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DESCRIPCION
Deteccion no invasiva del cancer de vejiga mediante hibridacion fluorescente in situ de Aurora A

Antecedentes de lainvencion

Esta invencion se hizo con el respaldo del gobierno de los Estados Unidos bajo la subvencion niumero U01 CA
85078 concedida por el National Cancer Institute. ElI gobierno de los Estados Unidos tiene determinados derechos
en la invencion.

La presente invencion se refiere, en lineas generales, al campo de la deteccién del cancer. Mas concretamente, se
refiere a la deteccion del cancer de vejiga.

Resumen de lainvencién

La presente invencion, segun se define en la reivindicacion 1, se refiere a un método para la deteccion de cancer de
vejiga en un paciente que consiste en aislar células de la vejiga de la orina del paciente, hibridar las células de la
vejiga con una sonda de ADN marcada, en donde la sonda reconoce al menos una porcion del gen de la quinasa
Aurora A, para obtener una muestra de células de la vejiga hibridadas con la sonda de ADN marcada; y contar el
numero de células de la vejiga presentes en la muestra , el nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A en
cada célula de la vejiga de la muestra y el nimero de células de la vejiga presentes en la muestra que tienen al
menos un primer numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A, consistiendo, ademas, en que si los
numeros superiores o iguales a un primer porcentaje umbral de las células de la vejiga tienen el primer numero
umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A, suponer que el paciente tiene cancer de vejiga, en donde el primer
numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A es tres y el primer porcentaje umbral es de un 15%.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos siguientes forman parte de la presente especificacion y se incluyen para demostrar aun mas algunos
aspectos de la presente invencién. La invencion puede comprenderse mejor haciendo referencia a uno o mas de
estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de las realizaciones especificas aqui presentadas.

Figura 1. Expresion de la quinasa Aurora A en carcinomas de células transicionales (TCC) y su relacion con la
ploidia del ADN. A, Niveles de quinasa Aurora A en muestras pareadas de urotelio y TCC adyacentes revelados por
una RT-PCR cuantitativa. B y C. Histogramas de ADN generados mediante analisis de imagenes de nucleos
tumorales en los que puede verse un contenido de ADN casi diploide (2c) y una aneuploidia pronunciada (6c),
respectivamente. D, Niveles medios de expresion de la quinasa Aurora A en TCCs de grado bajo (grado 1-2),
superficial (Ta-T1a) y grado alto (grado 3), invasivo (T1b y superior) ademas de TCCs casi diploides y aneuploides.

Figura 2. Expresion de la quinasa Aurora A y numero de copias cromosomicas en lineas cancerosas de la vejiga. A,
Expresion de la quinasa Aurora A en lineas celulares cancerosas de la vejiga mediante una RT-PCR cuantitativa en
comparacion con células uroteliales cultivadas (NU204). B, Nimero de copias cromosdmicas revelado por una FISH
cuantitativa utilizando sondas centroméricas a los cromosomas 3, 7 y 17. C, Valores medios de expresion de la
quinasa Aurora A en tres grupos de lineas celulares cancerosas de la vejiga. D, Numero medio de copias
cromosémicas en lineas celulares cancerosas revelado por una FISH con sondas centroméricas a los cromosomas
3,7y 17 en 3 grupos de lineas celulares cancerosas de la vejiga mostradas en C.

Figura 3. Expresion ectépica de la proteina de fusién quinasa Aurora A-GFP en células uroteliales SV40
transfectadas con un vector adenoviral que contiene un inserto de quinasa Aurora A de tipo salvaje utilizando un
anticuerpo anti-GFP. A, Analisis Western blot en el que se muestra la expresion de la proteina de fusién quinasa
Aurora A-GFP (panel superior). Andlisis de inmunofluorescencia que muestra la expresién ectopica de la proteina de
fusién quinasa Aurora A-GFP con DAPI como contracolorante nuclear (panel inferior). Imagenes de
inmunofluorescencia de células infectadas con un vector adenoviral sin un inserto de quinasa Aurora A (a, b).
Imagen obtenida con un filtro rojo que revela dos centrosomas (a). Imagen obtenida con un filtro verde que revela
una expresion no ectopica de una proteina de fusion quinasa Aurora A-GFP (b). Imdgenes de inmunofluorescencia
de células infectadas con un vector adenoviral que contiene un inserto de quinasa Aurora A (c, d). Imagen obtenida
con un filtro rojo que muestra una multiplicacion de centrosomas revelada por un anticuerpo anti-tubilina-y (rojo) (c).
Imagen obtenida con un filtro verde que muestra la expresion de una proteina de fusion quinasa Aurora A-GFP
expresada ectépicamente en centrosomas (d). B, Evaluacién cuantitativa del numero de copias de centrosomas y
cromosémicas inducida por una quinasa Aurora A expresada ectépicamente. C, Anadlisis FACS por fluorescencia
doble de una proteina de quinasa Aurora A-GFP expresada ectépicamente (fluorescencia verde) en relacién con el
contenido de ADN revelado con un contracolorante de Pl (fluorescencia roja). Diagrama de dispersion de
fluorescencia doble tras la infeccidon con un vector adenoviral que contiene un inserto de quinasa Aurora A de tipo
salvaje (panel derecho). Diagrama de dispersion de control de células infectadas con un vector adenoviral vacio
(panel derecho). Notese el aumento de células aneuploides en las zonas trazadas del diagrama de dispersion
designadas como A y B (panel derecho) en comparacion con el control (panel izquierdo). D, Evaluacion cuantitativa
de las células aneuploides revelada por el analisis FACS por fluorescencia doble mostrada C y formaciéon de
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colonias en agar blando. Control/Ad: células infectadas con un vector adenoviral sin un inserto de quinasa Aurora A,
GFP Ad/quinasa Aurora A: células transfectadas con un vector adenoviral que contiene una quinasa Aurora A de tipo
salvaje, MOI: multiplicidad de infeccion.

Figura 4. Deteccion de células cancerosas en orina evacuada con una sonda de FISH de la quinasa Aurora A. A,
una FISH por fluorescencia doble en la que se demuestra un nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A (rojo)
y un brazo corto de una sonda especifica al cromosoma (verde). Nimero diploide de copias de quinasa Aurora A en
células uroteliales normales (a). Bajo nivel de amplificacion del gen de la quinasa Aurora A (3 copias) en un TCC de
grado bajo (grado 1-2) (b). Alto nivel de amplificacidon del gen de la quinasa Aurora A (>4 copias) en un TCC invasivo
de grado alto (grado 3) (c). Polisomia del cromosoma 20 en un TCC invasivo de grado alto (grado 3) que contiene
multiples copias de quinasa Aurora A y sondas del cromosoma 20p (d). B, Analisis FISH cuantitativo del nimero de
copias del gen de la quinasa Aurora A en especimenes de orina evacuada de 23 pacientes con TCC de la vejiga (set
de formacién). Se muestran los porcentajes de células que muestran unos niveles de amplificacion bajos (3-4
copias) y altos (> 4 copias) de quinasa Aurora A en los pacientes individuales. C, curva ROC para una prueba de
FISH de la quinasa Aurora A en un set de formaciéon que consiste en 23 muestras de orina de pacientes con cancer
de vejiga y siete muestras de orina de controles de pacientes sanos no afectados (n=30). D, curva ROC para una
prueba de FISH de la quinasa Aurora A en un grupo de analisis que consiste en 51 muestras de orina de pacientes
con cancer de vejiga y 30 muestras de orina de controles sanos no afectados (n=81). E, puntuacion de la quinasa
Aurora A por grado histolégico.

Figura 5. Analisis de FISH cuantitativa del nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A en muestras de orina
evacuada de 74 pacientes con TCC de la vejiga y 37 controles de pacientes sanos (sets de formacion y de prueba
combinados). Se muestran los porcentajes de células que muestran unos niveles de amplificacion bajos (3-4 copias)
y altos (> 4 copias) de quinasa Aurora A en pacientes individuales.

Figura 6. Un mapa de la sonda de AURKA 20q|3.

Descripcion detallada de la invencién

Las células malignas que manifiestan una inestabilidad cromosémica en forma de aneuploidia, a menudo presentan
centrosomas supernumerarios y husos mitéticos multipolares que sugieren que las anormalidades en los organulos
que controlan la segregacion de cromosomas durante la mitosis desempefan una funcién en el desarrollo de la
aneupI0|d|a

La quinasa Aurora A, también conocida como STK15 o BTAK, es un miembro de la familia de las serlna treonlna
quinasas que incluye aurora quinasa de la Drosophila y quinasa IPL1 de Saccharomyces cervisiae.*® Estas
quinasas han sido identificadas como reguladores criticos de la segregacion cromosémica normal y de las funmones
de los centrosomas incluida la regulacion de la separacion y maduracion de los centrosomas en células humanas.”
Ademas, la sobreexpresion del gen de la quinasa Aurora A, localizado en el cromosoma 20ql3, ha demostrado estar
asociada a la aneuploidia y a la inestabilidad cromosdmica que promueve la transformamon y progresion
tumorigénica en células de mamiferos y en varios tumores humanos incluido el carcinoma urotelial.*

Resulta interesante que a las células primarias uroteliales humanas a las que se les induce a sufrir una
transformaciéon manifiestan una amplificacién del cromosoma 20g13.2 que sugiere que la sobreexpresiéon del gen o
de los genes de este cromosoma pueden desempefiar una funcién significativa en el desarrollo del cancer de
vejiga. ® Estas observaciones junto con los hechos de que la quinasa Aurora A que codifica el gen del cromosoma
20ql3 también ha sido identificada como un locus de susceptibilidad a los tumores en ratones y humanos ' y de que
la quinasa Aurora A induce una inactivacién funcional del gen supresor de tumores p53 implican que una mayor
expresion de la quinasa Aurora A puede ser un determinante genético critico de la inestabilidad y transformacion
cromosémicas en las células uroteliales humanas.

En una realizacién, la presente invencidon se refiere a un método para la deteccién de cancer de vejiga en un
paciente que consiste en aislar células de la vejiga de la orina del paciente, hibridar las células de la vejiga con una
sonda de ADN marcada, en donde la sonda reconoce al menos una porcioén del gen de la quinasa Aurora A, para
obtener una muestra de células de la vejiga hibridadas con la sonda de ADN marcada, y contar el numero de células
de la vejiga presentes en la muestra, el numero de copias del gen de la quinasa Aurora A en cada célula de la vejiga
de la muestra y el numero de células de la vejiga presentes en la muestra que tienen al menos un primer numero
umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A.

El aislamiento de las células de la vejiga (mas comunmente, células uroteliales) de la orina de un paciente puede
realizarse mediante cualquier técnica conocida en la materia. En una realizacion, el aislamiento de las células de la
vejiga puede realizarse recogiendo especimenes de orina evacuada (100-200 ml aproximadamente) del paciente,
centrifugandolas a una velocidad de rotacion y durante un tiempo suficiente para que las células de la vejiga se
precipiten de la orina, retirando el sobrenadante, y resuspendiendo las células de la vejiga precipitadas en una
solucion apropiada para su almacenamiento o utilizacion. En una realizacion, la duracion y la velocidad de rotacion
de la centrifugacion es de 15 minutos aproximadamente a unas 1000 rpm. En una realizacion, las células de la
vejiga precipitadas se resuspenden en 2 ml de DMEM (Medio esencial minimo de Eagle modificado por
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Dulbecco/Vogt) con un 10% de DMSO (dimetilsulféxido) y se guardan a -70 °C hasta que llegue el momento de
descongelar las células de la vejiga resuspendidas antes de su uso en pasos posteriores del método.

Tras la descongelacion y antes de la hibridacién, las células de la vejiga pueden lavarse una o mas veces, por
ejemplo, tres veces, en PBS (tampdn fosfato salino) o cualquier otro tampoén adecuado para lavar células de la
vejiga, seguido de una centrifugacion para precipitar las células de la vejiga lavadas. Las células de la vejiga lavadas
precipitadas se pueden fijar en metanol/acido acético (3:1), pretratar en 2X SSC/NP-40 al 0,5%, pH 7 a 37 °C
durante 30 minutos, seguido de una deshidratacion en etanol a 90 °C durante 5 minutos. Quedara claro para
aquellos versados en la materia, que en las experimentaciones rutinarias pueden seguirse otras técnicas de
procesamiento adecuadas para la preparacion de células de la vejiga para su hibridaciéon con una sonda de ADN
marcada.

La hibridacion de las células de la vejiga con una sonda de ADN marcada puede realizarse mediante cualquier
técnica conocida en la material. La sonda de ADN marcada puede comprender cualquier secuencia de ADN y
cualquier grupo detectable, siempre y cuando la sonda reconozca al menos una porcion del gen de la quinasa
Aurora A. En una realizacion, el grupo detectable comprende un fluoréforo. En una realizacion, el grupo detectable
comprende un radioisétopo.

Se muestra una secuencia de ADNc de quinasa Aurora A de H. sapiens como SEQ ID NO: 1 (n° de acceso del
GenBank BC001280) y una secuencia gendmica de quinasa Aurora A de H. sapiens como SEQ ID NO: 2. Aunque
por lo demas son idénticas, las dos secuencias difieren en la posicion 301 y el ADNc contiene una cola de
adenosinas de 16mer que no tiene la secuencia genémica.

Por "la sonda reconoce al menos una porcion del gen de la quinasa Aurora A" se entiende que la sonda comprende
una molécula de ADN que tiene una secuencia que es fundamentalmente totalmente complementaria (a saber, al
menos un 90% complementaria aproximadamente, como por ejemplo al menos un 95% complementaria
aproximadamente, al menos un 96% complementaria aproximadamente, al menos un 97% complementaria
aproximadamente, al menos un 98% complementaria aproximadamente, al menos un 99% complementaria
aproximadamente, al menos un 99,5% complementaria aproximadamente o al menos un 99,9% complementaria
aproximadamente) a la secuencia de al menos una cadena de ADN de la porcion del gen de la quinasa Aurora Ay,
ademas, que la molécula de ADN de la sonda es lo suficientemente larga y tiene una secuencia tal que
fundamentalmente sélo se hibridara al gen de la quinasa Aurora A y fundamentalmente no se hibridara a ningun otro
gen o elemento gendmico no expresado de la célula de la vejiga. Ademas, preferentemente, la molécula de ADN de
la sonda no debe ser tan larga que necesite mucho tiempo para hibridarse al gen de la quinasa Aurora A. En una
realizacion, la sonda de ADN marcada comprende AURKA 20qI3 (MP Biomedicals/Qbiogene, Ulkirch, Francia). La
sonda de ADN especifica a la AURKA 20qI3 se ha optimizado para detectar nimeros de copias del gen de la
quinasa Aurora A en el cromosoma 20 de la regién 20qI3 en extensiones de metafases/interfases, frotis de sangre y
secciones de tejidos incluidas en parafina.

Puede utilizarse cualquier fluoréforo que pueda unirse a la molécula de ADN de la sonda. En una realizacion, el
fluoréforo se selecciona del grupo que consiste en rodamina y fluoresceina. En una realizacién, la sonda de AURKA
20qI3 se marca directamente con Rodamina (roja) y la sonda o-satélite del cromosoma 20 se marca directamente
con Fluoresceina (verde). Esta sonda de FISH de la quinasa Aurora A de dos colores puede utilizarse para detectar
el nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A en células exfoliadas de sedimentos de orina evacuada.

En una realizacion, la técnica de hibridacion puede consistir en la incubacion de células de la vejiga deshidratadas
con 10 ul de una sonda de AURKA 20qI3 a 37 °C durante 16 horas aproximadamente (por €j., toda la noche). Para
retirar la sonda no hibridada, las células se pueden lavar, en 0,5X SSC/SDS al 0,1% durante cinco minutos a 65 °C.
Las células se pueden contracolorear con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) y montar en una solucién antifade antes
del recuento.

En otra realizaciéon, puede hibridarse una segunda sonda de ADN marcada que no sea especifica al gen de la
quinasa Aurora A a las células de la vejiga para poder contar otras regiones de ADN que pudieran ser interesantes
para aquellos versados en la materia.

Con el paso de la hibridacion se obtiene una muestra de células de la vejiga hibridadas con la sonda de ADN
marcada.

El recuento del numero de células de la vejiga presentes en la muestra, del nimero de copias del gen de la quinasa
Aurora A en cada célula de la vejiga de la muestra y del numero de células de la vejiga de la muestra que tiene al
menos un primer numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A puede llevarse a cabo a través de
cualquier técnica apropiada conocida por aquellos versados en citometrias de flujo, microscopias de fluorescencia o
detecciones radioisotopicas. El uso de citdmetros de flujo o de clasificadores de células activados por fluorescencia
es bien conocido en la materia. Cuando el grupo detectable es un fluoréforo, las sefales de fluorescencia pueden
contarse y capturarse con cualquier microscopio adecuado tal como un Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss Microimaging
GmbH, Jena, Alemania).
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Con el recuento se obtiene el nimero de células de la vejiga presentes en la muestra, el niumero de copias del gen
de la quinasa Aurora A en cada una de las células de la muestra y el nimero de células de la vejiga de la muestra
que tienen al menos un primer numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A. El primer nimero umbral
de copias puede elegirse de modo que sea igual al numero minimo de copias del gen de la quinasa Aurora A que
normalmente se encuentra presente en las células cancerosas de la vejiga. En una realizacion, el primer numero
umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A es tres.

En otra realizacién, el recuento también consiste en contar el nUmero de células de la vejiga que tiene al menos un
segundo numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A, en donde el segundo numero umbral de copias
es mayor que el primer nimero umbral de copias. El segundo nimero umbral de copias puede elegirse de modo que
sea igual al numero minimo de copias del gen de la quinasa Aurora A que normalmente se encuentra presente en
las células del cancer de vejiga agresivo. En una realizacion, el segundo nimero umbral de copias del gen de la
quinasa Aurora A es cinco.

Mediante el recuento del numero de células de la vejiga presentes en la muestra y del numero de células de la vejiga
en la muestra que tengan al menos un primer nimero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A, el Ultimo
numero puede dividirse entre el nimero de células de la vejiga para calcular el porcentaje de células de la vejiga que
tienen al menos un primer nimero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A.

El método de la presente invencion consiste ademas en que si los nUmeros mayores que o iguales a un primer
porcentaje umbral de las células de la vejiga tienen al menos el primer nimero umbral de copias del gen de la
quinasa Aurora A, seguir el paso de suponer que el paciente tiene cancer de vejiga. Cualquier valor del porcentaje
de las células de la vejiga que tienen al menos un primer numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A
puede utilizarse como el primer porcentaje umbral. En la presente invencion, el primer porcentaje umbral es de un
15%.

En otra realizacion, el método consiste, ademas, en que si los numeros mayores que o iguales a un segundo
porcentaje umbral de las células de la vejiga tienen al menos el primer nimero umbral de copias del gen de la
quinasa Aurora A, en donde el segundo porcentaje umbral es mayor que el primer porcentaje umbral, seguir el paso
de suponer que el paciente tiene un cancer de vejiga agresivo. Cancer de vejiga "agresivo" se refiere a un tipo de
cancer de vejiga que se caracteriza porque presenta uno o mas de entre un tumor invasivo, un tumor no papilar o un
tumor con un grado histolégico de 3. En una realizacién, el primer porcentaje umbral es de un 15% y el segundo
porcentaje umbral es de un 20%.

Con la realizacion del método, los médicos pueden cuantificar, mediante una técnica no invasiva, factores utiles para
presuponer si el paciente tiene cancer de vejiga y, de tenerlo, cuan agresivo es. Mediante la cuantificacion de los
factores, los médicos pueden decidir si deberian llevarse a cabo, o considerar si deberian llevarse a cabo, otros
métodos de diagndstico o terapéuticos, tales como una cistoscopia, ablacién quirtrgica, instilacién de bacilos de
Calmett-Guerin (BCG) en la vejiga, instilacion de otras moléculas quimioterapéuticas en la vejiga, tratamiento por
radiacion o cistectomia. Con la realizacion del método de manera recurrente en el caso de un paciente que esta
siendo tratado de cancer de vejiga, mediante quimioterapia o radiacion, por ejemplo, puede supervisarse la eficacia
del tratamiento. Con la realizacion del método de manera recurrente en el caso de un paciente que ya ha sido
tratado de cancer de vejiga, puede supervisarse la extension de la recurrencia, de existir.

Hemos descubierto que el método tiene tanto una alta especificidad (en el ejemplo de abajo, con n = 81, la
especificidad fue de 1,0, lo que significa que la tasa de falsos positivos fue de un 0%) y una alta sensibilidad (en el
ejemplo de abajo, la sensibilidad fue de 0,86, lo que significa que la tasa de falsos negativos fue de un 14%). Segun
nuestros conocimientos, nadie hasta ahora ha informado de un método de cribado no invasivo del cancer de vejiga
en un tamafo de muestra de 80 individuos por lo menos, con el que se obtenga una especificidad superior a 0,85 y
una sensibilidad superior a 0,85, y mucho menos una especificidad de 1,0 y una sensibilidad de 0,86 como minimo.

Los ejemplos siguientes se incluyen para demostrar las realizaciones preferentes de la invencion.

Ejemplo 1
Resumen

Antecedentes: La aneuploidia resultante de fallos en la segregacion cromosdmica es un cambio genético somatico
corriente en las neoplasias y los genes que regulan la segregacion de cromosomas pueden ser marcadores
potenciales de deteccion del cancer. En el cancer de seres humanos, incluido el cancer de vejiga, se ha detectado
con frecuencia una amplificacién/sobreexpresion de la quinasa Aurora A, un regulador fundamental de la mitosis, y
el grado de amplificacidn esta relacionado con el grado de aneuploidia.

Métodos: Medimos el nivel de expresién de la quinasa Aurora A en las células cancerosas de la vejiga y lo
relacionamos con el numero de copias de tres cromosomas seleccionados y con el contenido total de ADN nuclear.
El efecto de la quinasa Aurora A en la multiplicacion del centrosoma y el nimero de copias de cromosomas se midié
in vitro utilizando una construccién de expresién adenoviral. Para determinar la aplicabilidad de este gen como
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biomarcador para el cancer de vejiga, también hemos ensayado el nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A
mediante una hibridacion fluorescente in situ (FISH) de las células exfoliadas de la orina evacuada de pacientes con
cancer de vejiga.

Hallazgos: La sobreexpresion de la quinasa Aurora A en células uroteliales humanas indujo la amplificacion de
centrosomas, fallos en la segregacion cromosomica y aneuploidia. Ademas, la sobreexpresion del gen de la quinasa
Aurora A ocurri6 en las fases tempranas de desarrollo del tumor y pudo detectarse en lesiones in situ ademas de en
la orina evacuada de pacientes con cancer de vejiga. Mediante una prueba de FISH para determinar el nimero de
copias del gen de la quinasa Aurora A realizado en un estudio de validacion a ciegas en el que se evaluaron 51
muestras de orina evacuada de pacientes con cancer de vejiga y 30 controles sanos no afectados se detectd cancer
de vejiga con una especificidad de 1,0 y una sensibilidad de 0,86.

Interpretacion: Nuestros hallazgos indican que la quinasa Aurora A sobreexpresada puede causar aneuploidia en las
células uroteliales y es un biomarcador prometedor para la deteccidn del cancer de vejiga.

Introduccién

El cancer de vejiga humano es un sistema ideal para estudiar los mecanismos de inestabilidad cromosdmica ya que
se desarrolla a partir de condiciones preneoplasicas a traves de vias papilares y no papilares, que muestran una
fuerte relacién entre la agresividad y el grado de aneupI0|d|a La mayoria de los tumores papilares superficiales de
grado bajo originados a partir de una hiperplasia urotelial son casi diploides. Aunque con frecuencia son recurrentes,
la probabilidad de que invadan la pared de la vejiga y se metasticen es escasa. Por contra, practicamente todos los
tumores no papilares de grado alto desarrollados por progresion de la displasia grave-carcinoma in situ muestran
una aneuploidia pronunciada y tienen una alta propension a invadir la pared de la vejiga y metastizarse.

En el presente estudio, evaluamos la funcién de la quinasa Aurora A en el desarrollo del cancer de vejiga a partir de
una neoplasia urotelial in situ. Investigamos los niveles de amplificacién y sobreexpresion de la quinasa Aurora A en
muestras de tumores de la vejiga humana y en lineas celulares cancerosas de la vejiga y los correlacionamos con el
grado de aneuploidia. Las implicaciones funcionales de la sobreexpresién de la quinasa Aurora A se validaron
mediante estudios de transfeccion in vitro. Finalmente, identificamos la quinasa Aurora A como un biomarcador
potencial para la deteccion no invasiva de cancer de vejiga en la orina.

Materiales y métodos

Muestras y lineas celulares de tumores. Se obtuvieron suspensiones celulares de muestras pareadas de carcinomas
de células transicionales (TCC) de la vejiga y del urotelio de 21 especimenes de cistectomia humanos tal y como se
ha descrito anteriormente.'? Brevemente, la superficie de la mucosa adyacente al tumor se raspod y las células se
transfirieron a un tubo coénico que contenia una solucién de tampoén de fosfato (PBS). El tumor se diseccioné de un
bloque congelado para minimizar la contaminacién con células no tumorales y se transfiri6 de manera similar a un
tubo que contenia una PBS. Las células tumorales se liberaron en una solucién PBS agitando mecanicamente los
fragmentos del tejido. Solo aquellas muestras que dieron como resultado mas de un 90% de células tumorales
reconocibles microscopicamente o que interactuaron con el urotelio se utilizaron para este estudio. Se recogieron
especimenes de orina evacuada (100-200 ml aproximadamente) de 74 pacientes con cancer de vejiga
cistoscopicamente evidente antes de la reseccion transuretral de tumores y se centrifugaron durante 15 minutos a
1000 RPI. Los sedimentos de la orina se resuspendieron en 2 ml de DMEM con un 10% de DMSO y se almacenaron
a -70 °C. Los cambios precancerosos intrauroteliales se clasificaron como displasia leve, moderada y grave o
carcinoma in situ. Los tumores se clasificaron segun el sistema de clasificacion histolégica y el patréon de crecimiento
(papilar frente a no papilar) de la Organizacién Mundial de la Salud de tres niveles. La profundidad de la invasion se
registr6 conforme al sistema de estadificacion TNM (tumor-nédulos-metastasis). Los especimenes de orina
evacuada de 37 individuos sanos no infectados sin evidencia de cancer de vejiga sirvieron como controles.
Establecimos las lineas celulares cancerosas de la vejiga humana UM-UC-1, UM-UC-2, UM-UC3, UM-UC-6, UM-
uc-9, UM-UC-10, UM-UC-12, UM-UC-13, UM-UC-15, UM-UC-16 y UM-UC-17, y el Dr. C. A. Reznikofff obtuvo
células uroteliales humanas normales y la Ilnea celular urotelial humana inmortalizada por el SV40line, SVHUC, y se
cultivaron segun lo descrito anteriormente. 13

Ensayos de expresion de la quinasa Aurora A. Se hizo uso de una RT-PCR cuantitativa para analizar los niveles de
expresion de la quinasa Aurora A en muestras pareadas de tumores y lineas celulares uroteliales/de la vejiga
adyacentes tal y como se ha descrito anteriormente.'? Brevemente, para la RT-PCR, se sintetizé6 un ADNc a partir de
2 ug de ARN total utilizando los reactivos de RT TagMan segun el protocolo del fabricante (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Los cebadores y las sondas fluorescentes para cada gen se disefiaron conforme al servicio de
Ensayos por Disefio de Applied Biosystems. Los analisis de RT-PCR se realizaron en un aparato Prism 7700 de
PerkinElmer/Applied Biosystems, utilizando un gen constitutivo 18S como patron de normalizacién interna. Como
patrones se utilizaron suspensiones uroteliales preparadas a partir de uréteres de especimenes de nefrectomias sin
neoplasia urotelial a partir de los cuales calculamos las expresiones relativas de la quinasa Aurora A de tumores
uroteliales o de la vejiga adyacentes. Se cultivaron células uroteliales humanas NU204 in vitro tal y como se ha
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descrito anteriormente™ y se utilizaron como referencia para calcular los niveles de expresion relativos de quinasa
Aurora A en lineas celulares cancerosas de la vejiga cultivadas in vitro.

Andlisis del nimero de copias del gen de la quinasa Aurora A Se utilizé una sonda de FISH de la quinasa Aurora A
de dos colores AURKA 20gI3/sonda de ADN a-satélite del cromosoma) de MP Biomedicals/Qbiogene (llikirch,
Francia), para detectar el numero de copias del gen de la quinasa Aurora A en células exfoliadas de sedimentos de
la orina evacuada. La sonda AURKA 20813 se marcd directamente con Rodamina (roja) y la sonda a-satélite del
cromosoma 20 se marcéd directamente con Fluoresceina (verde). Las condiciones de hibridacion fueron las
recomendadas por el fabricante.' En pocas palabras, los sedimentos de la orina evacuada se descongelaron y
lavaron tres veces en PBS seguido de centrifugacion. Las preparaciones de citospina se fijaron en metanol/acido
aceético (3:1) y se pretrataron en 2X SSC/NP-40 al 0,5%, pH7 a 37 °C durante 30 minutos seguido de una
deshidratacion en gradientes crecientes de etanol. Tras una desnaturalizacién a 90 °C durante 5 minutos las células
se hibridaron durante toda la noche con 10 pl de una sonda de AURKA 20qI3 a 37 °C. Después se lavaron durante 5
minutos en 0,5X SSC/SDS al 0,1 % durante cinco minutos a 65°C, las células se contracolorearon con DAPI y se
montaron en una solucion antifade. Las sefiales de fluorescencia se contaron y capturaron con un microscopio Zeiss
Axioplan 2.

Andlisis de la ploidia del ADN. La ploidia de los nucleos interfasicos se analizé con sondas de FISH centroméricas
para los cromosomas 3, 7 y 17 (Vysis Abbott; Park, IL) y mediante mediciones del ADN nuclear total mediante un
analisis de imagenes con el sistema SAMBA 4000 (Ampersand Medical; Chicago, IL) tal y como se ha descrito
anteriormente.® Se utilizaron células uroteliales humanas normales de especimenes de nefrectomias resecados
tanto para ensayar la eficacia de las sondas de FISH en tejidos diploides humanos normales como para utilizarlas a
modo de control negativo.

Se realizaron mediciones de la ploidia del ADN en preparaciones de citospina de muestras pareadas o tumores de
urotelio/vejiga adyacentes y lineas celulares cancerosas de la vejiga tefiidas con la reaccion de Feulgen. El indice de
ADN se calculé como la relacion del contenido medio de ADN nuclear de las células tumorales respecto al contenido
medio de ADN nuclear de un patrén diploide (linfocitos de sangre periférica humana). Los tumores con indices de
ADN de entre 0,9 y 1,2 se clasificaron como diploides/casi diploides mientras que los tumores en los que un indice
de ADN superior a 1,2 estaba en mas de un 20% de las células con un pico diferenciado en el histograma se
clasificaron como aneuploides.

Ensayos de transfeccion in vitro. Se llevaron a cabo estudios de transfeccién in vitro utilizando células uroteliales
humanas inmortalizadas con quinasa Aurora A de tipo salvaje y virus de simios 40 (SV40) en pcDNA3 tal y como se
ha descrito anteriormente.* En pocas palabras, las células transfectadas con un vector de GFP adenoviral sin
quinasa Aurora A sirvieron como controles. Para los analisis solo se aceptaron los experimentos que mostraron unas
tasas de transfeccion mayores que o iguales a un 80%. El grado de expresion ectdpica de la quinasa Aurora A-GFP
se verifico mediante un analisis Western blot utilizando anticuerpos antiGFP y mediante RT-PCR utilizando
cebadores dirigidos a la secuencia de la fusién quinasa Aurora A-GFP, Las células se cultivaron después los dias 1-
4 posteriores a la transfeccion y se utilizaron para: analisis del numero de copias de centrosomas, mediciones
citométricas de flujo simultaneas del contenido total de ADN y de los niveles de expresion de la quinasa Aurora A,
numero de copias cromosémicas con sondas de FISH centroméricas para los cromosomas 3, 7 y 17 y ensayos de
formacion de colonias en agar blando.

Para el nUmero de copias de centrosomas, las células fijadas en metanol se expusieron a un anticuerpo de raton
anti-tubulina-y (dilucion 1:2000, Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) durante 1 hora tal y como se ha descrito
anteriormente.* Resumiendo, el anticuerpo primario unido se detectd con un anticuerpo anti-ratén conjugado con rojo
Texas (dilucion 1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA) utilizando DAPI como contracolorante.

Los analisis cistométricos de flujo simultaneos del contenido de ADN (florescencia roja de ioduro de propidio; Pl) y
de los niveles de expresion de la quinasa Aurora A (fluorescencia verde de GFP) se llevaron a cabo utilizando un
clasificador de células activado por fluorescencia (EPICS XL-MCL, Beckman Coulter, Inc, Miami, FL). La poblacién
de células con un contenido anormal de ADN se computé como el numero células positivas de GFP con un indice de
ADN < 2cy > 4c.

Para los ensayos de formacién de colonias en agar blando, las células uroteliales inmortalizadas con un SV40 se
infectaron con un vector adenovirus que contiene quinasa Aurora A de tipo salvaje etiquetada con GFP o un
adenovirus de control que solo contiene GFP. Un dia después de la infeccion viral, las células se pusieron en placas
a una concentracién de 10.000 células/placa sobre un medio acondicionado de UM-UC-3 que contiene agar blando.
El niumero de colonias por placa se registré dos semanas después de la puesta en placas.

Analisis estadisticos Para el analisis cuantitativo de FISH se contaron tanto las sefales verdes como las rojas de al
menos 20 células de cada muestra de orina y se registré el nimero de sefales verdes y rojas de cada célula. Las
células con una sefal de Aurora A anormal se dividieron en dos subgrupos que consistian en células con unos
niveles de amplificacion del gen de la quinasa Aurora A bajos (3-4 copias) y altos (>4 copias). Para cada muestra
calculamos una puntuaciéon de quinasa Aurora A dividiendo el nimero de células con unos niveles elevados (3 6
mas copias) entre el numero total de células examinadas. Se consideré que una puntuacién de quinasa Aurora A
>0,15 era elevada y correspondia a >3 células de un grupo de 20 con al menos 3 sefiales de FISH rojas. Esta
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puntuacion se utilizé para producir curvas ROC para un set de formacion de siete controles y 23 muestras de orina
de pacientes con cancer de vejiga (n = 30). La eficacia de la prueba de FISH de la quinasa Aurora A se validé aun
mas en un grupo de analisis de 30 controles y 51 muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga (n = 81). El
area debajo de la curva (AUC) se utilizé para evaluar la eficacia del marcador. EI AUC es equivalente a una prueba
de suma de rangos Wilcoxon-Mann-Whitney en la que se comparan los grupos de casos y de control y la ultima
prueba se utilizé para derivar valores p. Se utilizaron pruebas X2 en los datos de muestras de cancer para determinar
la asociacién entre la puntuacién relativa a la quinasa Aurora A y las funciones patoldgicas de los tumores tales
como el grado histoldgico, el patron de crecimiento y la estadificacion. En los casos en que los totales de las tablas
de contingencia fueron pequefios, los valores p se determinaron mediante una simulacién con totales marginales
fijos (p<—~0,05 se considero significativo).

Resultados

En primer lugar investigamos los niveles de expresion de la quinasa Aurora A en muestras de TCC de la vejiga y su
urotelio preneoplasico adyacente in situ. Los niveles de ARNm de la quinasa Aurora A revelados mediante una RT-
PCR cuantitativa fueron elevados tanto en el urotelio adyacente como en los TCC (Fig. 1 A). Los niveles de
expresion de la quinasa Aurora A estaban correlacionados con el grado, estadificacion y aneuploidia del tumor (Fig.
1B-D). TCCs superficiales de grado bajo que mostraron una desviacion minima del diploide normal de su contenido
total de ADN nuclear y que fueron clasificados como casi diploides mostraron un leve aumento de la expresion de la
quinasa Aurora A (2 veces mayor aproximadamente) en comparacion con el urotelio normal. Por contra, los TCCs
invasivos de grado alto con una aneuploidia pronunciada mostraron un marcado aumento de la expresion de la
quinasa Aurora A (7 veces mayor aproximadamente).

Para determinar si el grado de inestabilidad cromosémica estaba relacionado con el grado de sobreexpresion de la
quinasa Aurora A, analizamos los niveles de expresion de la quinasa Aurora A y el niumero de copias de
cromosomas en lineas celulares cancerosas de la vejiga (fig. 2A, B). Utilizando los niveles expresion de la quinasa
Aurora A, dividimos las lineas celulares cancerosas de la vejiga en tres grupos (Fig. 2C). El primer grupo consistié
en 6 lineas celulares sin un aumento de la expresion de la quinasa Aurora A. El segundo grupo consistié en 4 lineas
celulares con un aumento ligero de la quinasa Aurora A (2 a 5 veces mayor). Las 3 lineas celulares restantes
mostraron unos niveles notablemente elevados de quinasa Aurora A (6 a 14 veces mayores). Los analisis del
numero de copias cromosomicas utilizan sondas de FISH centroméricas para cromosomas seleccionados (3, 7, 17)
revelaron un aumento considerable de los nimeros de cromosomas en las lineas celulares con unos niveles
notablemente elevados de quinasa Aurora A (Fig. 2D).

Estos estudios correlativos sugieren que la ganancia de la funcion de la quinasa Aurora A por medio de la
amplificacion y sobreexpresion da lugar a fenotipos celulares aneuploides durante el desarrollo del cancer de vejiga.
Verificamos esta hipétesis mediante estudios de transfecciones in vitro utilizando células uroteliales inmortalizadas
con un SV40 y construcciones adenovirales que contienen insertos de quinasa Aurora A de tipo salvaje-GFP. Las
células uroteliales transfectadas mostraron un marcado aumento de la quinasa Aurora A expresada ectopicamente
que se asoci6 a la amplificacién de centrosomas y al desarrollo de la aneuploidia ademas de un fenotipo celular
transformado revelado por la presencia de un mayor numero de sefales de centrosomas, nimero de copias
cromosomicas, contenido total de ADN, y la adquisicién de la capacidad de formar colonias en agar blando (Fig. 3A-
D).

Para determinar si la quinasa Aurora A puede utilizarse como marcador para la deteccion de cancer de vejiga,
analizamos sedimentos en la orina evacuada de pacientes con cancer de vejiga para la amplificacion de la quinasa
Aurora A utilizando la técnica de FISH (Fig. 4A). Los analisis se realizaron a ciegas, es decir, el observador que
puntuaba los resultados de la FISH no sabia si la muestra habia sido obtenida de un paciente con cancer de vejiga o
de un control no afectado. El analisis inicial se realizé en un set de formacién de sedimentos de la orina evacuada
por 23 pacientes con cancer de vejiga y siete controles sanos. Revelé al menos dos niveles de amplificacion del gen
(3-4 copias) en los 23 pacientes con cancer de vejiga. Los sedimentos presentes en la orina evacuada de pacientes
con TCC de grado bajo, contenian principalmente células que tenian 3-4 copias de quinasa Aurora A mientras que
una proporcion considerable de células (>20%) de pacientes con TCC de grado alto tenian >4 copias de quinasa
Aurora A (Fig. 4B). En un control se detectaron dos células con tres copias de la sefial de quinasa Aurora A. En los
sedimentos presentes en la orina de los seis controles restantes no se detecté ningln numero anormal de copias de
la quinasa Aurora A. El andlisis de los datos del set de formacion utilizando més de un 15% de células con al menos
3 copias de quinasa Aurora A como punto de corte para la positividad del ensayo dio como resultado una
especificidad de 1,0, una sensibilidad de 0,91 y un AUC ROC de 0,997 (p = 1 x 10™).

Validamos la eficacia de la prueba FISH de la quinasa Aurora A para el cancer de vejiga en un set de prueba ciego
adicional que consiste en muestras de orina evacuada de 51 pacientes con cancer de vejiga y 30 controles sanos.
Los datos se analizaron utilizando el mismo punto de corte para la positividad de la prueba, a saber, > 15% de
células con al menos 3 copias de la quinasa Aurora A. La prueba dio positiva en 44 muestras de pacientes con
cancer de vejiga. En siete pacientes con cancer de vejiga no se identificaron nimeros anormales de copias del gen
de la quinasa Aurora A. En cinco de un total de 30 muestras de control, se identificaron 1 -3 células con tres copias
del gen de la quinasa Aurora A. Los analisis del set de prueba dieron una especificad de 1,0, una sensibilidad de
0,84 y una AUC ROC de 0,925 (p = 6,79 x ‘IO'”). Los resultados de los analisis de FISH cuantitativa de las células
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presentes en la orina evacuada de los 74 pacientes con cancer de vejiga y 37 controles sanos se resumen en la
Figura 5. El grado de amplificacion de la quinasa Aurora A medido segun la puntuacion de Aurora esta
estrechamente relacionado con el grado histolégico de los tumores. Los canceres de vejiga con un grado histoldgico
alto (grado 3) tenian unas puntuaciones para la quinasa Aurora A considerablemente mas altas (0,60 + 0,29) que los
tumores de grado bajo (grado 1-2) (0,13 + 0,15). No habia ninguna correlacién significativa entre la puntuacion y el
patron de crecimiento de los tumores (papilar frente a no papilar) o la estadificacion (superficial frente a invasivo)
(datos no mostrados).

Discusién

Los hallazgos actuales a la luz de los publicados anteriormente proporcionan pruebas fehacientes a favor de que la
amplificacion/sobreexpresion de la quinasa Aurora A es un evento preliminar en la carcinogénesis de la vejiga
asociada al desarrollo de la amplificacion de centrosomas y al contenido gendmico aneuploide. Estas observaciones
adquieren una significancia bioldgica importante a la vista de nuestros hallazgos comunicados anteriormente de que
la quinasa Aurora A facilita la degradacion de la proteina supresora de tumores p53 y que las muestras de tumores
de la vejiga humana con una expresion elevada de quinasa Aurora A revelan un contenido celular de p53
extremadamente bajo, imitando la pérdida de una via supresora de tumores criticos."”

Cabe sefalar en este contexto que la pérdida o inactivacion por mutaciones de determlnadas proteinas supresoras
de tumores, en particular de la p53, provoca una amplificacion de los centrosomas ' y que la ocurrencia
concomitante de la mutacién p53 y la sobreexpresion de la ciclina E esta fuertemente asociada a la inestabilidad de
los cromosomas y la amplificacion de los centrosomas en el cancer de vejlga ® El reciente descubrimiento de que la
interaccion y retrocontrol entre la quinasa Aurora A y la proteina estructural de adhesion focal HEF1 indica que una
expresion elevada de quinasa Aurora A puede descomponer de manera coordinada los procesos de sefializacion
dependientes de la integrina que controlan la adhesion de las células, la mlgramon y la supervivencia de células
ademas de inducir la inestabilidad cromosémica manifestada a modo aneupI0|d|a Estas observaciones no solo
proporcionan pruebas fehacientes del papel fundamental de la quinasa Aurora A en la transformaciéon maligna de
células uroteliales, sino que también sugiere que puede ser un nuevo biomarcador para el cancer de vejiga.

De manera colectiva, nuestros datos indican que cuando la quinasa Aurora A se sobreexpresa en células uroteliales
provoca la amplificacién de los centrosomas y fallos en la segregacion de cromosomas, dando como resultado la
aneuploidia y fenotipos transformados. Los actuales estudios de FISH en muestras de orina evacuada de pacientes
con cancer de vejiga junto con los datos publicados anteriormente indican que la sobreexpresién y amplificacion de
la quinasa Aurora A es frecuente en el cancer de vejita y puede detectarse en células uroteliales exfoliadas de los
sedimentos presentes en la orina evacuada. La sonda de FISH de dos colores para el gen de la quinasa Aurora A'y
de ADN a-satélite centromérica del cromosoma 20 detectd cancer de vejiga con una alta especificidad y sensibilidad.
Ademas, el grado de amplificaciéon de la quinasa Aurora A se correlacioné con el cancer de vejiga clinicamente
agresivo de grado alto. Esto implica que la prueba para este numero de copias de la quinasa Aurora mediante la
técnica de FISH en la orina es una prueba no invasiva prometedora para el cancer de vejiga.

Ademas, segun nuestro mejor saber y entender, nuestro trabajo es el primero que va mas alla de los estudios
correlativos que sugieren que la ganancia de funcion de la quinasa Aurora A por amplificacion y sobreexpresion da
lugar a fenotipos celulares aneuploides durante el desarrollo del cancer de vejiga demostrando que la
sobreexpresion de la quinasa Aurora A en las células uroteliales causa una amplificaciéon de los centrosomas vy fallos
en la segregacion de cromosomas, resultando en aneuploidia y en fenotipos transformados.

Todos los métodos aqui presentados y reivindicados pueden realizarse y ejecutarse sin tener que realizar
experimentos no necesarios a la luz de esta presentacion.
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acctacaaaa gaatatcacg ggttgaattc acattccctg actttgtaac agagggagcc 1200
agggacctca tttcaagact gttgaagcat aatcccagcc agaggccaat gctcagagaa 1260
gtacttgaac acccctggat cacagcaaat tcatcaaaac catcaaattg ccaaaacaaa 1320
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cgccetetgg
tttattctgg
cagctcagaa
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acagtttata
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ttgggtcctt
gcttcctggg
tcatggaccg
gaggtccaaa
atagtggcca
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gtaaaggaaa
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gagaagtaga
tccatgatgc
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atcggcacct
aaaaaagagg
gtttggtaat
gttatttaaa
aatacagtcc
taccagagtc
gaaactttca
cctgtcttac

tcttggatca

ctggagtgca
tctecetgect
aactgcattt
gtgactcagce
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cttcaaattc
cggttcagaa
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tggaatatgce
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tctggtggca
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tgctctacct

gttaagggct
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REIVINDICACIONES

Un método para la deteccion de cancer de vejiga en un paciente que comprende: aislar células de la vejiga
de la orina del paciente, hibridar las células de la vejiga con una sonda de ADN marcada, en donde la
sonda reconoce al menos una porcion del gen de la quinasa Aurora A, para obtener una muestra de células
de la vejiga hibridadas con la sonda de ADN marcada; y contar el nUmero de células de la vejiga presentes
en la muestra, el nUmero de copias del gen de la quinasa Aurora A en cada célula de la vejiga de la
muestra y el numero de células de la vejiga en la muestra que tienen al menos un primer nimero umbral de
copias del gen de la quinasa Aurora A, comprendiendo ademas, si un porcentaje mayor o igual a un primer
porcentaje umbral de las células de la vejiga tiene al menos el primer nimero umbral de copias del gen de
la quinasa Aurora A, suponer que el paciente tiene cancer de vejiga, en donde el primer numero umbral de
copias del gen de la quinasa Aurora A es tres y el primer porcentaje umbral es 15%.

El método de la reivindicaciéon 1, en donde el recuento comprende ademas contar el nimero de células de
la vejiga que tiene al menos un segundo numero umbral de copias del gen de la quinasa Aurora A, en
donde el segundo numero umbral de copias es mayor que el primer nimero umbral de copias.

El método de la reivindicacién 2, en donde el segundo nimero umbral de copias del gen de
la quinasa Aurora A es cinco.

El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas, si un porcentaje mayor que o igual a un segundo
porcentaje umbral de las células de la vejiga tiene al menos el primer numero umbral de copias del gen de
la quinasa Aurora A, en donde el segundo porcentaje umbral es mayor que el primer porcentaje umbral,
suponer que el paciente tiene un cancer de vejiga agresivo.

El método de la reivindicacion 4, en donde el segundo porcentaje umbral es de un 20%.

El método de la reivindicacién 1, en donde el gen de la quinasa Aurora A comprende una secuencia de
ADN seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO:2.
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