molecular profiling of bladder cancer
using cADN microarrays: defining histogenesis and biological phenotypes. Cancer Res 2002; 62:6973-80; Adshead
JM, Kessling AM, Ogden CW. Genetic initiation, progression and prognostic markers in transitional cell carcinoma
of the bladder: a summary of the structural and transcriptional changes, and the role of developmental genes. Br J
Urol 1998; 82:503-12; Babaian RJ, Johnson DE, Llamas L, Ayala AG. Metastases from transitional cell carcinoma of
urinary bladder. Urology 1980; 16:142-44].

Las vias genéticas de los CCT superficiales e invasivos, aunque relacionadas, parecen ser bastante distintas. La
progresion mas habitual en los tumores superficiales parece ser la hiperplasia, la atipia y, finalmente, los CCT papilares
de bajo grado. En los tumores invasivos lo mds habitual es progresar desde una atipia a una displasia, para luego pasar
a un tumor in situ (Tis) y terminar en un tumor infiltrante [Knowles MA. What we could do now: molecular pathology
of bladder cancer. Mol Pathol 2001; 54:215-21].

Los sistemas de diagndstico actuales se basan en una combinacién de la citologia urinaria (a partir de células
escamosas en la orina) y de la observacion directa de la vejiga mediante cistoscopia. Esta ultima es, de hecho, la
principal técnica diagndstica y de seguimiento de los tumores. Se realiza via transuretral, por lo que es una técnica
invasiva y bastante molesta para los pacientes. Se crefa que la sensibilidad y la especificidad de esta técnica eran
bastante elevadas, aunque mejoras en la propia técnica (cistoscopia fluorescente) indican que probablemente no sea
asi y que parte de la recurrencia observada en los tumores superficiales podria deberse a la falta de reseccidn total de
partes no visibles de los mismos [Jones JS. ADN-based molecular cytology for bladder cancer surveillance. Urology
2006; 67:35-45]. La citologfa urinaria, por su parte, es una técnica diagndstica no invasiva y con una alta sensibilidad
y especificidad para los tumores de alto grado. Sin embargo, esta técnica muestra limitaciones para la deteccion de
tumores de bajo grado [Bastacky S, Ibrahim S, Wilczynski SP, Murphy WM. The accuracy of urinary cytology in daily
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practice. Cancer 1999; 87:118-28]. Ademas, la interpretacién de la citologia depende mucho del observador, con lo
que pueden existir diferencias entre observadores, especialmente en los tumores de bajo grado.

Todas estas limitaciones han llevado a la bisqueda de marcadores de cancer de vejiga no invasivos mds fiables.
Encontrar un marcador no invasivo con sensibilidad y especificidad elevadas para el CCT de vejiga seria de gran
ayuda a la practica clinica. De hecho, en varios estudios se describen nuevos marcadores tumorales en orina, como el
ensayo para el antigeno de tumor de vejiga NMP22 [Wiener HG, Mian C, Haitel A, Pycha A, Schatzl G, Marberger M.
Can urine bound diagnostic tests replace cystoscopy in the management of bladder cancer? J Urol 1998; 159:1876-
80; Soloway MS, Briggman V, Carpinito GA et al. Use of a new tumor marker, urinary NMP22, in the detection
of occult or rapidly recurring transitional cell carcinoma of the urinary tract following surgical treatment. J Urol
1996, 156:363-67], productos de degradacién de la fibrina [Schmetter BS, Habicht KK, Lamm DL et al. A multicenter
trial evaluation of the fibrin/fibrinogen degradation products test for detection and monitoring of bladder cancer.
J Urol 1997; 158:801-5.], telomerasa [Takihana Y, Tsuchida T, Fukasawa M, Araki I, Tanabe N, Takeda M. Real-
time quantitative analysis for human telomerase reverse transcriptase mARNand human telomerase ARNcomponent
mARNexpressions as markers for clinicopathologic parameters in urinary bladder cancer. Int J Urol 2006, 13:401-8],
ensayos basados en hibridacién in situ fluorescente [Halling KC, King W, Sokolova IA et al. A comparison of BTA stat,
hemoglobin dipstick, telomerase and Vysis UroVysion assays for the detection of urothelial carcinoma in urine. J Urol
2002; 167:2001-6] o citometria de flujo [Takahashi C, Miyagawa I, Kumano S, Oshimura M. Detection of telomerase
activity in prostate cancer by needle biopsy. Eur Urol 1997; 32:494-98; Trott PA, Edwards L. Comparison of bladder
washings and urine cytology in the diagnosis of bladder cancer. J Urol 1973; 110:664-66], pero aunque la mayoria de
ellos tienen una mayor sensibilidad que la citologia urinaria, ésta sigue siendo la mas especifica [Bassi P, De M, V, De
Lisa A et al. Non-invasive diagnostic tests for bladder cancer: a review of the literature. Urol Int 2005; 75:193-200].

Se sabe que en los tumores uroteliales se encuentran muchas alteraciones genéticas y muy variadas, por ello, la
tendencia actual es la bisqueda de marcadores genéticos (ya sea a nivel de ADN, ARN o proteinas) que puedan indicar
la presencia de carcinomas en la muestra analizada. Ademas, seria muy interesante poder discriminar con estos mismos
marcadores la agresividad del tumor que presenta un paciente, ya que esto podria permitir un tratamiento mucho
mads personalizado y efectivo. Finalmente, algunos de estos marcadores podrian ser posibles dianas terapéuticas para
desarrollar nuevos farmacos para combatir el cancer.

Hasta hace poco tiempo, la capacidad de andlisis de los patrones de expresion génica se encontraba limitada a
pocos genes por experimento. Nuevas tecnologias, como los microarrays de ADN, han cambiado completamente el
panorama. Actualmente, se pueden analizar miles de genes en un dnico ensayo [Duggan DJ, Bittner M, Chen Y,
Meltzer P, Trent JM. Expression profiling using cADN microarrays. Nat Genet 1999; 21:10-14; Granjeaud S, Bertucci
E Jordan BR. Expression profiling: ADN arrays in many guises. Bioessays 1999; 21:781-90]. Por tanto, han empezado
a aparecer en la literatura resultados de expresion masivos de todos los tipos tumorales, entre los que se encuentran los
tumores de vejiga [Sanchez-Carbayo M, Socci ND, Charytonowicz E et al. Molecular profiling of bladder cancer using
cADN microarrays: defining histogenesis and biological phenotypes. Cancer Res 2002; 62:6973-80; Ramaswamy S,
Tamayo P, Rifkin R et al. Multiclass cancer diagnosis using tumor gene expression signatures. Proc Natl Acad Sci U S
A 2001. 98:15149-54; Sanchez-Carbayo M, Socci ND, Lozano JJ et al. Gene discovery in bladder cancer progression
using cADN microarrays. Am J Pathol 2003; 163:505-16; Sanchez-Carbayo M, Capodieci P, Cordon-Cardo C. Tumor
suppressor role of KiSS-1 in bladder cancer: loss of KiSS-1 expression is associated with bladder cancer progression
and clinical outcome. Am J Pathol 2003; 162:609-17; Dyrskjot L, Thykjaer T, Kruhoffer M et al. Identifying distinct
classes of bladder carcinoma using microarrays. Nat Genet 2003; 33:90-96], aunque la gran mayoria de resultados
no se han hecho publicos en su totalidad. Sin embargo, hasta el momento, los estudios que se han realizado con
marcadores especificos de cancer de vejiga se han centrado en uno o en muy pocos genes [Olsburgh J, Harnden P,
Weeks R et al. Uroplakin gene expression in normal human tissues and locally advanced bladder cancer. J Pathol
2003; 199:41-49; Fichera E, Liang S, Xu Z, Guo N, Mineo R, Fujita-Yamaguchi Y. A quantitative reverse transcription
and polymerase chain reaction assay for human IGF-II allows direct comparison of IGF-II mARNlevels in cancerous
breast, bladder, and prostate tissues. Growth Horm IGF Res 2000; 10:61-70; Simoneau M, Aboulkassim TO, LaRue
H, Rousseau F, Fradet Y. Four tumor suppressor loci on chromosome 9q in bladder cancer: evidence for two novel
candidate regions at 99g22.3 and 9q31. Oncogene 1999; 18:157-63].

Dado que la naturaleza de estos tumores es muy heterogénea, parece poco probable poder identificar todos o la
gran mayoria de carcinomas con un Unico marcador. Asi, para poder caracterizar la mayoria de los tumores parece
imprescindible combinar varios de los mejores marcadores en algin tipo de medida.

Ademds, aunque el andlisis directo de tejido urotelial sea la alternativa mds cémoda para desarrollar un procedi-
miento diagndstico rutinario, seria de gran interés, como se ha comentado anteriormente, que dicho procedimiento no
fuera invasivo, ya que éstos disminuyen la calidad de vida de los pacientes y representan una carga econdémica para la
sanidad mucho mayor.

Los fluidos vesicales (orina o lavado vesical) que estdn en contacto con todo el epitelio vesical y, por lo tanto,
con la masa tumoral, parecen una buena alternativa para la deteccién de marcadores tumorales, dado que representan
una manera fécil y no invasiva de obtencién de la muestra a analizar. As{, un gran nimero de trabajos se ha centrado
en el estudio de marcadores tumorales en orina en busca de un procedimiento diagnéstico no invasivo para el CCT
de vejiga. De hecho, se han comercializado diferentes ensayos con este objetivo (NMP22, UroVysion, ImmunoCiyt,
Accu-Dx, etc.).
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Una alternativa, que ain no ha sido comercializada, es la deteccién del CCT de vejiga en muestras de orina me-
diante la determinacién de la expresion génica de marcadores de cdncer vesical. De hecho, hay algunos estudios que
sugieren la utilidad de esta metodologia, aunque se han realizado con uno o pocos genes marcadores [Parekattil SJ,
Fisher HA, Kogan BA. Neural network using combined urine nuclear matrix protein-22, monocyte chemoattractant
protein-1 and urinary intercellular adhesion molecule-1 to detect bladder cancer. J Urol 2003; 169:917-20; Eissa S,
Kenawy G, Swellam M, El Fadle AA, Abd El-Aal AA, El Ahmady O. Comparison of cytokeratin 20 ARNand angioge-
nin in voided urine samples as diagnostic tools for bladder carcinoma. Clin Biochem 2004,37:803-10; Larsson PC,
Beheshti B, Sampson HA, Jewett MA, Shipman R. Allelic deletion fingerprinting of urine cell sediments in bladder
cancer. Mol Diagn 2001; 6:181-88].

En respuesta a estas necesidades, los autores de la invencion, tras una importante labor de investigacién, han iden-
tificado 14 genes marcadores del tumor vesical, a partir de los cuales han desarrollado un procedimiento diagndstico
y prondstico de cdncer vesical basado en la deteccion y cuantificacion de la expresion génica de estos genes mediante
PCR cuantitativa a tiempo real, en ARN extraido de fluidos vesicales, y su posterior combinacién informatica mediante
un “sistema de alarmas”.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 (A-J): Electroferogramas obtenidos con el Bioanalyzer Agilent 2100 de las muestras de ARN intacto
(LVO) (Figura 1.A) y parcialmente degradado (LV1, LV2, LV3) (figuras 1.B, 1.C, 1.D) de lavado vesical, tumor de
vejiga (TO, T1, T2, T3) (figuras 1.E, 1.F, 1.G, 1.H) y combinacién de muestras control (C) (figura 1.I) y gel con las
bandas de los ARN ribosémicos (28S y 18S) de cada una de las muestras analizadas (figura 1.J). Los ndmeros 0, 1, 2
y 3 se asignan a las muestras en orden creciente de degradacién y para las muestras con ARN de calidad comparable.

Figura 2: (a) Semi-matriz de comparacién entre parejas de arrays de los 100 genes mds diferencialmente expre-
sados en cada array. La parte superior e inferior sombreada en gris de la semi-matriz muestra el porcentaje de genes
diferencialmente expresados en comun entre las parejas de arrays de lavado vesical (LV) y entre las parejas de arrays
de tumores (T), hibridados con ARN de diferente grado de degradacién. La parte no sombreada de la semi-matriz
corresponde al porcentaje de genes expresados diferencialmente en comun entre las parejas de arrays de lavado vesi-
cal y tumor. (b) Cluster no supervisado de todos los clones contenidos en el microarray, incluyendo los duplicados con
intercambio de fluorocromos (dye swap) (DS).

Figura 3: Validacién mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) de 4 genes (KRT20, GSN, IGF2 y
CCL2) expresados diferencialmente en los microarrays de ADNc y relacionados con cdncer de vejiga, en 36 muestras
adicionales de lavado vesical tumoral. Los valores positivos indican sobre-expresion en los lavados vesicales tumorales
respecto a los controles. Las muestras estdn agrupadas en el grafico en funcién del log2ratio segin estadio y grado
tumoral: tumores superficiales de bajo grado (8 pTa y 3 pT1), tumores superficiales de alto grado (5 pTa, 5 pT1 y 4
pTis) y tumores invasivos (9 pT2 y 2 pT4).

Figura 4: Clasificacién de las muestras mediante cluster global no supervisado (distancia euclidiana y UPGMA).
pT2_1, pT2_2 y pT2_3 (tumores infiltrantes); pT1 AG_1, pT1 AG_2 y pT1 AG_3 (tumores superficiales de alto
grado); pT1 BG_1, pT1 BG_2, pT1 BG_3 (tumores superficiales de bajo grado).

Figura 5: Resultados de PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) de los pooles y las muestras individuales con-
tenidos en los mismos. La tabla se encuentra dividida en combinaciones (parte izquierda) y en muestras individuales
(derecha). Las columnas de los combinaciones indican el nimero de combinacién (N°), los niveles de expresion obser-
vados en los microarrays (uarrays) y los niveles cuantificados mediante qRT-PCR (qRT-PCR). La primera columna de
las muestras individuales corresponde a la media aritmética de las expresiones de las muestras individuales contenidas
en el pool (media), las cuales se indican en las columnas siguientes (1-5). Cada fila corresponde a un gen (TCN1,
SORBSI1, MYHI11, SRPX, CRH, KRT14, RRM2, FOSB, CEACAMSG6, CES1), con los diferentes niveles de expresion
para cada combinacién.

Figura 6: Clasificacion de las 60 muestras individuales de fluidos vesicales mediante un cluster global no supervi-
sado de 384 genes (distancia euclidiana y UPGMA). La nomenclatura de las muestras sigue la siguientes normas: si
la muestra empieza con la letra “B”, se refiere a una muestra de fluido vesical tumoral; si empieza por “CB”, se refiere
a una muestra de fluido vesical control; si después del nimero de muestra aparecen las iniciales “RV”, se refiere a
una muestra de lavado vesical; si por el contrario aparece la inicial “O”, se refiere a una muestra de orina y después
del guién bajo se indica el grado tumoral y el estadio patoldgico de la muestra tumoral. Las flechas indican una mala
clasificacién de la muestra que sefialan en relacidn a las categorias establecidas: T_AG (tumores de alto grado); T_BG
(tumores de bajo grado), y C (controles).

Figura 7 (A y B): Clasificacién de las 140 muestras individuales de fluidos vesicales mediante un cluster global no
supervisado de 96 genes (distancia euclidiana y UPGMA). Las flechas indican una mala clasificacién de la muestra
que sefalan en relacidén a las categorias establecidas (C, controles; figura 7.A y T, muestras tumorales; figura 7.B).
La nomenclatura de las muestras sigue la siguiente norma: si la muestra empieza con la letra “B”, se refiere a una
muestra de fluido vesical tumoral; si empieza por “CB”, se refiere a una muestra de fluido vesical control; si después
del nimero de muestra aparece la inicial “R”, se refiere a una muestra de lavado vesical; si por el contrario aparece la
inicial “O”, se refiere a una muestra de orina.
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Figura 8 (A-T): Listado de 384 genes de diagndstico, prondstico y controles endégenos para cincer vesical. Este
listado se ha obtenido del andlisis mediante microarrays de Affymetrix de combinaciones de muestras de tejido tumoral
de vejiga de diferentes estadios y grados tumorales y de muestras de mucosa vesical control.

Figura 9 (A-D): Listado de 96 genes de diagndstico, prondstico y controles endégenos para cancer vesical. Este
listado se ha obtenido mediante el analisis de 60 muestras de fluidos vesicales en tarjetas microfluidicas que contienen
los 384 genes de la figura 8. Se indica el simbolo del gen y el nombre del TagMan Gene Expression Assay seleccionado
para la tarjeta microfluidica TagMan Low Density Array.

Figura 10 (A y B): Listado de 48 genes de diagnéstico, prondstico y controles enddgenos para cancer vesical.
Este listado se ha obtenido mediante el andlisis de 140 muestras de fluidos vesicales en tarjetas microfluidicas que
contienen los 96 genes de la figura 9. Se indica el simbolo del gen y el nombre del TagMan Gene Expression Assay
seleccionado para la tarjeta microfluidica TagMan Low Density Array.

Objeto de la invencion

El objeto de la presente invencidn se refiere a un método in vitro no invasivo de diagndstico y/o prondstico de
céncer vesical basado en la deteccién y cuantificacion en fluidos vesicales de la expresién génica de determinados
genes y/o sus combinaciones que actian como marcadores genéticos de dicha enfermedad.

Asimismo, es objeto de la presente invencidn el empleo de dichos genes como marcadores genéticos de diagndstico
y/o prondstico de cancer vesical.

Finalmente, otro objeto de la invencidn se refiere a un kit de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical basado
en el empleo de dichos genes como marcadores genéticos de la enfermedad.

Descripcion de la invencion

La presente invencion tiene como principal objetivo el desarrollo de un procedimiento in vitro no invasivo para
diagnosticar y/o pronosticar cincer vesical basado en la deteccion y cuantificacion de determinados genes que actiian
como marcadores genéticos de la enfermedad.

Para la realizacion del procedimiento se parte de una muestra de fluido vesical obtenida de un sujeto sobre la que
se lleva a cabo un andlisis para la deteccién y cuantificacién del patrén de expresién de determinados genes y/o sus
combinaciones. Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia para dichos genes en
fluidos vesicales para asi establecer el diagndstico y/o prondstico.

El término “sujeto” empleado en la presente invencidn se refiere a un ser humano.

La muestra de fluido vesical obtenida del sujeto puede ser una muestra de orina o de lavado vesical y puede ser
obtenida mediante cualquier procedimiento convencional.

En la presente invencion, se entiende como procedimiento de diagnéstico de cancer vesical a aquel que permite
detectar y cuantificar genes diferencialmente expresados entre tumores y muestras control (de individuos sanos) (genes
de diagndstico).

El procedimiento de prondstico se refiere a aquellos que permiten detectar genes diferencialmente expresados
en los diferentes tipos de tumores (genes de prondstico), lo que permite clasificar los tumores segin agresividad y
personalizar el tratamiento en cada caso.

La clasificacion tumoral de los diferentes tipos de carcinomas de células transicionales (CCT) se basa actualmente
en la observacidon macroscépica y microscépica en el laboratorio de anatomia patolégica. Mediante unas observaciones
mads o menos estandarizadas, basadas en la profundidad del tumor y en el aspecto microscépico de las células, se decide
su clasificacion. Estudios moleculares recientes parecen indicar que en realidad hay dos perfiles genéticos diferenciales
que mayoritariamente separan los tumores de tipo superficial y los tumores infiltrantes.

Asi, los carcinomas superficiales de vejiga se denominan como Ta, Tis y T1. El carcinoma Ta es un carcinoma
exofitico no invasivo o confinado al epitelio. Tis es un carcinoma in sifu (tumor superficial plano) y T1 es un tumor
que invade el tejido conectivo subepitelial o que invade la ldmina propia.

En la presente invencion se emplea las siglas AG para determinar tumores de Alto Grado y BG para aquellos de
Bajo Grado.

Los carcinomas Ta y T1 se pueden extirpar mediante reseccion transuretral (RTU). Los Tis y T1 de Alto Grado
(AG), aunque son carcinomas superficiales confinados a la mucosa, por ser tumores de Alto Grado se ha demos-
trado con técnicas de biologia molecular y por la experiencia clinica, que tienen gran potencial de malignidad y de
invasion.
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Por otra parte, los carcinomas infiltrantes de vejiga se clasifican en T2, T3 y T4. Asi, T2 se refiere a un tumor que
invade la capa muscular vesical. A su vez, este tipo se divide en T2a, que invade la capa muscular superficial o la mitad
interna y T2b, que invade la capa muscular profunda o la mitad externa. T3 se refiere a un tumor que invade mas alla
de la capa muscular o que invade la grasa perivesical. A su vez, este tipo se divide en T3a, de invasién microscépica
y T3b, de invasién macroscopica. Finalmente T4 se refiere a un tumor que invade estructuras adyacentes a la vejiga
urinaria y que se divide a su vez en T4a, con invasion de la prdstata, ttero o vagina y T4b, con invasién de la pared
pélvica o pared abdominal.

La deteccién y cuantificacion de la expresion génica de los genes se puede llevar a cabo mediante cualquier técnica
de Biologia molecular no invasiva adecuada a los fines de la invencién, como por ejemplo microarrays de expresion,
PCR cuantitativa a tiempo real, transferencia de tipo northern, PCR convencional, etc.

Concretamente, el empleo de arrays de ADN permite obtener resultados de expresion de un nimero de genes muy
elevado, permitiendo testar miles de genes en cada experimento. El empleo de esta técnica requiere grandes cantidades
de ARN y de buena calidad (no degradado).

De forma preferida, en la presente invencion se emplea la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)
para detectar y cuantificar los genes de diagndstico y/o prondstico. Esta técnica es mds precisa, ademds de permitir
la utilizacién de ARN con importante grado de degradacion, sin que esto afecte al resultado final. Asimismo, per-
mite cuantificar el ARN especifico de los genes de interés. En realizaciones particulares, las sondas de hibridacién
empleadas son sondas Tagman.

Los resultados obtenidos en la detecciéon y cuantificacién de la expresion de los genes en la muestra de fluido
vesical, se comparan con los valores normales, de referencia, para dichos genes en muestras procedentes de sujetos
sanos. En general, el incremento o la disminucién en los niveles de los genes marcadores se estiman mediante la
comparacion de los resultados obtenidos de los andlisis de las muestras correspondientes a los sujetos del ensayo con
los resultados de las muestras controles, que se analizan en paralelo. La decisién final de clasificacién de cada muestra
se lleva a cabo mediante un “sistema de alarmas” basado en los valores de expresién de los genes marcadores, de
forma que si alguno de los valores observados muestra una desviacién muy significativa respecto a lo esperado en una
muestra control, aumenta mucho la probabilidad de que la clasificacion final sea tumoral, independientemente del gen
que haya “dado al alarma”.

De forma mas especifica, en un aspecto principal de la invencién, el método de diagndstico y/o prondstico, no
invasivo, de cdncer vesical descrito comprende recoger una muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a ca-
bo la deteccién y cuantificacion en dicha muestra del patrén de expresion de la combinacion de genes ANXAI10,
Cl4orf78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D, SLC1A6, TERT, ASAM y MCM10.
Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia para dichos genes en fluidos vesica-
les.

De forma preferida, la muestra de fluido vesical es orina, dado que su obtencién es mucho mas sencilla. No
obstante, el lavado vesical, en ocasiones, se hace de manera rutinaria y se obtiene un ARN de mejor calidad.

El gen ANXA 10 (anexina A10) (también denominado ANX14), localizado en 4q32.3, participa en la regulacién
de la divisién celular y en diferentes vias de transduccién de sefiales, pero su funcién exacta todavia no ha sido
determinada.

El gen C140rf78 (marco de lectura abierto 78 del cromosoma 14) (también denominado AHNAK?2 o KIAA2019),
estd localizado en 14q32.33. Su funcién atn no ha sido determinada.

El gen CTSE (catepsina E) (también denominado CATE), localizado en 1q31, codifica para una proteasa intrace-
lular.

El gen CRH (hormona liberadora de corticotropina) (también denominado CRF), localizado en 8q13, codifica para
la hormona de liberacion de la corticotropina, segregada en el hipotdlamo en respuesta al estrés.

El gen IGF2 (factor de crecimiento 2 similar a la insulina (somatomedina A)) (también denominado 11orf43,
FLJ22066, FLJ44734, INSIGF), localizado en 11p15.5, codifica para el factor de crecimiento similar a la insulina.

El gen KLF9 (factor 9 similar a Kruppel) (también denominado BTEB1), codifica para un factor de transcripcion.

El gen KRT20 (queratina 20) (también denominado K20; CK20; KRT21; MGC35423), localizado en 17q21.2,
codifica para una proteina que forma parte de los filamentos intermedios responsables de dar la estructura e integridad
a las células epiteliales.

El gen MAGEA3 (familia A del antigeno del melanoma, 3) (también denominado HIP8; HYPD; MAGE3;
MAGEAG6; MGC14613), estéd localizado en Xq28. Su funcién es desconocida.
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El gen POSTN (periostina, factor especifico de osteoblastos) (también denominado PN; OSF-2; PDLPOSTN;
MGC119510; MGC119511; periostin; RP11-412K4.1), estd localizado en 13q13.3, y tiene una funcién relacionada
con la movilidad celular.

El gen PPP1R14D (proteina fosfatasa 1, subunidad reguladora (inhibidora) 14D) (también denominado GBPI-1;
FLJ20251; MGC119014; MGC119016; CPI17-like), esta localizado en 15q15.1 y codifica para una fosfatasa.

El gen SLC1AG6 (familia de transportador de solutos 1 (transportador de aspartato/glutamato de alta afinidad),
miembro 6) (también denominado EAAT4; MGC33092; MGC43671), localizado en 19p13.12, participa en el trans-
porte intracelular.

El gen TERT (telomerase reverse transcriptase) (también denominado TP2; TRT; EST2; TCS1; hEST?2), localizado
en 5p15.33, codifica para una polimerasa de los telémeros con actividad transcriptasa reversa.

El gen ASAM (molécula de adhesion especifica de adipocitos) (también denominado ASAM; ACAM; CLMP;
FLJ22415), localizado en 11q24.1, participa en la adhesién celular.

Finalmente, el gen MCM10 (deficiente de mantenimiento de minicromosoma 10 (S. cerevisiae)) (también deno-
minado CNA43; PRO2249; MGC126776), localizado en 10p13, codifica para una proteina implicada en el inicio de
la replicacion gendmica.

También se divulga el procedimiento in vitro no invasivo para diagnosticar y/o pronosticar cancer vesical compren-
de recoger una muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificacién en dicha muestra
del patrén de expresion de la combinacién de genes ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLCI1A6,
TERT, y MCM10. Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia para dichos genes en
fluidos vesicales.

También se divulga el procedimiento in vitro no invasivo de diagndstico y/o prondstico del cdncer vesical com-
prende recoger una muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificacion en dicha
muestra de fluido vesical de la expresion de un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D, ASAM
y sus combinaciones. Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia para dichos genes
en fluidos vesicales.

También se divulga el procedimiento diagndstico y/o prondstico basado en la deteccién y cuantificacién individual
de la expresion del gen C140rf78.

También se divulga dicho procedimiento diagndstico y/o prondstico basado en la deteccién y cuantificacion indi-
vidual de la expresién del gen KLF9.

También se divulga dicho procedimiento de diagndstico y/o prondstico basado en la deteccién y cuantificacién
individual de la expresion del gen POSTN.

También se divulga dicho procedimiento de diagndstico y/o prondstico basado en la deteccién y cuantificacion
individual de la expresion del gen PPPIR14D.

También se divulga dicho procedimiento de diagndstico y/o prondstico basado en la deteccién y cuantificaciéon
individual de la expresién del gen ASAM.

También se divulga un procedimiento in vitro no invasivo para diagnosticar y/o pronosticar cdncer vesical basa-
do en la deteccién y cuantificacién de un gen seleccionado entre Cl4orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D, ASAM y
sus combinaciones y, adicionalmente, al menos un gen seleccionado entre ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20,
MAGEA3, SLC1A6, TERT y MCM10.

Se contempla un método in vitro no invasivo centrado en el diagndstico de cancer vesical que comprende recoger
una muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificacién del patrén de expresion de
la combinacién de genes ANXA10, Cl4orf78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D,
SLC1A6 y TERT, segtn el procedimiento descrito anteriormente. Los resultados obtenidos se comparan con los valo-
res normales de referencia para dichos genes en fluidos vesicales.

El procedimiento in vitro no invasivo de diagnéstico de cdncer vesical comprende recoger una muestra de fluido
vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificacion del patrén de expresion de la combinacion de genes
ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLC1A6 y TERT. Los resultados obtenidos se comparan con los
valores normales de referencia para dichos genes en fluidos vesicales.

El procedimiento in vitro no invasivo de diagndstico de cdncer vesical comprende recoger una muestra de fluido
vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificaciéon de la expresion de un gen seleccionado entre
Cl4orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D y sus combinaciones. Los resultados obtenidos se comparan con los valores
normales de referencia para dichos genes en fluidos vesicales.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2357784 T3

También se proporciona un procedimiento diagndstico basado en la deteccién y cuantificacién del gen C140rf78.

También se proporciona un procedimiento diagndstico basado en la deteccién y cuantificacién del gen KLF9.

También se proporciona un procedimiento diagndstico basado en la deteccion y cuantificacion del gen POSTN.

También se proporciona un procedimiento diagndstico basado en la deteccidn y cuantificacion del gen PPPIR14D.

También se proporciona un procedimiento diagndstico basado en la deteccion y cuantificacion de la expresion de
un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D y sus combinaciones y, adicionalmente, al menos,
un gen seleccionado entre ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLC1A6 y TERT.

Se contempla un procedimiento in vitro no invasivo para pronosticar cancer vesical que comprende recoger una
muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccién y cuantificacién del patrén de expresion de la
combinacién de genes ASAM y MCM10. Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia
para dichos genes en fluidos vesicales.

También se proporciona un procedimiento in vitro no invasivo para pronosticar cincer vesical que comprende
recoger una muestra de fluido vesical de un sujeto para llevar a cabo la deteccion y cuantificacién de la expresion del
gen ASAM. Los resultados obtenidos se comparan con los valores normales de referencia para dicho gen en fluidos
vesicales.

En otro aspecto de la invencién, se contempla el uso de la combinacién de genes ANXA10, Cl4orf78, CTSE,
CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D, SLC1A6, TERT, ASAM y MCM10 como marcadores
de diagnéstico y/o prondstico del cdncer vesical.

También se proporciona el uso de la combinacién de genes ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3,
SLC1A6, TERT, y MCM 10 como marcadores de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical.

Se contempla el uso de un gen seleccionado entre C14o0rf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D, ASAM y sus combina-
ciones, como marcadores de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical.

Se contempla el uso del gen C140rf78 como marcador de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical.

Se contempla el uso del gen KLF9 como marcador de diagndstico y/o prondstico del cdncer vesical.

Se contempla el usp del gen POSTN como marcador de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical.

Se contempla el empleo del gen PPP1R14D como marcadores de diagnéstico y/o prondstico del cancer vesical.

Se contempla el empleo del gen ASAM como marcador de diagnéstico y/o prondstico del cincer vesical.

Otro aspecto se centra en el uso de un gen seleccionado entre Cl14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D, ASAM y
sus combinaciones, en combinacién con al menos un gen seleccionado entre ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20,

MAGEA3, SLC1A6, TERT y MCM 10, como marcadores de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la combinacién de genes ANXA10, Cl14orf78, CTSE, CRH, IGF2,
KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D, SLC1A6 y TERT como marcadores de diagndstico de cancer vesical.

Otro aspecto de la invencidn se centra en el uso de la combinacion de genes ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20,
MAGEA3, SLC1A6 y TERT como marcadores de diagndstico del cancer vesical.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D
y sus combinaciones como marcadores de diagndstico del cancer vesical.

Se contempla el uso del gen C140rf78 como marcador de diagndstico del cancer vesical.

Asimismo, se contempla el empleo del gen KLF9 como marcador de diagnéstico del céncer vesical.

Se contempla el uso del gen POSTN como marcador de diagndstico del cancer vesical.

Se contempla el uso del gen PPP1R14D como marcadores de diagnéstico del cancer vesical.

Se contempla el uso de un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D y sus combinaciones, en
combinacién con al menos un gen seleccionado entre ANXA10, CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLC1A6y

TERT, como marcadores de diagndstico de cincer vesical.

Se contempla el uso de la combinacién de genes ASAM y MCM10 como marcadores de prondstico del cancer
vesical.
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Se contempla el uso del gen ASAM como marcador de prondstico del cancer vesical.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un kit de diagndstico y/o prondstico del cancer vesical que comprende
un set de sondas adecuado para la deteccion y cuantificacién del patrén de expresion de la combinacidon de genes
ANXA10, C140rf78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D, SLC1A6, TERT, ASAM y
MCM10.

En otro aspecto de la invencion, el kit de diagnéstico y/o prondstico del cancer vesical comprende un set de sondas
adecuado para la deteccion y cuantificacion del patron de expresion de la combinacién de genes ANXA10, CTSE,
CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLC1A6, TERT y MCM10.

En otro aspecto de la invencién se contempla un kit de diagndstico y/o prondstico del cdncer vesical basado en
un set de sondas adecuado para la deteccion y cuantificacidon de un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN,
PPP1R14D, ASAM y sus combinaciones.

El kit de diagnéstico y/o prondstico del cancer vesical, basado en el set de sondas para la deteccion y cuantifica-
cién de un gen seleccionado entre C140rf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D, ASAM y sus combinaciones, comprende
adicionalmente un set de sondas adecuado para la deteccidn y cuantificacién de un gen seleccionado entre ANXA10,
CTSE, CRH, IGF2, KRT20, MAGEA3, SLC1A6, TERT y MCM10.

En otro aspecto de la invencidn, se contempla un kit de diagnéstico del céncer vesical, basado en un set de sondas
adecuado para la deteccion y cuantificacion del patrén de expresion de la combinacion de genes ANXA10, Cl14orf78,
CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D, SLC1A6 y TERT.

En otro aspecto de la invencion, el kit de diagndstico del cancer vesical, comprende un set de sondas adecuado
para la deteccidn y cuantificacion del patron de expresion de la combinacién de genes ANXA10, CTSE, CRH, IGF2,
KRT20, MAGEA3, SLC1A6 y TERT.

En otro aspecto se contempla el kit de diagndstico del cancer basado en un set de sondas adecuado para la deteccién
y cuantificacién de un gen seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D y sus combinaciones.

En otro aspecto, dicho kit, basado en el set de sondas adecuado para la deteccién y cuantificacién de un gen
seleccionado entre C14orf78, KLF9, POSTN, PPP1R14D y sus combinaciones, comprende, adicionalmente, sondas
adecuadas para la deteccién y cuantifiacion de al menos un gen seleccionado entre ANXA10, CTSE, CRH, IGF2,
KRT20, MAGEA3, SLC1A6 y TERT.

En otro aspecto se contempla un kit de prondstico del cancer vesical, basado en un set de sondas adecuado para la
deteccion y cuantificacion del patrén de expresion de la combinacién de genes ASAM y MCM10.

En otro aspecto, el kit de prondstico se basa en una sonda adecuada para la deteccién y cuantificacion del gen
ASAM.

En la tabla 1 se muestran los 14 genes identificados como marcadores genéticos de diagndstico y/o prondstico de
céncer vesical. Los genes ASAM y MCM 10 son los 2 genes especificos para prondstico.

A continuacién se presentan algunos ejemplos que sirven para ilustrar pero no limitar la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacion de la importancia de la degradacion en las muestras de fluido vesical

Para llevar a cabo el objetivo final de la invencién, en primer lugar fue necesario conocer el impacto que tenian
diferentes niveles de degradacion del ARN en los perfiles de expresion génica, dado que la calidad del ARN obtenido
de los fluidos vesicales (orina y/o lavado vesical) es generalmente baja. También debia determinarse si los perfiles
de expresion génica obtenidos de los fluidos vesicales se correspondian con los obtenidos en los correspondientes
tumores.

1. Seleccion de muestras y preparacion del ARN

Se seleccioné una muestra de tejido tumoral (T) y de lavado vesical (LV) de un mismo paciente diagnosticado
como pT2 alto grado (G3) [segiin los métodos descritos en Lopez-Beltran A, Sauter G, Gasser T, Hartmann A, Sch-
mitz-Driger BJ, Helpap B, Ayala AG, Tamboni P, Knowles MA, Sidransky D, Cordon-Cardo C, Jones PA, Cairns P,
Simon R, Amin MB, Tyczynsky JE. Tumours of the Urinary System. In: Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn IA
(eds.), Pathology and Genetics of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs. World Health Organi-
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zation Classification of Tumours. Lyon: IARC Press; 2004: 89-157; Sobin LH, Wittekind CH. TNM Classification of
Malignant Tumours. International Union Against Cancer., 6th ed. New York: Jonh Wiley & Sons; 2002]. Se extrajo
el ARN de ambas muestras (TO y LV0) con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Seguidamente, se degradaron alicuotas de ambos ARN (TO y LVO0) incubdndolos a 80°C durante 15 (T1
y LV1), 30 (T2 y LV2) y 60 (T3 y LV3) minutos, obteniendo tres niveles de degradacioén, tal y como se describe en
Xiang CC, Chen M, Ma L et al. A new strategy to amplify degraded RNA from small tissue samples for microarray
studies. Nucleic Acids Res 2003; 31:53, con la excepcion de que se utiliz6 agua en vez de un tampon basico.

También se recolectaron muestras de mucosa vesical sana de 4 pacientes sin evidencia de patologia vesical (mues-
tras control), se obtuvo ARN de la misma manera que se procedié con las muestras anteriores y se mezclaron los 4
ARN en proporciones equimolares (CO).

Un ul de cada uno de los ARN, intactos y degradados, se analizaron en el Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer
para determinar la calidad de cada ARN (segtin el método descrito en Imbeaud S, Graudens E, Boulanger V et al. To-
wards standardization of RNA quality assessment using user-independent classifiers of microcapillary electrophoresis
traces. Nucleic Acids Res 2005; 33:e56) (figuras 1.A-H). En la figura 1 (J) se muestra el gel con las bandas de los
ARN ribosémicos (28S y 18S) de cada una de las muestras analizadas donde se observa la degradacion progresiva de
estas bandas.

Ademds, se recolectaron 36 lavados vesicales tumorales (8 pTa bajo grado (BG), 5 pTa alto grado (AG), 3 pT1 BG,

5 pT1 AG, 4 pTis, 9 pT2 AG and 2 pT4 AG) y 14 lavados vesicales controles de pacientes sin patologia vesical y se
extrajo el ARN de la misma manera que en los casos anteriores.

2. Amplificacion in vitro del ARN y marcaje

Se amplificaron 5 ug de ARN intacto (TO y LVO) y degradado (T1, T2, T3, LV1, LV2 y LV3) mediante la utiliza-
cién de cebadores de secuencia al azar de 9 nucleétidos (random nonamer primers) modificados por la adicién en 3’
de la secuencia promotora del T3 (T3N9) (segiin Xiang CC, Chen M, Ma L et al. A new strategy to amplify degraded
RNA from small tissue samples for microarray studies. Nucleic Acids Res 2003; 31:e53). Las sondas se sintetizaron
mediante un método de marcaje directo (segin Richter A, Schwager C, Hentze S, Ansorge W, Hentze MW, Muckent-
haler M. Comparison of fluorescent tag ADN labeling methods used for expression analysis by ADN microarrays.
Biotechniques 2002; 33:620-8, 630).

3. Procesamiento de la matriz y andlisis de datos

Se utilizaron los Oncochip-v2 glass human ADNc microarrays (http://grupos.cnio.es/genomica/arrays/reports/
ochip_v2.xls) para co-hibridar cada una de las cuatro alicuotas de ARN progresivamente degradadas, tanto de tu-
mor como de lavado vesical (TO, T1, T2, T3, LVO, LV1, LV2 y LV3), con el pool de los ARN provenientes de las
muestras de mucosa vesical sana (C0O). Las imdgenes fluorescentes se obtuvieron con el G2565BA Microarray Scan-
ner System (Agilent, Technologies, Waldbronn, Germany) y las imagenes TIFF fueron cuantificadas utilizando el
programa Spot (http://experimental.act.cmis.csiro.au/Spot) bajo el entorno estadistico R (http://www.r-project.org).
La medida final de intensidad de cada punto del microarray fue calculada tal y como se habia sugerido previamente
(http://www.stat.berkeley.edu/users/terry/zarray/Html/image.htmlv) (datos accesibles publicamente en la base de da-
tos GEO; GSE3192). Finalmente se obtuvieron 1111 clones validos que cumplian todos los criterios de calidad y se
escogieron los 100 més diferencialmente expresados de cada array para comparar entre arrays y calcular los porcenta-
jes de genes en comtin entre ellos. Se detect6 un elevado porcentaje de genes en comtin diferencialmente expresados
entre los arrays de tejido tumoral (85 al 91%) y entre los arrays de lavado vesical (78 al 93%) (Figura 2a), lo que
indicaba que degradacion del ARN practicamente no afectaba los perfiles de expresion génica.

También se realizé un cluster no supervisado de todos los clones contenidos en el microarray utilizando UPGMA
(Unweighted Pair-Group Meted with Arithmetic Mean) y la correlacién de Pearson. Este cluster indicaba que el
porcentaje de genes en comun identificados entre 2 arrays hibridados con ARN de diferente nivel de degradacién (por
ejemplo, LVO y LV1), era en ocasiones mds alto que el porcentaje entre duplicados dye swap (DS) del mismo array
(por ejemplo, LVO vs LVO-DS) (Figura 2b), lo que reforzaba la conclusion de que los perfiles de expresion génica no
quedaban practicamente alterados al trabajar con ARN parcialmente degradado.

Para determinar si los perfiles de expresion génica obtenidos de las muestras de lavado vesical se correspondian con
los obtenidos en el correspondiente tumor, se compar6 el porcentaje de genes en comtn diferencialmente expresados
entre los arrays de tejido tumoral y los de lavado vesical. Se obtuvo una elevada similaridad entre el tumor y el lavado
vesical (52 al 60%) y esta similaridad resulté ser independiente del estado de degradacién del ARN.

En conclusidn, estos datos sugirieron que el ARN parcialmente degradado de lavado vesical podia ser utilizado

para estudios de expresion génica utilizando microarrays y que este ARN es un reflejo de la expresion génica del
tumor.
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4. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

Para validar que los resultados obtenidos en los microarrays de un paciente particular eran extrapolables a una
cohorte mds larga, se analizaron mediante qRT-PCR 4 genes diferencialmente expresados en los arrays y que estaban
relacionados con el proceso de carcinogénesis vesical segun la literatura (KRT20, IGF2, GSN y CCL2). Para esta
validacion se utilizaron 36 lavados vesicales tumorales adicionales y 14 lavados vesicales controles.

El ADNc se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN utilizando el High-Capacity ADNc Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor, excepto que se disminuy6 el volumen final de la reaccién
a 50 ul. El gen GUSB se utilizé como control endégeno. Las PCRs se realizaron utilizando Assays-on-Demand™ Gene
Expression Products en un ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, USA) siguiendo las instrucciones
del proveedor, excepto que el volumen de la reaccién se disminuy6 a 20 ul.

El método del AACt (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative Quantification of
Gene Expression P/N 4303859) se utilizé para calcular la cantidad relativa de expresién de cada gen en relacién a
un promedio de la expresion de las 14 muestras controles. Para establecer el valor de referencia en los controles se
obtuvo la media aritmética de los valores de expresion de los 14 lavados vesicales controles provenientes de pacientes
sin patologia vesical.

Los resultados de este andlisis, expresados como log2ratio, definido como la proporcion o division (ratio) entre las
2 condiciones comparadas (en este caso el control endégeno contra cada gen indicado) expresado como logaritmo en
base 2, confirmaron los resultados de los microarrays en un 81% de las muestras para KRT20, en un 89% para GNS,
en un 64% para IGF2 y en un 89% para CCL2 (Figura 3). La elevada concordancia entre los datos de microarrays
obtenidos del andlisis de un solo paciente y los de qRT-PCR obtenidos del anélisis de una cohorte de 36 pacientes
adicionales confirmaban que los perfiles de expresion génica obtenidos en los microarrays no eran debidos al andlisis
de un solo paciente.

5. Conclusion del Ejemplo 1

Es posible la utilizacién de ARN de lavado vesical para inferir los perfiles de expresién génica de los correspon-
dientes tumores vesicales, tanto mediante microarrays de ADNc como de qRT-PCR.

Ejemplo 2
Determinacion inicial de genes candidatos para el modelo predictivo

Una vez conocido que era posible determinar los perfiles de expresion génica en las muestras de fluido vesical,
el siguiente objetivo era obtener datos propios de expresién génica lo mds extensos posibles. La estrategia que nos
propusimos seguir fue empezar analizando la mayor cantidad posible de genes en un numero reducido de muestras,
para en fases sucesivas ir analizando progresivamente cada vez una cantidad menor y mas seleccionada de genes en
una serie mds extensa de muestras.

El protocolo a su vez pasaba por el establecimiento de unos controles de calidad muy estrictos en todos los pasos
criticos del proceso. Esto incluia la obtencién de las muestras bioldgicas con las caracteristicas deseadas en el quiré-
fano, por parte de los cirujanos del equipo de la Fundacié Puigvert, el almacenaje y conservacién de las muestras en
las condiciones adecuadas, el andlisis anatomo-patolégico de las muestras y el procesado molecular por el equipo de
laboratorio.

1. Obtencion y seleccion de las muestras biologicas

Las muestras de tejido fueron obtenidas en quiréfano utilizando un resector de pinza fria (muestras tumorales) o
directamente con tijeras (muestras control). Parte del tejido obtenido fue inmediatamente congelado a -80°C hasta ser
procesados posteriormente para la extracciéon de ARN vy la parte restante fue enviado al departamento de Anatomia
Patoldgica para su andlisis anatomo-patoldgico. Para la extracciéon de ARN los tejidos fueron homogeneizados meca-
nicamente y los ARN fueron extraidos siguiendo el protocolo del TRIzol (Invitrogen, Calsbad, CA, USA). Finalmente,
los ARN se cuantificaron midiendo espectrofotométricamente la absorbancia a 260 nm.

2. Grupos de muestras a estudiar

Dado que los tumores superficiales y los invasivos parecen tener perfiles genéticos distintos, se decidié comparar
los grupos tumorales mds extremos (superficiales de bajo grado versus infiltrantes). Ademas también decidimos ave-
riguar el perfil molecular de un tipo de tumor de comportamiento clinico poco claro, ya que son superficiales pero con
un alto grado de aberraciones celulares (clasificados como T1 de alto grado, pT1 AG) y en muchos casos (alrededor
del 50%) acaban siendo infiltrantes. Asi se definieron cuatro grupos de estudio:
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- Grupo 1: muestras de tumores superficiales de bajo grado (BG) y que invadiesen solamente la mucosa vesical
(patolégicamente clasificadas como pTa BG).

- Grupo 2: muestras de tumores superficiales de alto grado (AG) y que invadiesen el tejido conectivo subepitelial
(patolégicamente clasificadas como pT1 AG).

- Grupo 3: muestras de tumores infiltrantes (patolégicamente como minimo pT2) y alto grado.

- Grupo 4: muestras de mucosa vesical sana (control).

Con la intencién de reducir la varianza biolégica, que era bastante elevada, se realizaron pooles de muestras de
un mismo tipo tumoral, es decir, con una misma clasificacién anatomo-patoldgica. Asi se realizaron 3 pooles de 4-5
muestras tumorales para cada uno de los grupos; pTa BG, pT1 AG, pT2 AG y controles.

3. Microarrays de Affymetrix

Aunque anteriormente se habia trabajado con una plataforma de microarrays basados en ADNc, era conocido por
la bibliografia que existian otras plataformas comerciales basadas en oligonucleotidos que permitirian obtener resul-
tados de expresion de un nimero de genes mds elevado. Finalmente, se decidi6 utilizar la plataforma de Affymetrix
(http://www.affymetrix.com/index.affx), dado que eran muchos los datos de los que se disponia en las bases de datos
publicas para esta plataforma, pricticamente todas las referencias comentaban su alta calidad de resultados y acaba-
ba de salir al mercado un nuevo microarray (U133 plus 2.0) que permitia determinar la expresién génica de la gran
mayoria de los genes humanos.

Los microarrays de Affymetrix fueron hibridados y escaneados por una compaiiia especializada (Progenika) y los
datos crudos de expresion (o ficheros cel) fueron directamente analizados por nosotros bajo el entorno estadistico R
utilizando el algoritmo RMA (Robust Multi array Analysis).

4. Andlisis de los microarrays de Affymetrix

Una vez obtenidos los datos normalizados de expresién para cada clon se decidi6 estudiar como se agrupaban
las distintas muestras que habfamos seleccionado realizando un cluster no supervisado (Figura 4). En éste se podia
observar que todos los controles agrupaban juntos y claramente diferenciados de los tumores, lo que indicaba que
existen muchos genes diferencialmente expresados entre tumores y controles (genes de diagndstico). Por otro lado,
también se observa que los 3 pooles de tumores infiltrantes (pT2_1, pT2_2 y pT2_3) y tumores superficiales de alto
grado (pT1 AG_1, pT1 AG_2 y pT1 AG_3) agrupan juntos y diferenciados de los 3 pooles de tumores superficiales
de bajo grado (pT1 BG_1, pT1 BG_2, pT1 BG_3), lo que deberia permitir localizar genes marcadores de una u otra
via (genes de prondstico).

Como sistema de clasificacion para comparar los distintos grupos y obtener los mejores genes diferencialmente
expresados se decidi6 utilizar la proporcién entre el valor de intensidad maximo del grupo con la menor media y el
valor de intensidad minimo del grupo con la mayor media, en escala logaritmica. Esta medida es equivalente al menor
nivel de cambio (minimum fold change) que podriamos obtener comparando cualquier réplica de un grupo contra
cualquier réplica del otro grupo. El resultado final que obtuvimos fueron literalmente miles de genes con diferencias
de expresion entre tumores y controles suficientemente significativas.

5. Validacion de los resultados de microarrays mediante PCR cuantitativa a tiempo real

Una vez ordenados los genes, de mds a menos diferencialmente expresados, se decidié verificar los resultados
obtenidos con una técnica completamente independiente y, segun la literatura, mucho mas precisa, la PCR cuantitativa
a tiempo real (QRT-PCR). Se seleccionaron 10 de los genes mas diferencialmente expresados para realizar esta veri-
ficacion técnica y se cuantificd su expresion génica mediante qRT-PCR tanto usando exactamente los mismos pooles
hibridados en los microarrays (para poder comparar los resultados de ambas técnicas), como utilizando las muestras
individuales de cada pool (para poder estudiar la replicabilidad de la propia técnica de qRT-PCR) (Figura 5). En la
comparacion entre microarrays y qRT-PCR obtuvimos un coeficiente de regresion de 0.978, lo que nos indicaba una
muy buena replicabilidad entre las 2 técnicas. Cuando comparamos las medias aritméticas de las muestras individuales
obtenidas mediante qRT-PCR y su expresion en los pooles mediante la misma técnica el coeficiente de regresion fue
de 0.995, lo que confirmaba los datos bibliogréficos de que la cuantificacion mediante qRT-PCR tiene una calidad
técnica excelente.
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6. Conclusion del Ejemplo 2

Teniendo en cuenta los resultados observados mediante la cuantificaciéon de la expresion génica utilizando dos
técnicas completamente independientes en un pequefio grupo de genes, podemos extrapolar que las expresiones ob-
servadas mediante microarrays parecen ser suficientemente fiables como para ser utilizadas para definir un grupo de
genes candidatos robusto para un andlisis posterior mas extenso y especifico.

Paralelamente, se concluyé que aunque los microarrays eran adecuados para cuantificar las expresiones génicas, la
gRT-PCR era atin mds precisa, ademds de permitir unos niveles de degradacion del ARN mayores en la muestra sin
que esto perjudicara el resultado final.

Ejemplo 3
Primera seleccion de genes candidatos

El objetivo final de este estudio era seleccionar un conjunto reducido de genes relacionados con CCT de vejiga
y que al cuantificar su expresién se obtuviera informacién diagndstica y prondstica del tumor. Para ello, se ha com-
probado que se pueden utilizar dos técnicas; los microarrays de ADN y la PCR cuantitativa a tiempo real. Mediante
la tecnologia de microarrays se testan miles de genes en cada experimento y se necesita mayor cantidad de ARN y
de mejor calidad para realizar los experimentos que con la metodologia de la qRT-PCR. Ademds, ésta dltima es una
tecnologia mds precisa y se puede cuantificar el nimero exacto de genes de interés. Por ello se decidid utilizar en las
siguientes fases del estudio la tecnologia TagMan Low Density Arrays (TLDA), basada en qRT-PCR.

1. Seleccion de 384 genes para las tarjetas TagMan Low Density Arrays (TLDA)

Las TLDA son tarjetas microfluidicas que contienen liofilizados los primers y la sonda TagMan para un maximo de
384 genes (existen diferentes configuraciones de TLDA que permiten analizar en una misma tarjeta desde 384 genes
y una sola muestra hasta 48 genes y 8 muestras). Por lo tanto, de los experimentos realizados previamente mediante
microarrays de Affymetrix hibridados con ARN de tejido se tenia que seleccionar un sub-conjunto de 384 genes. Se
seleccionaron los genes mds diferencialmente expresados entre tumores y controles (genes de diagndstico) y también
aquellos genes diferencialmente expresados entre los tres grupos tumorales: pTa BG, pT1 AG y pT2 AG (genes de
prondstico).

Por otro lado, dado que uno de los objetivos del proyecto era trabajar con fluidos vesicales, en esta fase del proyecto
se pretendia poder estudiar estos 384 genes no con ARN de tejido, como se habia estado haciendo hasta ahora, sino
directamente con fluidos vesicales (orina o lavados vesicales).

2. Recogida y procesamiento de los lavados vesicales y orinas

Las muestras de lavado vesical fueron recogidas por barbotaje intraoperatoriamente, antes de la reseccion del
tumor vesical o antes de la cistectomia. Las muestras de orina fueron recogidas por miccién espontdnea antes de
que el paciente entrase en la cirugia. Tanto las muestras de lavado vesical como las de orina eran transportadas al
laboratorio en hielo inmediatamente después de ser recogidas. Las muestras se mezclaban con 1/25 volimenes de
EDTA 0,5M, pHS8.0 y se centrifugaban a 1000 Xg durante 10 minutos. Los pellets celulares se resuspendian en 1 ml
de TRIzol (Invitrogen, Calsbad, CA, USA) y se congelaban a -80°C hasta la extraccién del ARN.

Se recogieron y almacenaron 425 muestras de lavado vesical tumoral, 30 muestras de lavado vesical control, 43
muestras de orinas tumorales y 158 muestras de orinas controles.
3. Extraccion del ARN vy sintesis del ADNc

Los ARN se extrajeron siguiendo el protocolo del TRIzol (Invitrogen, Calsbad, CA, USA) y se cuantificaron
midiendo espectrofotométricamente la absorbancia a 260 nm.

El ADNc se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN utilizando el High-Capacity ADNc Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor, excepto que se disminuy6 el volumen final de la reaccién
a 50 ul.

4. Seleccion de “productos de expresion génica TagMan” y RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR).
Una vez conocidos los genes de interés, se seleccionaron los primers y sonda fluorescente (TagMan Assays-on-

Demand™ Gene Expression Products) para la cuantificacion de la expresion génica mediante QRT-PCR en la web de
Applied Biosystems (http://www.appliedbiosystems.com/).
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Se configurd una tarjeta multifluidica (TagMan Low Density Array, TLDA) que contenia 384 ensayos que corres-
pondian tanto a genes de diagndstico, como a genes de prondstico, como a los genes controles enddgeno (figura 8).
Esta configuraciéon de TLDA permite analizar una sola muestra por tarjeta. En la tabla de la figura 8 se indica el nom-
bre y simbolo del gen, asi como el clon de Affymetrix en el que se encontré la expresion diferencial del gen. También
se define el nombre del TagMan Gene Expression Assay (http://www.appliedbiosystems.com/) seleccionado para la
tarjeta microfluidica TagMan Low Density Array. Este nombre de ensayo a su vez estd indicando la regioén génica que
se amplificard en la qRT-PCR. Finalmente, se indica uno de los transcritos mayoritarios que se amplificard con este
ensayo (Ref Seq o Gene Bank mRNA).

Las PCR se realizaron en un ABI PRISM 9700 HD SDS (Applied Biosystems, Foster City, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor.

Se analizaron mediante TLDA de 384 genes un total de 60 muestras:
- 39 muestras de lavado vesical tumoral

- 15 muestras de lavado vesical control

3 muestras orina tumoral

- 3 muestras de sangre periférica; esto se realizé dado que en el andlisis anterior, basado en microarrays de
Affymetrix, habiamos observado contaminacién de tejido muscular en las supuestamente muestras puras
de mucosa vesical y tenfamos indicios para sospechar que en las muestras de fluidos vesicales pudiese
haber contaminacion debida al sistema inmune. Por ello se decidié analizar 3 muestras de linfocitos para
poder eliminar por comparacién aquellos genes que se expresasen mucho en sangre (dado que la san-
gre seria un contaminante constante en las muestras de fluido vesical procedente de pacientes con tumor
vesical).

5. Andlisis de las TLDA de 384 genes

Una vez realizadas todas las PCRs se establecieron los niveles de corte (thresholds) y niveles basales (baseline) mas
apropiados para cada gen y se calcularon los Ct (cicle threshold) o datos de expresién crudos mediante el programa
SDS 2.1 (Applied Biosystems).

Posteriormente, se calculé la medida de expresion relativa de cada gen o delta Ct (Ct del gen diana - Ct del control
enddgeno, GUSB en nuestro caso) y se estudié como se agrupaban las muestras individuales mediante un cluster no
supervisado (usando distancias euclidianas y UPGMA) (Figura 6). El primer nivel de clasificaciéon que se observa en
este cluster es la diferenciacién entre las 3 muestras provenientes de sangre periférica y las muestras de los fluidos
vesicales (lavados vesicales y orinas). Por otro lado, los fluidos vesicales se sub-agrupan en un conjunto de muestras
que agrupan en parte superior del cluster (desde la muestra B155-RV_T2alto hasta la B288-RV1_TaG?2alto) y que esta
formado sé6lo por muestras de fluidos vesicales tumorales, y otro conjunto de muestras en la parte inferior del cluster
(a partir de la muestra B71-RV_TaG2bajoCIS hasta la B109-RV_T2alto) que estd formado por una mezcla de fluidos
vesicales tumorales y controles. A su vez, dentro del cluster superior podemos diferenciar entre tumores de alto grado
y bajo grado, mientras que en el inferior aparece una agrupacién con casi s6lo muestras controles y otra con mezcla
de controles y tumores. Se ha de tener en cuenta que se ha pasado de analizar tejido en pooles a fluidos vesicales en
muestras individuales, por lo que era relativamente previsible esta pérdida de potencia de discriminacién mediante
cluster.

El objetivo de este andlisis era reducir el nimero de genes a estudiar en la siguiente fase, con un nimero mayor de
muestras, de 384 a 96. Para el proceso de seleccion de los mejores genes se tuvieron en cuenta distintos parametros,
entre ellos el estadistico descrito anteriormente (minimum fold change), pero también la proporcion en escala loga-
ritmica de las medianas de los 2 grupos comparados (median fold change) y un anélisis manual individualizado por
genes de los distintos valores de intensidad. Esto nos permitié reducir el grupo inicial de 384 genes a los 96 genes que
requeriamos para la siguiente fase de experimentos (Figura 9).

Ejemplo 4
Segunda seleccion de genes para incrementar la potencia diagndstica/prondstica

En esta fase del trabajo el objetivo era conseguir aumentar la potencia de discriminacién entre muestras tumorales
y controles. Para ello, se pretendia analizar un nimero mayor de muestras de fluido vesical y reducir, si era posible,

al menos a la mitad el ndmero de genes en los que se deberia basar el prototipo inicial del sistema de diagndstico y
prondstico.
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Muestras a analizar y TLDA de 96 genes

Las tarjetas multifluidicas (TagMan Low Density Arrays) que contenian 96 ensayos (figura 9) se configuraron y
procesaron de la misma manera que se hizo con las de 384 genes, con la diferencia que esta configuracién de TLDA
permite analizar 4 muestras por tarjeta.

Se analizaron mediante TLDA de 96 genes un total de 80 muestras:
- 42 muestras de lavado vesical tumoral
- 8 muestras de lavado vesical control
- 15 muestras orina tumoral

- 15 muestras orina control

2. Andlisis de las TLDA de 96 genes

Dado que la tecnologia utilizada en la fase anterior de experimentos (ejemplo 3) era exactamente la misma que en
este ejemplo y los genes analizados en esta fase estaban ya incluidos en las TLDA de 384 genes analizadas previa-
mente, se decidi6 extraer y sumar las 60 muestras del ejemplo 3, con los datos de las nuevas 80 muestras (Total= 140
muestras).

Se realizé un primer andlisis mediante cluster no supervisado de las 140 muestras con las expresiones de los 96
genes y pudimos observar 2 grandes grupos claramente diferenciados (Figura 7). En el primer grupo (Figura 7.B) todas
las muestras son tumorales sin excepcion. En cambio, en el segundo grupo (Figura 7.A) la mayor parte de muestras son
controles, pero hay algunas muestras tumorales, con un perfil genético no distinguible de las muestras normales. La
conclusién que se podia extraer de este resultado era que la mayor parte de tumores presentaban unos perfiles genéticos
caracterfsticos y diferenciados de las muestras control, aunque habia algunos casos en los que el perfil general no se
distingufa de una muestra normal y, por tanto, no podrian ser detectados. Estdbamos observando otra vez el mismo
efecto que para el ejemplo 3, aunque ahora nuestra capacidad de discriminacién en las muestras era superior.

Basandonos en los datos que se habian observado de los clusters y en anélisis exploratorios propios intentando
utilizar otros algoritmos de clasificacién (como andlisis lineal discriminante, k-nearest neighbor (KNN), etc.) se pudo
observar que el problema de la discriminacion de algunos tumores respecto a las muestras control persistia. La nueva
hipétesis de trabajo fue que cualquier sistema de cdlculo global de una medida discriminatoria utilizando un grupo de
genes concreto tendria el mismo problema. Este consistia en que, debido a la elevada heterogeneidad de los tumores,
resultaba relativamente facil reconocer los perfiles de la mayoria, que tendrian alteraciones mayoritariamente pareci-
das, aunque siempre habria una minoria de casos para los que el comportamiento global de los genes seleccionados
para su andlisis no se distinguiria de las muestras controles, ya que tendrian alteradas vias minoritarias.

Para detectar tanto los tumores mayoritarios como los minoritarios, se establecié un “sistema de alarmas” mediante
el establecimiento de un rango de valores entre los que oscilaban las muestras control y afiadiendo un intervalo de
confianza de manera que se pudiera determinar un punto a partir del cual una expresién que estuviera por encima
(o por debajo en caso de los genes infraexpresados) fuera indicativa de tumor, independientemente de los valores de
expresion observados en los otros genes. La ventaja de este sistema es que, aunque el tumor presente perfiles generales
de expresidn parecidos a muestras sanas, si uno de los genes alarma se dispara, permite afirmar que nos encontramos
frente a una muestra tumoral.

La primera etapa en el desarrollo de dicho sistema fue la estimacion de los rangos de expresion de los controles y
sus intervalos de confianza. Ya que ahora era muy importante que en los valores controles no hubiera errores técnicos,
que alterarian falsamente los rangos, se decidi6 eliminar aquellos controles que no presentaran un nivel de calidad
minimo. Para calcular esta medida de calidad se utilizaron 3 genes (GUSB, 18S y PPIA) que ademds sirvieron como
controles endégenos (calculando su media geométrica) para la cuantificacién relativa de todos los genes. Analizando
el comportamiento individual de la distribucién de cada gen no se pudo verificar que se cumpliera un ajuste suficiente
a una distribucién normal, por lo que no se pudo establecer unos intervalos de confianza basados en su varianza. Como
alternativa, se decidi6 establecer unos intervalos de confianza arbitrarios y fijos con distintos niveles de rigurosidad
(como punto umbral se decidi6 utilizar el doble, 4 veces u 8 veces el valor del control con valores de expresiéon mas
parecidos a los tumores).

Una vez determinado el punto umbral para cada gen, se resumi6 toda esta informacién en una matriz con los 96
genes contra las muestras tumorales. Se marcaron con 0 los valores que no superaron el nivel de corte y con 1 los que
si lo superaron (para cada nivel de estringencia). Para seleccionar los mejores genes (con los que se pretendia reducir el
perfil al menos a 48) se tuvieron en cuenta dos propiedades: 1) que el gen pudiera detectar un gran nimero de tumores
(buscando los que tuvieran una mayor suma de valores 1) y 2) que esta deteccidn fuera el maximo de independiente
de otros genes alarma (para poder detectar el maximo de vias minoritarias).
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Como resultado, se hubiera podido reducir el niimero de genes interesantes a menos de 48, aunque por razones
técnicas y siendo conservadores se decidié mantener este nimero para su andlisis en fases posteriores, ya que algu-
nos intervalos en los controles podrian no ser completamente correctos (debido al bajo nimero de muestras control
analizadas hasta el momento).

Para automatizar el proceso de analisis de nuevas muestras a partir del perfil genético de los 48 genes seleccionados
(figura 10) se cre6 un programa informdtico que partiendo de los resultados de Cts obtenidos de la qRT-PCR es
capaz de realizar una prediccién diagnéstica. Este programa es capaz de utilizar distintos ficheros de parametros
(dependiendo de la estringencia en los intervalos), con lo que los valores de sensibilidad (SN) y especificidad (SP)
varfan. Utilizando el fichero de pardmetros menos estringente (punto de corte al doble del control mds cercano a los
tumores) se obtuvo SN=100% y SP=100%. En el caso del segundo fichero de pardmetros (punto de corte 4 veces del
control més cercano a los tumores) se obtuvo SN=98,96% y SP=100%. En el tltimo caso (punto de corte 8 veces el
peor control) se obtuvo SN=97,93% y SP=100%. Es importante sefalar que estos resultados se han obtenido sobre
las mismas muestras utilizadas para generar los ficheros de pardmetros, por lo que probablemente se esta produciendo
una sobreestimacion (overfitting) que seria necesario estimar en experimentos posteriores con muestras nuevas.

Ejemplo 5
Desarrollo de un modelo final de diagndstico

Los objetivos en esta fase del proyecto eran probar y mejorar el modelo de prediccion de tumores asi como reducir
al minimo el nimero de genes utilizados para realizar la prediccion.

Para esta fase fue necesario ampliar mucho mas el conjunto de muestras tanto tumorales como normales. Se
analizaron 440 nuevas muestras mediante tarjetas microfluidicas de 48 genes, que se han afadido a los datos del
ejemplo 3 (60 muestras) y del ejemplo 4 (80 muestras).

Una vez realizados los controles de calidad minimos en las muestras, se procedi6 a analizarlas mediante el modelo
cualitativo de alarmas descrito previamente. El resultado que obtuvimos (SN=0.81 y SP=0.81) diferia bastante del
obtenido con el modelo final del ejemplo 4, por lo que se decidié intentar mejorarlo, ya que probablemente tenia
bastante sobreentrenamiento.

A partir de la observacion de los histogramas de frecuencias discretizadas de cada uno de los genes, se pudo
observar como se distribufan las muestras tanto tumorales como controles. Debido al hecho de haber aumentado
mucho el muestreo, el limite de solapamiento entre las distribuciones se habia reducido de forma importante. También
se pudo observar que, aunque en muy baja frecuencia, algunos casos controles tenfan unos niveles de expresién muy
parecidos a los tumores.

Aunque, a nivel conceptual, el sistema cualitativo de alarmas desarrollado se seguia considerando una buena apro-
ximacidén al comportamiento celular de las expresiones génicas, el no poder cuantificar la importancia de cada uno de
los genes representaba una seria limitacién al poder predictivo del mismo.

En base al mismo concepto de alarmas se decidi6 intentar desarrollar un modelo cuantitativo, lo cual fue posible
utilizando el teorema de las probabilidades condicionadas de Bayes.

Ya que el nimero de muestras analizadas es suficientemente elevado, se puede estimar a partir de las frecuencias
de expresion observadas las probabilidades de que dado un valor de expresion la muestra sea o un tumor o un control.

Una de las ventajas de un modelo basado en el teorema de Bayes es que se puede aplicar a cada gen sensor de
forma independiente. La expresion génica observada modificarad la probabilidad que se tenia a priori de ser un tumor
dando una probabilidad a posteriori, la cual podra ser usada de nuevo como probabilidad a priori para el siguiente
gen. De hecho, implicitamente se estd asumiendo independencia entre los distintos genes.

El niimero final de muestras sobre las que se ha podido aplicar el modelo fue de 308 tumores y 156 controles.

Cuando se aplicé nuestro modelo iterativamente sobre los 48 genes se obtuvo una mejora significativa en el poder
de prediccion del modelo cualitativo anterior (SN=0.86 y SP=0.92), aunque estudiando los histogramas de frecuencias
pudimos observar que muchos genes parecian no aportar informacién significativa al modelo final. Por tanto, se pro-
puso seleccionar el subconjunto de genes suficiente y necesario para capturar el maximo de informacién diagndstica
de las muestras.

Utilizando el modelo cuantitativo no se tenia una forma clara de realizar la seleccién de genes mds interesantes.
El antiguo modelo cualitativo si que permitia seleccionar los genes mds informativos y, a la vez, con una mayor
independencia entre ellos. El resultado de utilizar los mejores genes detectados con el modelo cualitativo (CTSE,
MAGEA3, CRH, SLC1A6, PPP1R14D, IGF2, Cl140rf78 y KLF9) sobre el nuevo modelo cuantitativo mostré una
mejora importante en los resultados (SN=0,89 y SP=0,96).
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De todas formas, se decidié intentar otras aproximaciones. A partir del andlisis visual de los histogramas de
frecuencias de los 48 genes, se selecciond el subconjunto aparentemente mds informativo (ANXA10, CRH, IGF2,
KRT20, MAGEA3, POSTN, SLC1A6 y TERT) y con histogramas mas variados entre si (esperando que este hecho in-
dicara una mayor independencia entre ellos). El resultado obtenido también mostraba una mejora significativa respeto
al andlisis de los 48 genes (SN=0,90 y SP=0,96).

Finalmente, ya que tanto el subconjunto de genes obtenidos mediante el modelo cualitativo como los genes se-
leccionados visualmente mostraban mejoras respecto al modelo cuantitativo inicial, se decidié combinar los genes
de las 2 aproximaciones (ANXA10, C14orf78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R14D,
SLC1A6 y TERT). El resultado del modelo combinado fue ligeramente mejor que cualquiera de ellos (SN=0,91 y
SP=0,96).

Una vez obtenido el modelo, se decidi6 estudiar si existia algiin patrén comiin tanto en los tumores como en los
controles mal clasificados. En el caso de los controles, se pudo detectar una presencia significativa de muestras con
tumores en contacto con el sistema urinario (tumores de préstata, de rifién y de pene principalmente). Probablemente,
este tipo de muestras tienen patrones de expresion comunes con los tumores de vejiga, con lo que pueden confundir
al método de prediccion. Por tanto, se decidi6 eliminar de las muestras control todos aquellos casos con tumores que
pudieran encontrarse en contacto con el sistema urinario.

El ndmero de muestras control descendi6 de 156 a 126, quedando igualmente 308 muestras tumorales. Utilizando
el modelo cuantitativo con los 48 genes sobre esta nueva poblacion se observé una mejora importante (SN=0,90 y
SP=0,93). En el caso de los 8 genes mds independientes se obtuvo: SN=0,91 y SP=0,97. En el subconjunto con los
histogramas mads interesantes se obtuvo: SN=0,91 y SP=0,97. Finalmente, en el subconjunto combinado de genes se
obtuvo: SN=0,93 y SP=0,97. Volviendo a calcular los datos con cada subconjunto seleccionado previamente podemos
ver que en general se habia conseguido aumentar la potencia del modelo eliminando este tipo de controles.

En lo referente al estudio de los tumores mal clasificados, se detecté un incremento significativo en el nimero de
cistectomias presentes en este grupo. Se cree que la previa reseccion transuretral (RTU) que frecuentemente se realiza
muy cercana en el tiempo a la cirugia radical podria estar alterando el perfil molecular que se observd, ya que las
masas tumorales han sido retiradas fisicamente de forma parcial o total de las paredes epiteliales de la vejiga. Aunque
en este estudio no se han eliminado los casos de cistectomia por no ser los datos concluyentes, es recomendable no
incluir este tipo de muestras en el andlisis de nuevas poblaciones.

Ejemplo 6
Desarrollo de un modelo final de prondstico

Aunque la preocupacién mds importante era la prediccién tumoral (prediccion de diagndstico) también se estaba
interesado en clasificar los distintos tipos de tumores (prediccién de pronéstico), lo cual constituye el objetivo principal
de este apartado. Esta clasificacién podria permitir personalizar mds el tratamiento en cada caso.

La clasificacidn tumoral se basa actualmente en la observacion macroscOpica y microscépica en el laboratorio de
anatomia patoldgica. Mediante unas observaciones mds o menos estandarizadas basadas en la profundidad del tumor
y en el aspecto microscdpico de las células se decide su clasificacion. Estudios moleculares recientes parecen indicar
que en realidad hay dos perfiles genéticos diferenciales que mayoritariamente separan los tumores de tipo superficial
y los tumores infiltrantes.

Para poder realizar un modelo de clasificacién de prondstico se necesitaria tener los distintos grupos tumorales
correctamente separados. Las observaciones anatomo-patolégicas no garantizan la correspondencia con el comporta-
miento a nivel molecular de las muestras, por lo que no parecia buena idea derivar un modelo prondstico inicamente a
partir de esta clasificacion. Se opt6 por utilizar un sistema de clasificacion mediante cluster no supervisado (que mayo-
ritariamente separaba las muestras en 2 grandes grupos) ademas de tener en cuenta la gradacién anatomo-patoldgica
(AP).

Como grupo de muestras tumorales superficiales validas era necesario que agruparan segtn el cluster en el conjunto
que les correspondia y segiin AP debian ser tumores Ta, T1 grado bajo y sin carcinoma in situ (cis) asociado. Los
tumores infiltrantes debian pertenecer al grupo correspondiente del cluster y segiin AP debian ser tumores tipo T1 alto
grado, T2, T3 o T4 y cualquier tumor con presencia de CIS.

En el grupo de muestras definido como superficiales se clasificaron 129 de los 308 tumores. En el grupo definido
como infiltrantes se clasificaron 100 de los 308. Finalmente, 79 muestras tumorales o presentaban discordancias entre
su clasificacién por anatomo-patoldgica y su perfil molecular o no quedaban claramente definidas dentro de los dos
grupos mayoritarios del cluster.

La metodologia utilizada para crear un modelo que discriminara entre tumores superficiales e infiltrantes es exac-
tamente la misma que la utilizada en el ejemplo 5 para obtener un modelo diagndstico.
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Cuando se aplicé el teorema de Bayes utilizando los 48 genes se obtuvo una buena clasificaciéon (SN=0,97 y
SP=0,96).

Analizando los histogramas de frecuencias se pudo observar que los genes interesantes para diagndstico coincidian
en gran medida con los genes de prondstico. Sin embargo, habia algunos genes (MCM10 y ASAM) que no eran
adecuados para diagndstico y si para prondstico, por lo que estos dos fueron afiadidos a los 12 genes previamente
seleccionados. El modelo de 14 genes resultante demostr6 funcionar casi a la perfeccién (SN=0,99 y SP=1,00).

En la tabla 1 se incluyen los 14 genes, indicando el simbolo del gen y el nombre del ensayo de expresion génica
TagMan seleccionado para la tarjeta microfluidica TagMan Low Density Array.

TABLA 1

Simbolo del gen

ANXA10 Hs00200464 m1
C140rf78 Hs00746838 s1
CTSE Hs00157213 m1
CRH Hs00174941 m1
IGF2 Hs00171254 m1
KLF9 Hs00230918 mf1
KRT20 Hs00300643 m1
MAGEA3 Hs00366532 m1
POSTN Hs00170815 m1
PPP1R14D Hs00214613 m1
SLC1A6 Hs00192604 m1
TERT Hs00162669_m1
ASAM  Hs00203345 m1
e e

Ensayo de expresion
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento in vitro no invasivo para diagnosticar y/o pronosticar cdncer vesical que comprende:

a. detectar y cuantificar en una muestra de fluido vesical obtenida de un sujeto el patrén de expresion de
la combinacion de los genes de anezina A10 (ANXA10); marco de lectura abierto 78 del cromosoma 14
(C140rf78); catepsina E (CTSE); hormona liberadora de corticotropina (CRH); factor 2 similar a la insu-
lina (IGF2); factor 9 similar a Kruppel (KLF9); queratina 20 (KRT20); antigeno del melanoma, familia
A, 3 (MAGEAD3); periostina, factor especifico de osteoblastos (POSTN); proteina fosfatasa 1, sububidad
14D reguladora (inhibidora) (PPP1R14D); familia 1 de transportadores de soluto (transportador de aspar-
tatp/glutamato de alta afinidad), miembro 6 (SLC1A6); telomerasa transcriptasa inversa (TERT); molécula
de adhesion especifica de adipocitos (ASAM) y deficiente 10 de mantenimiento de minicromosomas (S.
cerevisiae)  MCM10); y

b. comparar los resultados obtenidos en la etapa a) con los valores normales de referencia para dichos genes
en fluidos vesicales.

2. El procedimiento in vitro no invasivo segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la muestra de fluido
vesical es orina.

3. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado porque la cuantificacién de la expre-
sién de los genes en la etapa a) se lleva a cabo por medio de PCR cuantitativa en tiempo real.

4. Uso in vitro de 1a combinacién de los genes ANXA10, C14orF78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3,
POSTN, PPP1R14D, SLC1A6, TERT, ASAM y MCM10 como marcadores de diagndstico y/o prondstico del cancer
vesical.

5. Un kit de diagndstico y/o prondstico del cincer vesical para llevar a cabo el procedimiento de la reivindicacién
1, que consisten en un grupo de sondas adecuadas para la deteccién y cuantificacién del patrén de expresion de la
combinacidn de los genes ANXA10, Cl14orF78, CTSE, CRH, IGF2, KLF9, KRT20, MAGEA3, POSTN, PPP1R 14D,
SLC1A6, TERT, ASAM y MCM10.
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Combinaciones
No. |parrays lgRT-PCR
6,55 8,82 8,01
TCN1 2 8,71 9,42 8,15
5,10 8,34

6,99 8,12 9,78
6,80 747 0,59 3,897 1012
5,89 5,28 5,93

-

947 603 957 -506
-6,89 219 932 -8,71 —
-9.95 7,58 -B891

011 212 536 444
3,18 8,67 9,14 2,64 -
429 212 -7

CRH 2 7,25

491 309
404 495 316 365 513
207 367

802 | 823
2 | 300 | 472 | 429
804 | 817

10,53 -018 0,17
6,34 3,92 -2,81 0,40 0,87
10,13 5,85 3,62

CEACAMSG

FIG. 5
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