
ES
 2

 5
24

 3
33

 T
3

11 2 524 333

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:
C12Q 1/68 (2006.01)

G01N 33/574 (2006.01)

Relaciones de expresión génica en orina para la detección del cáncer Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 07715981 (2)09.02.2007
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 199169920.08.2014

73 Titular/es:

PACIFIC EDGE BIOTECHNOLOGY LIMITED
(100.0%)
C/-DELOITTE 8TH FLOOR, OTAGO HOUSE 481
MORAY PLACE
DUNEDIN, NZ

72 Inventor/es:

GUILFORD, PARRY JOHN

74 Agente/Representante:

ZEA CHECA, Bernabé

30 Prioridad:

10.02.2006 NZ 54524306

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
05.12.2014

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



DESCRIPCIÓN 

Relaciones de expresión génica en orina para la detección del cáncer. 

Campo técnico 

Esta invención se refiere al uso de marcadores para la detección de cáncer de vejiga. Más específicamente, esta 
invención se refiere al uso de un marcador sub-expresado en combinación con al menos un marcador distinto para 5 
la detección de cáncer de vejiga. 

Antecedentes 

La supervivencia de pacientes de cáncer se aumenta mucho cuando el cáncer se trata de forma temprana. En el 
caso de cáncer de vejiga, los pacientes diagnosticados con enfermedad en etapa temprana tiene tasas de 
supervivencia de 5 años de >90%, comparado a aproximadamente 15-30% para pacientes diagnosticados con 10 
enfermedad avanzada. Por lo tanto, los desarrollos que llevan a diagnóstico temprano de cáncer de vejiga pueden 
llevar a un pronóstico mejorado para los pacientes. El método establecido para detectar cáncer de vejiga usando 
muestras de orina es citología. Sin embargo, la citología se conoce por ser solo aproximadamente 75% de sensible 
para detectar cáncer de vejiga invasivo y solo aproximadamente 25% de sensible para detectar el cáncer de vejiga 
superficial (Lotan y Roehrborn, Urology 61, 109-118 (2003)). 15 

La identificación de marcadores específicos para cáncer en orina puede proporcionar una aproximación valiosa para 
el diagnóstico temprano de cáncer, llevando a tratamiento temprano y pronóstico mejorado. Los marcadores de 
cáncer específicos proporcionan también un medio para monitorizar la progresión de la enfermedad, permitiendo 
monitorizar la eficacia de tratamientos quirúrgico, radioterapéutico y quimioterapéutico. 

En el presente, el método más fiable para detectar cáncer de vejiga es cistoscopia acompañada por histología de 20 
lesiones biopsiadas. Sin embargo, esta técnica es consumidora de tiempo, invasiva y su sensibilidad es solo 
aproximadamente 90%, que significa que aproximadamente el 10 por ciento de cánceres no se detectan usando 
estos métodos. De las metodologías no invasivas, la citología de orina, que detecta microscópicamente células 
malignas exfoliadas, es el método habitual preferido. Aunque la citología tiene una especificidad de 
aproximadamente 95%, tiene pobre sensibilidad (9-25%) para lesiones de grado bajo, es extremadamente 25 
dependiente de la calidad de la muestra y sufre de alta variabilidad inter-observador. 

Se conocen varios marcadores de proteína en orina. Los ensayos para estos marcadores ofrecen mejor sensibilidad 
que la citología, aunque tienden a sufrir de especificidad sub-óptima porque niveles elevados de estos marcadores 
se observan también de forma normal en pacientes con enfermedades no malignas que incluyen inflamación, 
urolitiasis e hiperplasia prostática benigna. Por ejemplo, NMP22, que detecta una proteína de matriz nuclear 30 
específica, tiene una sensibilidad de 47-87% y una especificidad de 58-91%. El documento WO 2006/012522 
describe marcadores que se sobre-expresan en la orina de pacientes de cáncer de vejiga e incluyen TPO2A, 
HOXA13, MDK, BIRC5, IGFBP5 y cdc2. 

Una desventaja asociada con el ensayo de orina es que los niveles de marcador individual pueden variar 
significativamente con: (i) métodos diferentes de recogida de orina (cateterizada, evacuada, gránulos de orina); (ii) la 35 
cadencia diurna de muestreo de orina; (iii) el punto de muestreo durante la evacuación (por ejemplo, corriente media 
frente a muestra final); y (iv) concentración de orina asociada con la entrada de fluido variable, función de riñón o 
enfermedades que afectan el volumen de plasma. Estas variaciones tienen el potencial de llevar a ensayos falso 
positivos y falso negativos. Aunque alguna de esta variación puede reducirse usando procedimientos de operación 
estándar estrictos, la conformidad de paciente con estos procedimientos puede ser poco fiable. El efecto de 40 
concentración de orina variable puede, en algunos ejemplos, tenerse en cuenta evaluando los niveles del marcador 
respecto a creatinina urinaria, sin embargo, esto aumenta el coste y la complejidad del ensayo, particularmente 
cuando los métodos de preparación o almacenaje de la muestra difieren para la detección del marcador y la medida 
de creatinina. 

Hay una necesidad de herramientas sencillas para la detección temprana y diagnóstico de cáncer. Se describen en 45 
esta memoria métodos, dispositivos y equipos adicionales basados en marcadores, específicamente análisis de 
relaciones, regresión o clasificación de marcadores de cáncer de vejiga, para ayudar en la detección y diagnóstico 
de cáncer de vejiga. 

Compendio de la invención 

La presente invención proporciona un método para determinar la presencia de un cáncer de vejiga en un sujeto, 50 
comprendiendo el método: 

(a) proporcionar una muestra de orina del sujeto; 

 

2

mborlafg
Texto escrito a máquina
ES 2 524 333 T3

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina



(b) detectar el nivel de expresión de al menos dos marcadores tumorales (MT) en dicha muestra de orina, en donde 
al menos un MT es un MT sub-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 3 o 4 y al menos un MT es 
un MT sobre-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o Figura 12; 

(c) determinar la relación de expresión entre dicho al menos una MT sub-expresada y dicho al menos un MT sobre-
expresado; y 5 

(d) establecer si el paciente tiene cáncer según un umbral predeterminado, en donde el umbral predeterminado se 
establece determinando la relación de expresión de dichos MT de sujetos con o sin cáncer de vejiga. 

En las realizaciones de la presente invención la etapa de detección se lleva a cabo detectando la sobre expresión de 
ARNm de MTV, una proteína de MTV o un péptido de MTV. 

La invención proporciona adicionalmente un equipo para determinar la presencia de un cáncer de vejiga de una 10 
muestra de orina de un sujeto, consistiendo el equipo de: 

Un sustrato, oligonucleótidos o anticuerpos seleccionados de: 

(i) un oligonucleótido o anticuerpo específico para un MT sub-expresado seleccionado del grupo delineado en la 
Figura 3 o 4 y un oligonucleótido o anticuerpo específico para un MT sobre-expresado seleccionado del grupo 
delineado en la Figura 11 o 12; 15 

 (ii) oligonucleótidos o anticuerpos específicos para todos los MT sub-expresados seleccionados de los grupo 
delineados en la Figura 3 o 4 y todos los MT sobre-expresados seleccionados del grupo delineado en la Figura 11 o 
12; o 

(iii) oligonucleótidos o anticuerpos específicos para los MT sobre-expresados CDC2, MDK, HOXA13 y IGFBP5, y los 
MT sub-expresados LTB4DH y BAG1; e 20 

instrucciones para el uso. 

La invención proporciona adicionalmente el uso de uno o más oligonucleótidos específicos para al menos un MT 
sub-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 3 o 4 y uno o más oligonucleótidos específicos para al 
menos un MT sobre-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o 12, 

para determinar la presencia de cáncer de vejiga en una muestra de orina de un sujeto, 25 

en donde se determina la relación de expresión entre dicho al menos un MT sub-expresado y dicho al menos un MT 
sobre-expresado, y en donde si dicho sujeto tiene cáncer se establece según un umbral predeterminado establecido 
determinando la relación de expresión de dichos MT de sujetos con y sin cáncer de vejiga. 

La invención también proporciona el uso de uno o más anticuerpos específicos para al menos un MT sub-expresado 
seleccionado del grupo delineado en la Figura 3 o 4 y uno o más anticuerpos específicos para al menos un MT 30 
sobre-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o 12, 

para determinar la presencia de cáncer de vejiga en una muestra de orina de un sujeto, 

en donde se determina la relación de expresión entre dicho al menos un MT sub-expresado y dicho al menos un MT 
sobre-expresado, y en donde si dicho sujeto tiene cáncer se establece según un umbral predeterminado establecido 
determinando la relación de expresión de dichos MT procedentes de sujetos con y sin cáncer de vejiga. 35 

Breve descripción de las figuras 

Esta invención se describe con referencia a realizaciones específicas de las mismas y con referencia a las Figuras, 
en que: 

La Figura 1 representa una tabla que muestra las características de muestras de orina usadas en los análisis qPCR. 

La Figura 2 representa una tabla de cebadores y sondas de oligonucleótidos de marcadores para análisis qPCR de 40 
cáncer de vejiga según la presente invención. 

La Figura 3 representa una tabla de marcadores de tumor de vejiga de sub-expresión identificados usando métodos 
de micromatriz en muestras de cáncer de vejiga. 

La Figura 4 representa una tabla de marcadores de tumor de vejiga de sub-expresión identificados usando métodos 
de micromatriz en muestras de cáncer de vejiga que tienen expresión insignificante en la sangre entera, aunque alta 45 
expresión en tejido de vejiga normal. 

La Figura 5 representa diagramas de caja y bigotes que muestran las relaciones de tres marcadores de carcinoma 
de célula transicional (CCT) de vejiga (HoxA13, IGFBP5 y MDK) con el marcador LTB4DH de sub-expresión para 

 

3

mborlafg
Texto escrito a máquina
ES 2 524 333 T3

mborlafg
Texto escrito a máquina



muestras de orina de pacientes o bien con enfermedad urológica no maligna o CCT. Las cajas definen los 
percentiles 25º, 50º y 75º y las barras horizontales marcan los valores adyacentes. Los valores atípicos se muestras 
por círculos. Las cajas no rellenas representan muestras de controles de enfermedad no maligna y las cajas 
sombreadas representan muestras de pacientes con CCT. 

La Figura 6 muestra ejemplos de las sensibilidades y especificidades de detección de CCT para ensayos que 5 
incluyen LTB4DH. (a) Ensayos sencillos; (b) ensayos de combinación usando LTB4DH y dos de los tres marcadores 
HoxA13, IGFBP5 y MDK. 

La Figura 7a-c muestra curvas ROC para la sensibilidad y especificidad de detección de CCT en muestras de orina 
que usan relaciones que incluyen LTB4DH. 7a. IGFBP5/LTB4DH; 7b. MDK/LT4BDH; 7c. HoxA13/LTB4DH. 

La Figura 8a-f muestra diagramas de dispersión para ensayos de combinación, a-c usando LTB4DH y dos de los 10 
tres marcadores HoxA13, IGFBP5 y MDK, y d-f repetidos usando BAG1 para LTB4DH. 8a. MDK/LTB4DH y 
IGFBP5/LTB4DH; 8b. MDK/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH; IGFBP5/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH; 8d. MDK/BAG1 y 
IGFBP5/BAG1; 8e. MDK/BAG1 y HoxA13/BAG1; 8f. IGFBP5/BAG1 y HoxA13/BAG1. 

La Figura 9a-b muestra diagramas de dispersión que muestran la correlación entre ΔCt para IGFBP5 y relaciones de 
ΔCt para IGFBP5/LTB4DH y concentración de creatinina en orina. 9a. Muestras de orina de pacientes con CCT. 9b. 15 
Muestras de orina de pacientes con enfermedad no maligna. 

La Figura 10a-f representa diagramas de dispersión individuales que muestran la distribución de muestras de orina 
evacuadas y cateterizadas de pacientes con CCT analizados usando los marcadores de tumor de vejiga MDK, 
IGFBP5 y HoxA13 solos o en relación con LTB4DH. 

La Figura 11 muestra marcadores sobre-expresados conocidos procedentes de tumores de vejiga invasivos. 20 

La Figura 12 muestra marcadores sobre-expresados conocidos procedentes de tumores de vejiga superficiales. 

La Figura 13 muestra las características clínicas de muestras de CCT de bajo grado y controles usados en análisis 
de curva ROC. 

La Figura 14 muestra los resultados de un análisis de curva ROC. Ilustración de la precisión de ensayo aumentada 
obtenida cuando LTB4DH se usa en relaciones con HoxA13 y IGFBP5. 25 

La Figura 15 muestra los resultados de un Análisis Discriminante Lineal de MTV, con y sin LTB4DH, para la 
detección de CCT. 

Descripción detallada 

Definiciones 

El término “marcador” significa una molécula que se asocia cuantitativa o cualitativamente con la presencia de un 30 
fenómeno biológico. Ejemplos de “marcadores” incluyen un polinucleótido, tal como un gen, fragmento génico, ARN 
o fragmento de ARN; o un producto génico, que incluye un polipéptido tal como un péptido, proteína de oligopéptido 
o fragmento de proteína; o metabolitos relacionados, subproductos u otras moléculas de identificación, tal como 
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo tanto relacionados directa como indirectamente a un mecanismo subyacente 
al fenómeno. Los marcadores de la invención incluyen las secuencias de nucleótido (por ejemplo, secuencias de 35 
GenBank) como se describen en esta memoria, en particular las secuencias de longitud total, cualquier secuencia 
codificadora, secuencias y fragmentos no codificadores, o cualquier variedad de los mismos, y cualquier marcador 
medible de los mismos como se define anteriormente. 

El término “sensibilidad” significa la proporción de individuos con la enfermedad cuyo ensayo da (mediante el 
modelo) positivo. Así, la sensibilidad aumentada significa menos resultados de ensayo en falso negativo. 40 

El término “especificidad” significa la proporción de individuos sin la enfermedad cuyo ensayo da (mediante el 
modelo) negativo. Así, la especificidad aumentada significa menos resultados de ensayo en falso positivo. 

El término “expresión” incluye producción de polinucleótidos y polipéptidos, en particular, la producción de ARN (por 
ejemplo, ARNm) a partir de un gen o parte de un gen, e incluye la producción de un polipéptido codificado por un 
ARN o gen o parte de un gen, e incluye la apariencia de un material detectable asociado con la expresión. Por 45 
ejemplo, la formación de un complejo, por ejemplo, de una interacción polipéptido-polipéptido, interacción 
polipéptido-nucleótido, o similar, se incluye en el alcance del término “expresión”. Otro ejemplo, la unión de un 
ligando de unión, tal como una sonda de hibridación o anticuerpo, a un gen u otro polinucleótido, un polipéptido o un 
fragmento de proteína y la visualización del ligando de unión. Así, la densidad de una mancha en una micromatriz, 
en una transferencia de hibridación tal como una transferencia de Northern o en una inmunotransferencia, tal como 50 
una transferencia de Western, o en una disposición de gotas, o por análisis de PCR, se incluye en el término 
“expresión” de la molécula biológica subyacente. 
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El término “sobre-expresión” se usa donde la expresión de un marcador en una célula, o tipo de célula, es mayor 
que la de otra célula, o tipo de célula, equivalente. 

El término “sub-expresión” se usa donde la expresión de un marcador en una célula, o tipo de célula, es menor que 
la de otra célula, o tipo de célula, equivalente. 

El término “MT” o “marcador tumoral” o “miembro de la familia de MT” significa un marcador que se asocia con un 5 
cáncer particular. El término MT también incluye combinaciones de marcadores individuales, cuya combinación 
mejora la sensibilidad y especificidad de detección de cáncer. Se va a entender que el término MT no necesita que 
el marcador sea específico solo para un tumor particular. Más bien, la expresión de MT puede estar alterada en 
otros tipos de células, células enfermas, tumores, que incluyen tumores malignos. 

Un MT puede identificarse extrayendo ARN de una muestra de tejido de un paciente sospechoso de tener cáncer de 10 
vejiga, aplicando el ARN o la copia de ADNc a una micromatriz que tiene un número de oligonucleótidos en él, 
permitiendo que la muestra de ARN se hibride a los oligonucleótidos en la matriz, y después cuantificando el nivel de 
ARN medido unido a cada mancha de matriz. Un marcador se considera que es un MT de sub-expresión si la 
presencia es inferior a un umbral de al menos aproximadamente 1,2 veces de la que se encuentra en tejido normal, 
no maligno, usando métodos de micromatriz. De forma alternativa, el umbral puede estar por debajo de 15 
aproximadamente 2 veces de la normal, aproximadamente 3 veces menos que la normal, 4 veces o incluso 
aproximadamente 5 veces menos que la normal. Por “normal” se entiende menos que el percentil 90º de la 
población normal. En otros casos, normal puede significar un nivel de presencia del percentil 95º (es decir, 
aproximadamente 2 Desviaciones Estándar (DE) de la media), y en otros casos, menos que aproximadamente 
percentil 97,5º (es decir, aproximadamente 3 DE) o el percentil 99º. 20 

El término “MT de sub-expresión” significa un marcador que muestra menor expresión en tumores de vejiga que en 
tejido de vejiga no maligno. 

El término “MT de sobre-expresión” significa un marcador que muestra mayor expresión en tumores de vejiga que en 
tejido no maligno. 

El término “MTV” o “marcador de tumor de vejiga” o “miembro de la familia de MTV” significa un MT que se asocia 25 
con cáncer de vejiga. El término MTV también incluye combinaciones de marcadores individuales, cuya combinación 
mejora la sensibilidad y especificidad de detección de cáncer de vejiga. Se va a entender que el término MTV no 
necesita que el marcador sea específico solo para tumores de vejiga. Más bien, la expresión de MTV puede 
alterarse en otros tipos de células, células enfermas, tumores, que incluyen tumores malignos. 

El término “MTV de sub-expresión” significa un marcador que muestra menos expresión en tumores de vejiga que en 30 
tejido de vejiga no maligna. 

El término “MTV de sobre-expresión” significa un marcador que muestra más expresión en tumores de vejiga que en 
tejido no maligno. 

El término “qPCR” significa reacción de cadena polimerasa cuantitativa. El término “qPCR” o “QPCR” se refiere a 
reacción de cadena polimerasa cuantitativa como se describe, por ejemplo, en PCR Technique: Quantitative PCR, 35 
J.W. Larrick, ed., Eaton Publishing, 1997, y A-Z of Quantitative PCR, S. Bustin, ed., IUL Press, 2004. 

El término “CCT” significa carcinoma de célula transicional de la vejiga. Los CCT constituyen el ~95% de todos los 
cánceres de vejiga. 

Como se usa en esta memoria “anticuerpos” y términos similares se refieren a moléculas de inmunoglobulina y 
partes inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio 40 
de unión a antígeno que une de forma específica (inmunoreacciona con) un antígeno. Estos incluyen, aunque no 
están limitados a, fragmentos policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla, Fc, Fab, Fab’ y Fab2, y 
una biblioteca de expresión Fab. Las moléculas de anticuerpo se refieren a cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, 
IgE e IgD, que difieren de cualquier otra por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Estas 
incluyen subclases además, tal como IgG1, IgG2 y otras. La cadena ligera puede ser una cadena kappa o una 45 
cadena lambda. La referencia en esta memoria a anticuerpos incluye una referencia a todas las clases, subclases y 
tipos. Además se incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales o fragmentos de los 
mismos que son específicos a más de una fuente, por ejemplo, una secuencia de ratón o humana. Se incluyen 
además anticuerpos camélidos, anticuerpos de tiburón o nanocuerpos. 

El término “cáncer” y “canceroso” se refiere a o describe la condición fisiológica en mamíferos que se caracteriza 50 
típicamente por crecimiento celular anormal o no regulado. El cáncer y patología de cáncer puede asociarse, por 
ejemplo, con metástasis, interferencia con el funcionamiento normal de células vecinas, liberación de citoquinas u 
otros productos secretores a niveles anormales, supresión o agravamiento de respuesta inflamatoria o inmunológica, 
neoplasia, premalignidad, malignidad, invasión de tejidos u órganos circundantes o distantes, tal como nodos 
linfáticos, etc. 55 
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El término “tumor” se refiere a todo el crecimiento y proliferación celular neoplásica, tanto maligna como benigna, y 
todas las células y tejidos pre-cancerosos y cancerosos. 

El término “micromatriz” se refiere a una disposición ordenada o desordenada de agentes de captura, 
preferiblemente polinucleótidos (por ejemplo, sondas) o polipéptidos en un sustrato. Véase, por ejemplo, Microarray 
Analysis, M. Schena, John Wiley & Sons, 2002; Microarray Biochip Technology, M. Schena, ed., Eaton Publishing, 5 
2000; Guide to Analysis of DNA Microarray Data, S. Knudsen, John Wiley & Sons, 2004; y Protein Microarray 
Technology, D. Kambhampati, ed. John Wiley & Sons, 2004. 

El término “oligonucleótido” se refiere a un polinucleótido, típicamente una sonda o cebador, que incluye, sin 
limitación, desoxirribonucleótidos de hebra sencilla, ribonucleótidos de hebra sencilla o doble, híbridos ARN:ADN, y 
ADN de doble hebra. Los oligonucleótidos, tal como oligonucleótidos de sonda de ADN de hebra sencilla, se 10 
sintetizan a menudo por métodos químicos, por ejemplo usando sintetizadores de oligonucleótidos automatizados 
que están disponibles comercialmente, o mediante una variedad de otros métodos, que incluyen sistemas de 
expresión in vitro, técnicas recombinantes y expresión en células y organismos. 

El término “polinucleótido”, cuando se usa en el singular o plural, generalmente se refiere a cualquier 
polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. 15 
Esto incluye, sin limitación, ADN de hebra sencilla y doble, ADN que incluye regiones de hebra sencilla y doble, ARN 
de hebra sencilla y doble, y ARN que incluye regiones de hebra sencilla y doble, moléculas híbridas que 
comprenden ADN y ARN que pueden der de hebra sencilla o, más típicamente, de hebra doble o incluyen regiones 
de hebra sencilla y doble. Se incluyen también regiones de triple hebra que comprende ARN o ADN o tanto ARN 
como ADN. Se incluyen específicamente ARNm, ADNc y ADN genómico, y cualquier fragmento de los mismos. El 20 
término incluye ADN y ARN que contienen una o más bases modificadas, tal como bases tritiadas, o bases 
inusuales, tal como inosina. Los polinucleótidos de la invención pueden abarcar secuencias de codificación o de no 
codificación, o secuencias sentido o antisentido. Se entenderá que cada referencia a un “polinucleótido” o término 
similar, en esta memoria, incluirá las secuencias de longitud total además de cualquier fragmento, derivado o 
variante de los mismos. 25 

“Polipéptido”, como se usa en esta memoria, se refiere a una secuencia de oligopéptido, péptido o proteína, o 
fragmento de los mismos, y a moléculas que se dan de forma natural, recombinantes, sintéticas o semi-sintéticas. 
Donde “polipéptido” se enumera en esta memoria para referirse a una secuencia de aminoácidos de una molécula 
de proteína que se da de forma natural, “polipéptido” y términos similares, no significa que limite la secuencia de 
aminoácidos a la secuencia de aminoácidos nativa, completa, para la molécula de longitud total. Se entenderá que 30 
cada referencia a un “polipéptido” o término similar, en esta memoria, incluirá la secuencia de longitud total, además 
de cualquier fragmento, derivado o variante de los mismos. 

“Rigor” de reacciones de hibridación es fácilmente determinable por un experto en la técnica, y generalmente es un 
cálculo empírico dependiente de la longitud de la sonda, temperatura de lavado y concentración de sal. En general, 
sondas más largas necesitan mayores temperaturas para apareamiento apropiado, mientras sondas más cortas 35 
necesitan menores temperaturas. La hibridación generalmente depende de la capacidad del ADN desnaturalizado 
para aparearse de nuevo cuando las hebras complementarias están presentes en un ambiente por debajo de su 
temperatura de fusión. Cuanto mayor es el grado de homología deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, 
mayor es la temperatura relativa que puede usarse. Como resultado, sigue que mayores temperaturas relativas 
tenderían a hacer a las condiciones de reacción más rigurosas, mientras menores temperaturas no tanto. Detalles 40 
adicionales y explicación del rigor de reacciones de hibridación, se encuentran, por ejemplo, en Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995). 

“Condiciones rigurosas” o “condiciones de alto rigor”, como se definen en esta memoria, típicamente: (1) emplean 
baja fuerza iónica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo cloruro sódico 0,015 M/citrato sódico 0,0015 
M/dodecilsulfato sódico al 0,1% a 50ºC; (2) emplean un agente desnaturalizante durante la hibridación, tal como 45 
formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albúmina de suero bovino al 0,1%/Ficoll al 
0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tampón de fosfato sódico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sódico 750 mM, citrato sódico 
75 mM a 42ºC; o (3) emplean formamida al 50%, 5X SSC (NaCl 0,75 M, citrato sódico 0,075 M), fosfato sódico 50 
mM (pH 6,8), pirofosfato sódico al 0,1%, 5X, disolución de Denhardt, ADN de esperma de salmón sonicado (50 
µg/ml), SDS al 0,1%, y sulfato de dextrano al 10% a 42ºC, con lavados a 42ºC en 0.2X SSC (cloruro sódico/citrato 50 
sódico) y formamida al 50% a 55ºC, seguido por un lavado de alto rigor que comprende 0.1X SSC que contiene 
EDTA a 55ºC. 

“Condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse como se describe por Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de disolución de 
lavado y condiciones de hibridación (por ejemplo, temperatura, fuerza iónica, y % de SDS) menos rigurosas que las 55 
descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es incubación toda la noche a 37ºC 
en una disolución que comprende: formamida al 20%, 5X SSC (NaCl 150 mM, citrato trisódico 15 mM), fosfato 
sódico 50 mM (pH 7,6), disolución de Denhardt 5X, sulfato de dextrano al 10%, y 20 mg/ml de ADN de esperma de 
salmón cortado desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 1X SSC a aproximadamente 37-50ºC. El experto 
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reconocerá como ajustar la temperatura, fuerza iónica, etc. como sea necesario para acomodar factores tal como 
longitud de la sonda y similares. 

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de 
biología molecular (que incluyen técnicas recombinantes), microbiología, biología celular y bioquímica, que están en 
las características de la técnica. Dichas técnicas se explican totalmente en la bibliografía tal como, Molecular 5 
Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, Sambrook et al., 1989; Oligonucleotide Synthesis, MJ Gait, ed., 1984; 
Animal Cell Culture, R.I. Freshney, ed., 1987; Methods in Enzymology, Academic Press, Inc.; Handbook of 
Experimental Immnology, 4ª edición, D.M. Weir & CC. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc., 1987; Gene Transfer 
Vectors for Mammalian Cells, J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987; Current Protocols in Molecular Biology, F.M. 
Ausubel et al., eds. 1987; y PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis et al., eds. 1994. 10 

Descripción de realizaciones de la invención 

Usando una combinación de análisis de micromatriz y reacción de cadena polimerasa cuantitativa (qPCR), los 
marcadores para carcinoma de célula transicional de la vejiga (CCT) que se sub-expresan en tumores se han 
identificado. Se ha encontrado sorprendentemente que las relaciones entre estos marcadores y otros marcadores de 
tumor de vejiga (MTV), especialmente marcadores que se sobre-expresan en tumores, se diagnostican para cáncer 15 
de vejiga. 

Las relaciones (más que medir un nivel absoluto de un marcador) identifican una “firma” sencilla de expresión génica 
que tipifica células de cáncer de vejiga, y sorprendentemente es más fuerte a variaciones en técnicas de muestreo o 
concentración de orina. Además, la combinación de un marcador sub-expresado y un marcador sobre-expresado 
maximiza el diferencial entre muestras de pacientes y controles no malignos, aumentando la fiabilidad del ensayo. 20 
Los marcadores sub-expresados descritos aquí se han seleccionado en base a (i) fuerte y consistente disminución 
en CCT, (ii) alta expresión en tejido normal, y (iii) insignificante expresión en sangre completa para minimizar el 
riesgo de falsos positivos en pacientes que presentan hematuria. 

Como una alternativa para determinar la relación de los dos MTV se ha encontrado también que los MTV sub-
expresados y sobre-expresados pueden analizarse en análisis de regresión o técnicas de clasificación que incluyen 25 
análisis discriminante lineal, y los resultados de estos análisis también son indicativos de la presencia de cáncer de 
vejiga. 

El ensayo implica la medida de al menos dos marcadores MT, tal como un MTV, en una muestra de un paciente 
sospechoso de tener un cáncer o en riesgo de tener cáncer, en donde al menos uno de los MT es un MT sub-
expresado. La relación del MT sub-expresado y el otro MT es indicativa de la presencia de cáncer. El segundo MT 30 
puede ser cualquier MT como se conoce en la técnica, aunque preferiblemente es un MTV sobre-expresado. La 
Figura 3 muestra un número de marcadores sub-expresados adecuados para usar en la presente invención. 

El ensayo se preforma mejor usando un MT sub-expresado en combinación con un MT sobre-expresado. Cualquier 
MT sobre-expresado puede usarse, por ejemplo, MTV sobre-expresados conocidos identificados a partir de tumores 
de vejiga invasivos (definidos aquí como tumores ≥ etapa 1), se delinean en la Figura 11, y MTV sobre-expresados 35 
identificados a partir de tumores de vejiga superficiales (definidos aquí como tumores de Etapa Ta y Tis) se 
muestran en la Figura 12. 

También se ha establecido sorprendentemente que MTV sub-expresados preferidos para usar en la presente 
invención son unos que no están elevados significativamente en la sangre completa, y están presentes en números 
de copias suficientemente altas tanto en células tumorales como en células de vejiga no malignas. Los MTV sub-40 
expresados preferidos se delinean en la Figura 4. 

Los marcadores de cáncer pueden detectarse en una muestra usando cualquier técnica adecuada, y pueden incluir, 
aunque no están limitados a, sondas de oligonucleótido, qPCR o anticuerpos elevados frente a los marcadores de 
cáncer. 

La presente invención proporciona ensayos de muestras de orina. En otros métodos descritos en esta memoria, se 45 
apreciará que la muestra a ensayar no está restringida a una muestra del tejido sospechoso de ser un tumor. El 
marcador puede secretarse en el suero, desecharse desde las membranas celulares, liberarse de células lisadas o 
asociarse con células perdidas en la orina. Por lo tanto, una muestra descrita en esta memoria puede incluir 
cualquier muestra corporal, e incluye biopsias, sangre, suero, lavados peritoneales, fluido cerebroespinal, orina y 
muestras de heces. 50 

También se apreciará que la presente invención no está restringida a la detección de cáncer en seres humanos, sino 
que es adecuada para la detección de cáncer en cualquier animal, que incluyen, aunque no están limitados a perros, 
gatos, caballos, ganado, oveja, ciervo, cerdos y cualquier otro animal conocido por tener cáncer. 

Aproximaciones generales a la detección de cáncer 
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Las siguientes aproximaciones son métodos no limitantes que pueden usarse para medir MT. Después de la medida 
de MT individuales, se determinan las relaciones entre miembros de la familia de MTV de alta o baja expresión. 
Estas relaciones se usan para predecir la presencia o ausencia de cáncer. 

De forma alternativa, los MT de alta o baja expresión se usan en análisis de regresión o clasificación. Los resultados 
de estos análisis también se usan para predecir la presencia o ausencia de cáncer. 5 

Las metodologías generales para determinar los niveles de expresión se delinean a continuación, aunque se 
apreciará que cualquier método para determinar los niveles de expresión sería adecuado. 

PCR cuantitativo (qPCR) 

El PCR cuantitativo (qPCR) puede realizarse en muestras tumorales, en muestras de suero, plasma y orina usando 
cebadores y sondas específicas de MTV. En reacciones controladas, la cantidad de producto formado en una 10 
reacción PCR (Sambrook, J., E Fritsch, E. y T Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3ª. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)) correlaciona con la cantidad de molde de partida. La 
cuantificación del producto de PCR puede realizarse parando la reacción de PCR cuando está en la fase logarítmica, 
antes de que los reactivos se vuelvan limitantes. Los productos de PCR se tratan luego con electroforesis en geles 
de agarosa o poliacrilamida, se tiñen con bromuro de etidio o un tinte de ADN comparable, y la intensidad de tinción 15 
se mide por densitometría. De forma alternativa, la progresión de una reacción PCR puede medirse usando 
máquinas PCR tales como la Applied Biosystems’ Prism 7000 o la Roche LightCycler que miden la acumulación de 
producto a tiempo real. El PCR a tiempo real mide tanto la fluorescencia de los tintes que se intercalan en ADN tal 
como Verde Sybr en el producto PCR sintetizado, como la fluorescencia liberada por una molécula indicadora 
cuando se escinde de una molécula de apagado; las moléculas indicadora y de apagado se incorporan en una 20 
sonda de oligonucleótido que hibrida a una molécula de ADN diana después de la extensión de la hebra de ADN 
desde los oligonucleótidos cebadores. La sonda de oligonucleótido se desplaza y degrada por la acción enzimática 
de la Taq polimerasa en el siguiente ciclo PCR, liberando el indicador de la molécula de apagado. En una variación, 
conocida como Scorpion®, la sonda está unida de forma covalente al cebador. 

PCR de transcripción inversa (RT-PCR) 25 

RT-PCR puede usarse para comparar niveles de ARN en diferentes poblaciones de muestra, en tejidos normales y 
tumorales, con o sin tratamiento de fármacos, para caracterizar patrones de expresión, para discriminar entre ARN 
estrechamente relacionados, y para analizar la estructura de ARN. 

Para RT-PCR, la primera etapa es el aislamiento de ARN de una muestra diana. El material de partida típicamente 
se aísla del ARN total a partir de tumores humanos o líneas celulares tumorales, y tejidos o líneas celulares 30 
normales correspondientes, respectivamente. El ARN puede aislarse de una variedad de muestras, tal como 
muestras tumorales de tejidos de mama, pulmón, colon (por ejemplo, intestino grueso o intestino delgado), 
colorrectal, gástrico, esofágico, anal, rectal, próstata, cerebro, hígado, riñón, páncreas, bazo, timo, testículo, ovario, 
útero, vejiga, etc., a partir de tumores primarios, o líneas celulares tumorales, y a partir de muestras acumuladas de 
donantes sanos. Si la fuente de ARN es un tumor, el ARN puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejidos 35 
incrustadas en parafina y fijas (por ejemplo, fijas en formalina), congeladas o archivadas. 

La primera etapa en el perfilado de expresión génica por RT-PCR es la transcripción inversa del molde de ARN en 
ADNc, seguido por su amplificación exponencial en una reacción de PCR. Las dos transcriptasas inversas usada 
más normalmente son la transcriptasa inversa del virus de mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la transcriptasa inversa 
del virus de leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). La etapa de transcripción inversa se ceba típicamente usando 40 
cebadores específicos, hexámeros aleatorios, o cebadores oligo-dT, dependiendo de las circunstancias y el 
resultado de perfilado de expresión. Por ejemplo, el ARN extraído puede transcribirse inversamente usando un 
equipo de PCR ARN GeneAmp (Perkin Elmer, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc 
derivado puede usarse entonces como un molde en la posterior reacción de PCR. 

Aunque la etapa de PCR puede usar una variedad de ADN polimerasas dependientes de ADN termoestable, 45 
típicamente emplea la Taq ADN polimerasa, que tiene una actividad 5’-3’ nucleasa aunque carece de una actividad 
3’-5’ de corrección endonucleasa. Así, la TaqMan (q) PCR típicamente utiliza la actividad 5’ nucleasa de Taq o Tth 
polimerasa para hidrolizar una sonda de hibridación unida a su amplicón diana, aunque cualquier enzima con 
actividad 5’ nucleasa equivalente puede usarse. 

Se usan dos cebadores de oligonucléotidos para generar un amplicón típico de una reacción de PCR. Un tercer 50 
oligonucleótido, o sonda, se diseña para detectar la secuencia de nucleótidos situada entre los dos cebadores de 
PCR. La sonda no es extensible por la enzima Taq ADN polimerasa, y está marcada con un tinte fluorescente 
indicador y un tinte fluorescente de apagado. Cualquier emisión inducida por láser desde el tinte indicador se apaga 
por el tinte de apagado cuando los dos tintes están situados cerca ya que están en la sonda. Durante la reacción de 
amplificación, la enzima Taq ADN polimerasa escinde la sonda en una manera dependiente del molde. Los 55 
fragmentos de sonda resultantes se desasocian en disolución, y la señal procedente del tinte indicador liberado está 
libre del efecto de apagado del segundo fluoróforo. Una molécula de tinte indicador se libera por cada nueva 
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molécula sintetizada, y la detección del tinte indicador no apagado proporciona la base para la interpretación 
cuantitativa de los datos. 

Puede realizarse el TaqMan RT-PCR usando equipo disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, Sistema de 
Detección de Secuencia ABI PRISM 7700 (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), o Lightcycler 
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En una realización preferida, el procedimiento de 5’ nucleasa 5 
se hace marchar en un dispositivo de PCR cuantitativo a tiempo real tal como el Sistema de Detección de Secuencia 
ABI PRISM 7700tam. El sistema consiste en un termociclador, láser, dispositivo de carga acoplada (CCD), cámara y 
ordenador. El sistema amplifica las muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador. Durante la 
amplificación, la señal fluorescente inducida por láser se recoge a tiempo real a través de cables de fibra óptica para 
todos los 96 pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye software para hacer funcionar el instrumento y para 10 
analizar los datos. 

Los datos del ensayo de 5’ nucleasa se expresan inicialmente como Ct o el ciclo umbral. Como se trata 
anteriormente, los valores de fluorescencia se graban durante cada ciclo y representan la cantidad de producto 
amplificado a ese punto en la reacción de amplificación. El punto cuando la señal fluorescente se graba primero 
como significativa estadísticamente es el ciclo umbral. 15 

PCR cuantitativo a tiempo real (qPCR) 

Una variación más reciente de la técnica RT-PCR es el PCR cuantitativo a tiempo real, que mide la acumulación de 
producto de PCR a través de una sonda fluorigénica marcada doble (es decir, sonda TaqMan). El PCR a tiempo real 
es compatible tanto con el PCR competitivo cuantitativo como con PCR comparativo cuantitativo. El primero usa un 
competidor interno para cada secuencia diana para la normalización, mientras el último usa un gen de normalización 20 
contenido en la muestra, o un gen de organización para RT-PCR. Se proporcionan detalles adicionales, por ejemplo, 
por Held et al., Genome Research 6:986-994 (1996). 

Los niveles de expresión pueden determinarse usando tejidos incrustados en parafina, fijos, como la fuente de ARN. 
Según un aspecto de la presente invención, los cebadores y sondas de PCR se diseñan en base a secuencias de 
intrón presentes en el gen a amplificar. En esta realización, la primera etapa en el diseño de cebador/sonda es la 25 
delineación de secuencias de intrón en los genes. Esto puede hacerse mediante software disponible públicamente, 
tal como el software de DNA BLAT desarrollado por Kent, W.J., Genome Res. 12(4):656-64 (2002); o mediante el 
software BLAST que incluye sus variaciones. Las etapas posteriores siguen métodos establecidos de diseño de 
cebador y sonda de PCR. 

Para evitar señales no específicas, es útil enmascarar secuencias repetitivas en los intrones cuando se diseñan los 30 
cebadores y sondas. Esto puede conseguirse fácilmente usando el programa Enmascarador de Repetición 
disponible en línea a través del Colegio Baylor de Medicina, que filtra las secuencias de ADN contra una biblioteca 
de elementos repetitivos y devuelve una secuencia problema en que los elementos repetitivos están enmascarados. 
Las secuencias enmascaradas pueden usarse entonces para diseñar las secuencias de cebador y sonda usando 
cualquier paquete de diseño de cebador/sonda disponible comercialmente o pública de otra forma, tal como Primer 35 
Express (Applied Biosystems); diseño por ensayo MGB (Applied Biosystems); Primer3 (Steve Rozen y Helen J. 
Skaletsky (2000) Primer3 en el WWW para usuarios generales y para programadores biológicos en: Krawetz S., 
Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, 
págs. 365-386). 

Los factores más importantes considerados en el diseño de cebador de PCR incluyen longitud de cebador, 40 
temperatura de fusión (Tf), y contenido de G/C, especificidad, secuencias de cebador complementario, y secuencia 
final 3’. En general, los cebadores de PCR óptimos son de generalmente 17-30 bases de longitud, y contienen 
aproximadamente 20-80%, tal como, por ejemplo, aproximadamente 50-60% de bases G+C. Las temperaturas de 
fusión entre 50 y 80ºC, por ejemplo, aproximadamente 50 a 70ºC, se prefieren típicamente. Para guías adicionales 
para el diseño de cebador y sonda de PCR véase, por ejemplo, Dieffenbach, C.W. et al., General Concepts for PCR 45 
Primer Design in: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1995, págs. 
133-155; Innis y Gelfand, Optimization of PCRs in: PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, CRC 
Press, Londres, 1994, págs. 5-11; y Plasterer, T.N. Primerselect: Primer and probe design. Methods Mol. Biol. 
70:520-527 (1997). 

Análisis de micromatriz 50 

La expresión diferencial puede identificarse también, o confirmarse usando la técnica de micromatriz. Así, el perfil de 
expresión de CCPM puede medirse en tejido tumoral o bien fresco o incrustado en parafina, usando tecnología de 
micromatriz. En este método, las secuencias de polinucleótido de interés (que incluyen ADNc y oligonucleótidos) se 
ponen en platos, o se alinean, en un sustrato de microchip. Las secuencias alineadas (es decir, sondas de captura) 
se hibridan entonces con polinucleótidos específicos de células o tejidos de interés (es decir, dianas). Justo como en 55 
el método RT-PCR, la fuente de ARN típicamente es ARN total aislado de tumores humanos o líneas celulares 
tumorales, y tejidos o líneas celulares normales correspondientes. Así el ARN puede aislarse de una variedad de 
tumores o líneas celulares tumorales primarios. Si la fuente de ARN es un tumor primario, el ARN puede extraerse, 
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por ejemplo, de muestras de tejido incrustado de parafina fijo en formalina (FFPE), congelado o archivado, y 
muestras de tejido fijo (por ejemplo, fijo en formalina), que se preparan de forma rutinaria y se conservan en la 
práctica clínica diaria. 

En una realización específica de la técnica de micromatriz, las inserciones amplificadas de PCR de clones de ADNc 
se aplican a un sustrato. El sustrato pueden incluir secuencias de hasta 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o 5 
75 nucleótidos. En otros aspectos, el sustrato puede incluir secuencias de al menos 10.000 nucleótidos. Las 
secuencias en micromatriz, inmovilizadas en el microchip, son adecuadas para la hibridación bajo condiciones 
rigurosas. Como otras realizaciones, las dianas para las micromatrices pueden tener al menos 50, 100, 200, 400, 
500, 1000 o 2000 bases de longitud; o 50-100, 100-200, 100-500, 100-1000, 100-2000 o 500-5000 bases de 
longitud. Como en realizaciones anteriores, la captura de sondas para las micromatrices pueden tener al menos 10, 10 
15, 20, 25, 50, 75, 80 o 100 bases de longitud; o 10-15, 10-20, 10-25, 10-50, 10-75, 10-80 o 20-80 bases de longitud. 

Las sondas de ADNc marcadas de forma fluorescente pueden generarse a través de la incorporación de nucleótidos 
fluorescentes por transcripción inversa de ARN extraído de tejidos de interés. Las sondas de ADNc marcado 
aplicadas al chip hibridan con especificidad a cada mancha de ADN en la matriz. Después del lavado riguroso para 
eliminar las sondas no unidas de forma específica, el chip se escanea por microscopía láser confocal o por otro 15 
método de detección, tal como una cámara CCD. La cuantificación de hibridación de cada elemento alineado 
permite la evaluación de la abundancia de ARNm correspondiente. Con fluorescencia de color dual, las sondas de 
ADNc marcadas de forma separada generadas a partir de dos fuentes de ARN se hibridan en pares a la serie. La 
abundancia relativa de los transcritos de las dos fuentes correspondientes a cada gen especificado se determina así 
de forma simultánea. Un protocolo ejemplar para esto se describe en detalle en el Ejemplo 4. 20 

La escala miniaturizada de la hibridación proporciona una evaluación conveniente y rápida del patrón de expresión 
para grandes números de genes. Dichos métodos se ha mostrado que tienen la sensibilidad necesaria para detectar 
transcritos raros, que se expresan a unas pocas copias por célula, y para detectar de forma reproducible al menos 
aproximadamente diferencias dobles en los niveles de expresión (Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(2): 
106-149 (1996)). El análisis de micromatriz puede realizarse mediante equipo comercialmente disponible, siguiendo 25 
los protocolos del fabricante, tal como usando la tecnología Affymetrix GenChip, tecnología de micromatriz Illumina o 
tecnología de micromatriz de Incyte. El desarrollo de métodos de micromatriz para análisis a gran escala de 
expresión génica hace posible buscar sistemáticamente marcadores moleculares de clasificación de cáncer y 
predicción de resultados en una variedad de tipos de tumor. 

Aislamiento, purificación y amplificación de ARN 30 

Los métodos generales para la extracción de ARNm se conocen bien en la técnica y se describen en libros de texto 
estándar de biología molecular, incluyendo Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley and 
Sons (1997). Los métodos para la extracción de ARN de tejidos incrustados en parafina se describen, por ejemplo, 
en Rupp y Locker, Lab Invest. 56:A67 (1987), y De Sandres et al., BioTechniques 18:42044 (1995). En particular, el 
aislamiento de ARN puede realizarse usando el equipo de purificación, conjunto tampón y proteasa de fabricantes 35 
comerciales, tal como Qiagen, según las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el ARN total de células en cultivo 
puede aislarse usando mini-columnas Qiagen Rneasy. Los equipos de aislamiento de ARN disponibles 
comercialmente incluyen Equipo de Purificación de ADN y ARN Completo MasterPure (EPICENTRE (D, Madison, 
WI), y Equipo de Aislamiento de ARN en Bloque de Parafina (Ambion, Inc.). El ARN total de muestras de tejido 
puede aislarse usando RNA Stat-60 (Tel-Test). El ARN preparado a partir de tumor puede aislarse, por ejemplo, por 40 
centrifugado con gradiente de densidad de cloruro de cesio. 

Las etapas de un protocolo representativo para perfilar la expresión génica usando tejidos incrustados en parafina, 
fijos, como la fuente de ARN, incluyendo aislamiento de ARNm, purificación, extensión del cebador y amplificación 
se dan en varios artículos de revista publicados por ejemplo: T.E. Godfrey et al., J. Molec. Diagnostics 2:84-91 
(2000); K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158:419-29 (2001)). Brevemente, un procedimiento representativo comienza 45 
cortando secciones de aproximadamente 10 µm de espesor de muestras de tejido tumoral incrustado en parafina. El 
ARN se extrae entonces, y la proteína y el ADN se eliminan. Después del análisis de la concentración de ARN, las 
etapas de reparación y/o amplificación de ARN pueden incluirse, si fuera necesario, y el ARN se transcribe de forma 
inversa usando promotores específicos de gen seguido por RT-PCR. Finalmente, los datos se analizan para 
identificar la(s) mejor(es) opción(ones) de tratamiento disponible(s) para el paciente en base al patrón de expresión 50 
génica característica identificado en la muestra tumoral examinada. 

Inmunohistoquímica y proteómica 

Los métodos de inmunohistoquímica también son adecuados para detectar los niveles de expresión de los 
marcadores de proliferación de la presente invención. Así, los anticuerpos o antisueros, preferiblemente antisueros 
policlonales, y lo más preferiblemente anticuerpos monoclonales específicos para cada marcador, se usan para 55 
detectar expresión. Los anticuerpos pueden detectarse por marcado directo de los anticuerpos en sí mismos, por 
ejemplo, con marcas radioactivas, marcas fluorescentes, marcas de hapteno tales como, biotina, o una enzima tal 
como peroxidasa de rábano picante o fosfatasa alcalina. De forma alternativa, se usa anticuerpo primario no 
marcado en conjunto con un anticuerpo secundario marcado, que comprende antisuero, antisuero policlonal o un 
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anticuerpo monoclonal específico para el anticuerpo primario. Los protocolos y equipos de inmunohistoquímica se 
conocen bien en la técnica y están disponibles comercialmente. 

La proteómica puede usarse para analizar los polipéptidos presentes en una muestra (por ejemplo, tejido, organismo 
o cultivo celular) a un cierto momento en el tiempo. En particular, las técnicas proteómicas pueden usarse para 
evaluar los cambios globales de expresión de polipéptido en una muestra (también denominado como proteómica de 5 
expresión). El análisis proteómico típicamente incluye: (1) separación de polipéptidos individuales en una muestra 
mediante electroforesis en gel 2-D (2-D PAGE); (2) identificación de los polipéptidos individuales recuperados del 
gel, por ejemplo, por espectrometría de masas o secuenciación N-terminal, y (3) análisis de los datos usando 
bioinformática. Los métodos proteómicos son suplementos valiosos a otros métodos de perfilado de expresión 
génica, y pueden usarse, solos o en combinación con otros métodos, para detectar los productos de los marcadores 10 
de proliferación de la presente invención. 

Métodos de hibridación que usan sondas de ácido nucleico selectivas para un marcador 

Estos métodos implican unir la sonda de ácido nucleico a un soporte e hibridar bajo condiciones apropiadas con 
ARN o ADNc derivado de la muestra de ensayo (Sambrook, J., E Fritsch, E. y T Maniatis, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual 3ª. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)). Estos métodos pueden 15 
aplicarse a MTV derivado de un tejido tumoral o muestra de fluido. Los preparados de ARN o ADNc se marcan 
típicamente con una molécula fluorescente o radiactiva para permitir la detección y cuantificación. En algunas 
aplicaciones, el ADN de hibridación puede marcarse con una estructura marcada de forma fluorescente, ramificada, 
para mejorar la intensidad de la señal (Nolte, F.S., Branched DNA signal amplification for direct quantitation of 
nucleic acid sequences in clinical specimens. Adv. Clin. Chem. 33, 201-35 (1998)). La marca no hibridada se elimina 20 
por lavado extenso en disoluciones bajas en sal tal como 0.1x SSC, SDS al 0,5% antes de cuantificar la cantidad de 
hibridación por detección de fluorescencia o densitometría de imágenes en gel. Los soportes pueden ser sólidos, tal 
como membranas de nailon o nitrocelulosa, o consistir en microesferas o gotas que se hibridan cuando están en 
suspensión líquida. Para permitir el lavado y la purificación, las gotas pueden ser magnéticas (Haukanes, B-I y 
Kvam, C., Application of magnetic beads in bioassays. Bio/Technology 11, 60-63 (1993)) o marcadas de forma 25 
fluorescente para permitir la citometría de flujo (véase por ejemplo: Spiro, A., Lowe M. y Brown, D., A Bead-Based 
Method for Multiplexed Identification and Quantitation of DNA Sequences Using Flow Cytometry. Appl. Env. Micro. 
66, 4258-4265 (2000)). 

Una variación de la tecnología de hibridación es el ensayo QuantiGene Plex® (Genospectra, Fremont) que combina 
un soporte de gotas fluorescentes con amplificación de señal de ADN ramificada. Aún otra variación en la tecnología 30 
de hibridación es el ensayo de ARNm Quatikine® (R&D Systems, Minneapolis). La metodología es como se describe 
en las instrucciones del fabricante. Brevemente el ensayo usa sondas de hibridación de oligonucleótidos conjugado 
con Digoxigenina. La hibridación se detecta usando anticuerpos anti-digoxigenina acoplados a fosfatasa alcalina en 
ensayos colorimétricos. 

Se conocen bien métodos adicionales en la técnica y no necesitan describirse adicionalmente en esta memoria. 35 

Ensayos inmunológicos unidos a enzima (ELISA) 

Brevemente, en ensayos ELISA en fase doble, un anticuerpo policlonal o monoclonal frente al MTV se une a un 
soporte sólido (Crowther, J.R, The ELISA guidebook, Humana Press: Nueva Jersey (2000); Harlow, E. y Lane, D., 
Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)) o gotas en 
suspensión. Otros métodos se conocen en la técnica y no necesitan describirse en esta memoria adicionalmente. 40 
Los anticuerpos monoclonales pueden derivarse de hibridoma o seleccionarse de bibliotecas de anticuerpos fagos 
(Hust M. y Dubel S., Phage display vectors for the in vitro generation of human antibody fragments. Methods Mol 
Biol. 295:71-96 (2005)). Sitios de unión no específicos se bloquean con preparados de proteína no diana y 
detergentes. El anticuerpo de captura se incuba entonces con un preparado de orina o tejido que contiene el 
antígeno MTV. La mezcla se lava antes de que el complejo anticuerpo/antígeno se incube con un segundo 45 
anticuerpo que detecta el MTV diana. El segundo anticuerpo se conjuga típicamente a una molécula fluorescente u 
otra molécula indicadora que puede detectarse o bien en una reacción enzimática o con un tercer anticuerpo 
conjugado a un indicador (Crowther, Id.). De forma alternativa, en ELISA directos, el preparado que contiene el MTV 
puede unirse al soporte o gota y el antígeno diana detectarse directamente con un conjugado anticuerpo-indicador 
(Crowther, Id.). 50 

Los métodos para producir anticuerpos monoclonales y antisueros policlonales se conocen bien en la técnica y no 
necesitan describirse en esta memoria adicionalmente. 

Inmunodetección 

Los métodos pueden usarse también para la inmunodetección de miembros de la familia de marcadores en suero o 
plasma de pacientes con cáncer de vejiga tomadas antes y después de la cirugía para eliminar el tumor, 55 
inmunodetección de miembros de la familia de marcadores en pacientes con otros cánceres, que incluyen aunque 
no están limitados a colorrectal, pancreático, de ovario, melanoma, de hígado, esofágico, de estómago, de 
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endometrio y de cerebro e inmunodetección de miembros de la familia de marcadores en orina y heces de pacientes 
con cáncer de vejiga. 

Los MTV pueden detectarse también en tejidos u orina usando otras técnicas de inmunodetección estándar tales 
como inmunotransferencia o inmunoprecipitado (Harlow, E. y Lane, D., Using Antibodies: a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)). En la inmunotransferencia, los preparados de proteína 5 
a partir de tejido o fluido que contiene el MTV se tratan por electroforesis a través de geles de poliacrilamida bajo 
condiciones desnaturalizantes o no desnaturalizantes. Las proteínas se transfieren entonces a un soporte de 
membrana tal como nailon. El MTV se hace reaccionar entonces de forma directa o indirecta con anticuerpos 
monoclonales o policlonales como se describe por inmunohistoquímica. De forma alternativa, en algunos 
preparados, las proteínas pueden teñirse directamente en membranas sin separación electroforética previa. La señal 10 
puede cuantificarse por densitometría. 

En el inmunoprecipitado, un preparado soluble que contiene el MTV se incuba con un anticuerpo monoclonal o 
policlonal contra el MTV. La reacción se incuba entonces con gotas inertes hechas de agarosa o poliacrilamida con 
proteína A o proteína G unida de forma covalente. Las gotas de proteína a o G interactúan de forma específica con 
los anticuerpos formando un complejo inmovilizado de anticuerpo-MTV-antígeno unido a la gota. Después de lavar el 15 
MTV unido puede detectarse y cuantificarse por inmunotransferencia o ELISA. 

Determinación del umbral 

Para ensayos que usan MTV disminuidos tanto en relaciones como en análisis de regresión, los umbrales se 
derivarán de manera que permitirán a una muestra denominarse o bien positiva o negativa para CCT. Estos 
umbrales se determinarán mediante el análisis de cohortes de pacientes que están siendo investigados por la 20 
presencia de CCT. Los umbrales pueden variar para diferentes aplicaciones de ensayo; por ejemplo, los umbrales 
para el uso del ensayo en cribado de población se determinará usando cohorte de pacientes que están ampliamente 
libres de síntomas urológicos, y estos umbrales pueden ser diferentes a los usados en ensayos para pacientes que 
están bajo vigilancia para recurrencia de CCT, o aquellos que se investigan por la presencia de síntomas urológicos 
tales como hematuria. Un umbral podría seleccionarse para proporcionar un nivel práctico de especificidad de 25 
ensayo en el marco clínico necesario; esto es, una especificidad que permite sensibilidad razonable sin excesivos 
números de pacientes recibiendo resultados positivos falsos. Esta especificidad puede estar en el intervalo de 80-
90%. Un método alternativo para obtener un umbral de ensayo es representar la sensibilidad contra la especificidad 
para diferentes umbrales de ensayo (curvas ROC) después seleccionar el punto de inflexión de la curva. 

Como una alternativa a umbrales sencillos, el ensayo puede usar intervalos de ensayo que proporcionan diferentes 30 
grados de probabilidad de enfermedad y que tienen diferentes consecuencias clínicas asociadas con ellos. Por 
ejemplo, un ensayo puede tener tres intervalos; uno asociado con un alto riesgo (por ejemplo 90%) de presencia de 
CCT, uno segundo asociado con un bajo riesgo de CCT y uno tercero considerado como que es sospechoso de 
enfermedad. El intervalo “sospechoso” podría asociarse con una recomendación para un ensayo de repetición en un 
periodo de tiempo definido. 35 

Métodos para detectar marcadores de cáncer de vejiga en la orina 

En las realizaciones de la invención, los ensayos para MTV se realizan en muestras de orina. En general, los 
métodos para ensayar por oligonucleótidos, proteínas y péptidos en estos fluidos se conocen en la técnica. Sin 
embargo, con propósito de ilustración, los niveles en orina de un MTV pueden cuantificarse usando un ensayo 
inmunosorbente unido a enzima tipo apilado (ELISA). Para ensayos en plasma o suero, se añade una alícuota de 5 40 
μL de una muestra diluida de forma apropiada o MTV estándar diluido en serie y 75 μL de anticuerpo MTV anti-
humano conjugado con peroxidasa a pocillos de un plato de microtítulo. Después de un periodo de incubación de 30 
minutos a 30ºC, los pocillos se lavan con Tween 20 al 0,05% en solución salina tamponada con fosfato (PBS) para 
eliminar el anticuerpo no unido. Los complejos unidos de anticuerpo MTV y anti-MTV se incuban entonces con o-
fenilendiamina que contiene H2O2 durante 15 minutos a 30ºC. La reacción se para añadiendo H2SO4 1 M y la 45 
absorbancia a 492 nm se mide con un lector de plato de microtítulo. Puede apreciarse que los anticuerpos anti-MTV 
pueden ser anticuerpos monoclonales o antisueros policlonales. 

Porque muchas proteínas se o (1) secretan por las células, (2) escinden de las membranas celulares, (3) pierden de 
las células por muerte celular o (4) contienen en células descamadas, se apreciará que los MTV pueden también 
detectarse en la orina. Adicionalmente, el diagnóstico de cáncer de vejiga puede determinarse midiendo tanto la 50 
expresión de MTV en una muestra como la acumulación de MTV en una muestra. Los métodos de la técnica anterior 
de diagnóstico incluyen citoscopia, citología y examen de células extraídas durante estos procedimientos. Dichos 
métodos han dependido de la identificación de células tumorales en la orina o en una muestra de barrido de urotelio, 
o en otros casos, en especímenes de biopsia de la pared de la vejiga. Estos métodos sufren varios tipos de errores, 
incluyen error de muestreo, errores en la identificación entre observadores y similares. 55 

Anticuerpos a marcadores de tumor de vejiga 

También se describe en esta memoria la fabricación de anticuerpos contra unos MTV. Usando métodos descritos en 
esta memoria, pueden identificarse nuevos MTV usando métodos de micromatriz y/o qPCR. Una vez que se 
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identifica un marcador putativo, puede producirse una cantidad suficiente para ser adecuada para obtener una 
respuesta inmunológica. En algunos casos, un MTV de longitud completa puede usarse, y en otros, un fragmento de 
péptido de un MTV puede ser suficiente como un inmunogen. El inmunogen puede inyectarse en un huésped 
adecuado (por ejemplo, ratón, conejo, etc.) y si se desea, un adyuvante, tal como adyuvante completo de Freund, 
adyuvante incompleto de Freund, puede inyectarse para aumentar la respuesta inmune. Puede apreciarse que 5 
fabricar anticuerpos es rutinario en las técnicas inmunológicas y no necesitan describirse en esta memoria 
adicionalmente. Como resultado, se pueden producir anticuerpos contra los MTV identificados usando métodos 
descritos en esta memoria. 

Los anticuerpos pueden hacerse contra la proteína o el núcleo de proteína de los marcadores tumorales 
identificados en esta memoria o contra una secuencia de oligonucleótidos única a un MTV. Aunque ciertas proteínas 10 
pueden estar glucosiladas, las variaciones en el patrón de glucosilación pueden, en ciertas circunstancias, llevar a 
detección incorrecta de formas de MTV que carecen de patrones de glucosilación usuales. Así, los inmunogenes de 
MTV pueden incluir MTV desglucosilados o fragmentos de MTV desglucosilados. La desglucosilación puede 
conseguirse usando una o más glucosidasas conocidas en la técnica. De forma alternativa, el ADNc de MTV puede 
expresarse en líneas celulares deficientes en glucosilación, tales como líneas celulares procariotas, que incluyen E. 15 
coli y similares. 

Los vectores pueden hacerse teniendo oligonucleótidos que codifica MTV en ellos. Muchos de dichos vectores 
pueden basarse en vectores estándar conocidos en la técnica. Los vectores pueden usarse para transfectar una 
variedad de líneas celulares para producir líneas celulares productoras de MTV, que pueden usarse para producir 
cantidades deseadas de MTV para el desarrollo de anticuerpos específicos u otros reactivos para la detección de 20 
MTV o para estandarizar ensayos desarrollados para MTV. 

Equipos 

En base a los descubrimientos de esta invención, varios tipos de equipos de ensayo pueden concebirse y 
producirse. Primero, los equipos pueden hacerse de manera que tengan un dispositivo de detección pre-cargado 
con una molécula de detección (o “reactivo de captura”). En realizaciones para la detección de ARNm de MTV, 25 
dichos dispositivos pueden comprender un sustrato (por ejemplo, cristal, silicona, cuarzo, metal, etc.) en que estén 
unidos los oligonucleótidos como reactivos de captura que hibridan con el ARNm a detectar. En algunas 
realizaciones, la detección directa de ARNm puede conseguirse hibridando ARNm (marcado con cy3, cy5, 
radiomarca u otra marca) a los oligonucleótidos en el sustrato. En otras realizaciones, la detección de ARNm puede 
conseguirse haciendo primero ADN complementario (ADNc) al ARNm deseado. Entonces, el ADNc marcado puede 30 
hibridarse a los oligonucleótidos en el sustrato y detectarse. 

Los anticuerpos pueden usarse también en equipos como reactivos de captura. En algunas realizaciones, un 
sustrato (por ejemplo, un plato multipocillo) puede tener un reactivo de captura específico de MTV unido a él. En 
algunas realizaciones, un equipo puede tener un reactivo de bloqueo incluido. Los reactivos de bloqueo pueden 
usarse para reducir la unión no específica. Por ejemplo, la unión de oligonucleótidos no específica puede reducirse 35 
usando ADN en exceso de cualquier fuente conveniente que no contenga oligonucleótidos de MTV, tal como ADN 
de esperma de salmón. La unión de anticuerpo no específico puede reducirse usando un exceso de una proteína de 
bloqueo tal como albúmina de suero. Puede apreciarse que numerosos métodos para detectar oligonucleótidos y 
proteínas se conocen en la técnica, y cualquier estrategia que pueda detectar de forma específica moléculas 
asociadas a MTV puede usarse. 40 

Además de un sustrato, un equipo de ensayo puede comprender reactivos de captura (tales como sondas), 
disoluciones de lavado (por ejemplo, SSC, otras sales, tampones, detergentes y similares), además de restos de 
detección (por ejemplo, cy3, cy5, radiomarcas y similares). Los equipos también pueden incluir instrucciones para el 
uso y un envase. 

Relaciones de MTV usadas para la detección de cáncer de vejiga I 45 

Los reactivos para el ensayo del MTV LTBDH4 en combinación con MTV de sobre-expresión pueden incorporarse 
en un equipo para el ensayo de orina sin fraccionar o sedimentos celulares de orina para detectar cáncer de vejiga. 
Las muestras de orina podrían recogerse de pacientes con cáncer de vejiga diagnosticado que necesitan 
monitorización para la progresión de la enfermedad o respuesta al tratamiento, individuos con síntomas urológicos 
que incluyen hematuria macroscópica o microscópica, o individuos asintomáticos. Para pacientes o individuos que 50 
se ensayan con un equipo que mide los MTV en orina sin fraccionar, aproximadamente 2 ml de orina pueden 
tomarse para el ensayo. Para ensayos en los gránulos de orina, >10 ml de orina pueden recogerse. 

Un equipo adecuado incluye: (i) instrucciones para el uso e interpretación del resultado, (ii) software para la 
interpretación de análisis génico múltiple, que incluye cualquier clasificador o fórmula de análisis de regresión, (iii) 
reactivos para la estabilización y purificación de ARN de orina sin fraccionar o gránulos de orina, (iv) reactivos para 55 
la síntesis de ADNc que incluyen dNTP y transcriptasa inversa, y (v) reactivos para la cuantificación del ADNc de 
MTV. En una forma, estos reactivos se usarían para PCR cuantitativo e incluirían cebadores de oligonucleótido de 
expansión de exón específico, un tercer oligonucleótido marcado con una sonda para la detección, Taq polimerasa y 
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los demás tampones, sales y dNTP necesarios para PCR. El equipo puede usar también otros métodos para la 
detección de los transcritos de manera que dirijan la hibridación del ARN de MTV con sondas marcadas o tecnología 
de ADN ramificado; y (vi) oligonucleótidos y sonda para la detección de transcritos de un gen transcrito altamente, tal 
como βactina, para servir como una medida de control de calidad. 

Evaluación de progresión de cáncer de vejiga usando relaciones de MTV 5 

Para evaluar la progresión de tumores de vejiga, las muestras de tejidos se obtienen por biopsia de la pared de la 
vejiga o muestras de orina se recogen a lo largo del tiempo de un paciente que tiene cáncer de vejiga. La evaluación 
de la relación de MTV o combinaciones de los mismos se hacen para muestras tomadas a diferentes momentos. Las 
relaciones de MTV en un intervalo especificado son indicativas de progresión del cáncer de vejiga. 

Evaluación de terapia de cáncer de vejiga usando relaciones de MTV 10 

Para evaluar la eficacia de la terapia para tumores de vejiga, las muestras de tejido y/u orina se obtienen antes de 
iniciarse el tratamiento. Los niveles de línea base de uno o más MTV se determinan, como son las relaciones de 
varios MTV con respecto los unos a los otros. El tratamiento se inicia, y puede incluir cualquier terapia conocida en 
la técnica, incluyendo cirugía, terapia de radiación o quimioterapia como sea apropiada al tipo y etapa de la 
enfermedad. Durante el curso de la terapia, muestras de tejido y/u orina se recogen y analizan para la presencia y 15 
cantidad de MTV. Las relaciones de varias MTV se determinan y los resultados se comparan a: (1) los niveles de 
línea base del paciente antes del tratamiento o (2) los valores normales obtenidos de una población de individuos 
que no tienen cáncer de vejiga. 

Uso de relaciones de MTV para monitorizar la progresión de las terapias de CCT 

Además del rápido diagnóstico y temprana detección de CCT, las relaciones del marcador de MTV detectadas en 20 
cada tejido, suero u orina pueden usarse para monitorizar la respuesta de un paciente a la terapia. En estas 
solicitudes, las muestras de orina y/o suero pueden tomarse a intervalos después de la iniciación de la 
quimioterapia, radioterapia o inmunoterapia sistémica, intravesicular o intravascular. Un cambio en la relación del 
marcador puede indicar una reducción en el tamaño del tumor, indicativo de tratamiento efectivo. La tasa de cambio 
puede usarse para predecir la dosis terapéutica óptima para cada paciente o tratamiento. 25 

El uso de análisis de regresión de MTV 

Además de las relaciones de MTV, los análisis de regresión o clasificación que incluyen miembros de la familia de 
MTV de expresión alta o baja pueden usarse para las solicitudes descritas anteriormente. 

Los marcadores evaluados se seleccionan de genes humanos conocidos. Los genes evaluados se indican en las 
Figuras 3 y 4. Se incluyen en las Figuras 3 y 4 el nombre del gen, el identificador HUGO, el número oligo MWG, el 30 
número de secuencia de referencia de ARNm NCBI y el número de referencia de proteína. Las secuencias de 
longitud total pueden encontrarse en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/. 

Ejemplos 

Los ejemplos descritos en esta memoria son con propósito de ilustrar las realizaciones de la invención y no 
pretenden limitar el alcance de la invención. Otras realizaciones, métodos y tipos de análisis están en el alcance de 35 
personas expertas en las técnicas de diagnóstico molecular y no necesitan describirse en detalle aquí. Otras 
realizaciones en el alcance de la técnica que se basan en las enseñanzas en esta memoria se considera que son 
parte de esta invención. 

Métodos 

Recogida de tumor 40 

Las muestras de tumor de vejiga y muestras de urotelio no maligno se recogieron de especímenes quirúrgicos 
resecados en el Hospital Universitario de Kyoto, Japón. 

Recogida de orina 

Las muestras de orina de controles no malignos y pacientes de cáncer de vejiga se obtuvieron del Hospital 
Universitario de Kyoto, Japón. Las muestras de control sanas se obtuvieron de voluntarios japoneses (Figura 1). 45 

Extracción de ARN 

Los tejidos tumorales se homogeneizaron en una mezcla trireactivo:agua (3:1), después de extrajo con cloroformo. 
El ARN total se purificó entonces a partir de la fase acuosa usando el procedimiento RNeasyTM (Qiagen). El ARN se 
extrajo también de 16 líneas celulares cancerígenas y se acumularon para servir como un ARN de referencia. 
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El ARN se extrajo de orina mezclando la muestra de orina con un volumen igual de tampón de lisis (guanidina-HCl 
5,64 M, sarcosilo al 0,5%, acetato sódico 50 mM (pH 6,5) y β-mercaptoetanol 1 mM; pH ajustado a 7,0 con Hepes 
1,5 M a pH 8). Debido a las bajas cantidades de ARN en orina, se añadieron 7,5 ugs de ARN bacteriano total a la 
mezcla de orina/tampón de lisis para actuar como un vehículo. El ARN total se extrajo entonces usando Trizol y el 
procedimiento RNeasyTM. Los preparados de ARN se purificaron adicionalmente antes de la síntesis de ADNc 5 
usando el equipo de purificación PCR Qiagen QIAquickTM. 

El ARN se extrajo de la sangre de tres voluntarios sanos realizando una extracción Trizol/RNeasyTM en células 
enriquecidas de la sangre completa usando sedimentación en dextrano al 3,6%. 

Preparación de portaobjetos de micromatriz 

Portaobjetos de cristal recubiertos con epoxi (MWG Biotech) se imprimieron con ~30.000 oligonucleótidos de 50 mer 10 
(MWG Biotech) usando un robot de micromatrizado Gene Machines, según el protocolo del fabricante. 

Marcado de ARN e hibridación 

El ADNc se transcribió a partir de 5 µg de ARN total usando transcriptasa inversa Superscript IITM (Invitrogen) en 
reacciones que contienen 5-(3-aminoalil)-2’-desoxiuridina-5’-trifosfato. La reacción se des-ionizó entonces en una 
columna Microcon antes de incubarse con Cy3 o Cy5 en tampón bicarbonato durante 1 hora a temperatura 15 
ambiente. Los tintes no incorporados se eliminaron usando una columna Qiaquick (Qiagen) y la muestra se 
concentraron a 15 µl en un SpeedVac. Los ADNc marcados con Cy3 y Cy5 se mezclaron entonces con tampón 
Ambion ULTRAhybTM, desnaturalizados a 100ºC durante 2 min y se hibridaron a los portaobjetos de micromatriz en 
cámaras de hibridación a 42ºC durante 16 horas. Los portaobjetos se lavaron entonces y se escanearon dos veces 
en un escáner Axon 4000ATM a dos configuraciones de potencia. 20 

Análisis de micromatriz de genes marcadores de cáncer 

El ARN de 53 tumores de vejiga y 20 muestras de tejido de vejiga no maligno (“normal”) se marcaron con Cy5 y se 
hibridaron por duplicado o triplicado con ARN de referencia marcado con Cy3. Después de la normalización, el 
cambio en la expresión en cada uno de 29.718 genes se estimó entonces por cambio de proporción y probabilidad 
estadística. 25 

Procedimiento de normalización 

Las intensidades medias de fluorescencia detectadas por el software GenepixTM se corrigieron por sustracción de las 
intensidades de fondo locales. Las manchas con una intensidad de fondo corregida de menos que cero se 
excluyeron. Para facilitar la normalización, las relaciones de intensidad e intensidades de mancha totales se 
transformaron logarítmicamente. Las relaciones de intensidad registradas se corrigieron por tinte y desviación 30 
espacial usando la regresión local implementada en el paquete LOCFITTM. Las relaciones de intensidad registradas 
se revertieron de forma simultánea con respecto a la intensidad de mancha total y la posición. Los residuos de la 
regresión local proporcionaron los cambios de proporción registrados corregidos. Para control de calidad, las 
relaciones de cada micromatriz normalizada se representaron con respecto a la intensidad de mancha y localización. 
Las representaciones se inspeccionaron visualmente posteriormente para cada artefacto restante. Adicionalmente, 35 
un modelo ANOVA se aplicó para la detección de desviación de aguja. Todos los resultados y parámetros de la 
normalización se insertaron en una base de datos Postgres para análisis estadístico. 

Análisis estadístico 

Para mejorar la comparación de cambios de proporción medido entre series, log2 (relaciones) se escalaron para 
tener la misma desviación estándar total por serie. Esta estandarización redujo la variabilidad de clase de tejido en el 40 
promedio. Un ensayo de rangos basado en cambios de proporción se usó entonces para mejorar la consistencia del 
ruido. Este ensayo consiste en dos etapas: (i) cálculo del rango del cambio de proporción (Rfc) en series y ii) resta 
de la media (Rfc) para tejido normal a partir de la media (Rfc) para tejido tumoral. La diferencia de ambos rangos 
medios define la puntuación del rango de cambio de proporción. Tres ensayos estadísticos adicionales se realizaron 
también en datos estandarizados: 1) Dos ensayos de t de student por muestra, 2) el ensayo Wilcoxon y 3) análisis 45 
estadísticos de micromatrices (SAM). Los genes disminuidos más significativamente determinados por cada uno de 
los métodos estadísticos (cambio de proporción de rango, ensayo t, ensayo Wilcoxon y SAM) se dieron una 
puntuación de rango para cada ensayo. Todas las puntuaciones de rango se añadieron entonces en una puntuación 
de rango totalizada. 

Síntesis de ADNc a partir de ARN de orina 50 

El ARN de orina total se recoció a cebadores específicos del gen para cada uno de los marcadores de tumor de 
vejiga incubando a 70ºC después enfriando en hielo durante 2 min en 50 ul de reacciones que contienen cebadores 
hacia adelante a 0,01 µg/µl. Cada reacción de ADNc contenía ARN recocido y 4 µl de tampón de transcriptasa 
inversa 5x Superscript II (Invitrogen, USA), 2 µl de DTT 0,1 M (Invitrogen, USA), 0,5 µl de RNasa fuera (40 U/µL), 
(Invitrogen, USA), 4 µl de dNTP 10 mM (Invitrogen, USA) y 0,5 µl de transcriptasa inversa Superscript II (200 U/µl), 55 
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(Invitrogen, USA) en un volumen final de 20 µl. Las reacciones se incubaron a 42ºC durante 1 hora, 10 minutos a 
70ºC y 1 minuto a 80ºC. Las reacciones se limpiaron antes de qPCR con columnas de purificación PCR Qiagen 
QIAquick (Qiagen, Victoria, Australia) y se almacenaron a -80ºC. 

PCR a tiempo real cuantitativo 

PCR a tiempo real o cuantitativo (qPCR) se usó para cuantificación absoluta o relativa del número de copias de 5 
molde de PCR. Los conjuntos de sonda y cebador TaqmanTM se diseñaron usando Primer Express V 2.0TM (Applied 
Biosystems). Donde sea posible, todas las variantes de portaobjetos potenciales se incluyeron en el amplicón 
resultante, con preferencia de amplicón dada a regiones cubiertas por el oligonucleótido de micromatriz derivado de 
MWG-Biotech. Las secuencias de cebador y sonda se muestran en la Figura 2. De forma alternativa, si el gen diana 
se representó por un ensayo de expresión Assay-on-DemandTM (Applied Biosystems) que cubre los amplicones 10 
deseados, estos se usaron. En los ensayos diseñados internos, la concentración de cebador se tituló usando un 
protocolo de marcado verde SYBR y el ADNc hecho a partir del ARN de referencia. La amplificación se realizó en un 
sistema de detección de secuencia ABI PrismTM 7000 bajo condiciones de ciclado estándar. Cuando los productos 
de amplificación sencillos se observaron en las curvas de disociación, las curvas estándar se generaron sobre un 
intervalo de concentración de 625 veces usando concentraciones de cebador óptimas y sonda 5’FAM-3’TAMRA 15 
fosfato TaqmanTM (Proligo) a una concentración final de 250 nM. Los ensayos que dan curvas estándar con 
coeficientes de regresión sobre 0,98 se usaron en análisis posteriores. 

Los ensayos se realizaron en platos de 96 pocillos. Cada plato contenía una curva estándar de ADNc de referencia, 
sobre un intervalo de concentración de 625 veces. Para el qPCR de orina, el ARN total extraído de ~0,5 ml de orina 
no fraccionada se usó en cada reacción. El ΔCt (Ct de gen diana – Ct de ADNc de referencia media) se calculó para 20 
cada marcador, y se usó en posteriores análisis de relación, regresión o clasificación. 

Expresión de marcadores en sangre 

La expresión de los marcadores mostrados en las Figuras 3 y 4 en sangre completa se determinó in silico. Las 
sondas de micromatriz se unieron a agrupaciones de UniGene por medio de los números de acceso GenBank de 
sus ARNm diana, y el perfil de expresión de tejido de UniGene se usaron para determinar el número de marcas de 25 
secuencia expresadas (ESTs) en bibliotecas de sangre. Solo los genes con marcas de secuencia expresadas 0 o 1 
(EST) se muestran en la Figura 4. Para confirmar la baja expresión de LTB4DH en la sangre completa, RT-qPCR se 
realizó en ARN total extraído de la sangre completa usando los cebadores y sondas mostradas en la Figura 2. No se 
observó expresión significativa (los resultados no se muestran). 

Identificación de marcadores de cáncer de vejiga disminuidos 30 

Para identificar marcadores disminuidos de cáncer de vejiga, se realizaron estudios de micromatriz en ARN de 53 
tumores de vejiga y 20 muestras de tejido de vejiga no maligno usando 30.000 chips de oligonucleótido. La Figura 3 
muestra el análisis estadístico de datos de micromatriz para 300 genes que muestran disminución significativa en 
tejido de cáncer de vejiga en comparación a tejido no maligno. La Figura 3 incluye el nombre y símbolo del gen 
HUGO, el número de secuencia de referencia de proteína, el número de secuencia de referencia de ARNm NCBI, el 35 
número de oligonucleótido de sonda MWG Biotech, el cambio de proporción medio en la expresión génica entre 
tumor y tejido no maligno, los resultados de un ensayo t de Student no ajustado original, los resultados del ensayo 
de Wilcoxon de 2 muestras, los resultados del ensayo SAM y la puntuación de rango totalizada. 

Identificación de marcadores tumorales de vejiga sub-expresados preferidos para el uso en ensayos de orina para 
cáncer de vejiga. 40 

Porque la hematuria urinaria es una co-ocurrencia común con el cáncer de vejiga, es una ventaja que los 
marcadores de cáncer de vejiga no se eleven significativamente en la sangre completa. Además, porque los 
marcadores disminuidos se están usando en análisis de relaciones, regresión o clasificación, es una ventaja que 
estén presentes en números de copia suficientemente altos tanto en células tumorales como células de vejiga no 
malignas para permitir la detección fiable en la orina. Para identificar marcadores adecuados, se exploraron los 45 
genes en la Figura 3 por un subconjunto que tenía poca o ninguna representación en las bibliotecas EST de sangre, 
y tenía mayor expresión que la media en tejido no maligno. La expresión media se estimó clasificando los 30.000 
oligonucleótidos en la serie por su intensidad media en las muestras analizadas en el estudio de micromatriz. Los 
marcadores que cumplían los criterios se muestran en la Figura 4. La Figura 4 incluye el nombre y símbolo génico 
HUGO, el número de secuencia de referencia de proteína, el número de secuencia de referencia de ARNm NCBI, el 50 
cambio de proporción media, la puntuación de rango, el rango medio de la intensidad de mancha de la micromatriz 
en tejido tumoral y tejido no maligno, y el número de EST presentes en las bibliotecas EST de sangre. 

La disminución observada en los datos de la serie se validó por qPCR para tres genes mostrados en la Figura 4, 
LTB4DH, BAG1 y FLJ21511. Estos genes se ensayaron en ARN total de 10 muestras tumorales y 10 muestras no 
malignas. LTB4DH, BAG1 y FLJ21511 mostraron una disminución promedio en tumores de vejiga en comparación a 55 
tejido no maligno de vejiga de 2,5 veces, 1,4 veces y 6,1 veces, respectivamente, en estas muestras. 

Análisis qPCR de orina usando LTB4DH 
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La orina de pacientes de CCT y controles con condiciones urológicas no malignas se recogió o bien por evacuación 
o cateterización. El ARN total se extrajo de la orina evacuada de 42 controles y la orina evacuada o cateterizada de 
37 pacientes de CCT y se usó en RT-PCR cuantitativo usando cebadores y sondas para LTB4DH y tres marcadores 
sobre-expresados, IGFBP5, MDK y HoxA13. Las relaciones de ΔCt se determinaron para IGFBP5/LTB4DH, 
MDK/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH. Este dato se ilustra por las representaciones de caja de los controles y pacientes 5 
de CCT para cada uno de los tres ensayos. El ensayo más exacto fue IGFBP5/LTB4DH que demostró una 
sensibilidad y especificidad de 87% y 88% en esta cohorte de muestras, respectivamente (Fig. 6a). Para ilustrar la 
correspondencia entre la sensibilidad y la especificidad para cada uno de estos ensayos, las curvas ROC se 
muestran en la Figura 7. Las áreas bajo la curva para IGFBP5/LTB4DH, MDK/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH son 
0,9223, 0,9199 y 0,7497, respectivamente. Estas áreas, que miden la exactitud del ensayo, indican que las tres 10 
relaciones con LTB4DH son ensayos útiles, en particular IGFBP5/LTB4DH y MDK/LTB4DH. 

Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la detección de CCT, se usaron las combinaciones de dos ensayos. 
Las sensibilidades y especificidades óptimas de estas combinaciones de ensayo se muestran en la Figura 6b. La 
Figura 8a-f muestra la separación de datos en un espacio de 2 dimensiones para cada uno de los tres ensayos que 
usan LTB4DH y BAG1. Este dato muestra que las combinaciones de dos o más ensayos que incluyen cualquiera de 15 
los MTV disminuidos LTB4DH o BAG1, son capaces de alcanzar sensibilidades y especificidades por encima de 
90%. Además, porque estos ensayos están midiendo firmas de expresión génica sencillas y no niveles absolutos de 
marcadores, serán fuertes a las variaciones en la concentración de orina. 

Para demostrar la fuerza de los ensayos que implican relaciones con LTB4DH a la concentración de orina, los 
niveles de IGFBP5 solo (ΔCt) e IGFBP5/LTB4DH se representaron como una función de concentración de orina 20 
(Figura 9a-b) y líneas de tendencia ajustadas a los datos. Puede verse que para ambas muestras de orina de los 
controles no malignos y pacientes con CCT, hay una disminución en el ΔCt de IGFBP5 con el aumento de la 
concentración de orina que está ausente en la relación IGFBP5/LTB4DH. El efecto es más pronunciado con las 
muestras no malignas por la ausencia de otras influencias tales como tamaño tumoral y heterogeneidad tumoral en 
la expresión de IGFBP5 y LTB4DH. 25 

En algunos ejemplos, cuando los marcadores sencillos se usan en ensayos de cáncer de vejiga, el método de 
recogida de muestra de orina puede afectar a la cantidad de marcador detectado debido a variaciones en el número 
de células de vejiga exfoliadas recogidas. Esta desviación podría llevar a resultados de falso positivo o falso 
negativo en una pequeña proporción de muestras. El uso de relaciones que incluyen LTB4DH u otros genes de sub-
expresión podría proporcionar un método a compensar por diferentes métodos. Para ensayar esta hipótesis, las 30 
muestras recogidas de paciente de CCT o bien por evacuación sencilla (nueve muestras) o cateterización (28 
muestras) se ensayaron para la presencia de marcadores de CCT y LTB4DH. El análisis de los marcadores de CCT 
solos mostró que las muestras evacuadas se representaron mucho más al extremo inferior del intervalo de los datos 
(mayor Ct), de acuerdo con un menor número promedio de células exfoliadas en estas muestras en comparación 
con las muestras cateterizadas. Esto se ilustra en los diagramas de dispersión individuales para IGFBP5, MDK y 35 
HoxA13 en la Figura 10a-c. En contraste, cuando las relaciones entre estos marcadores y LTB4DH se calcularon, 
las muestras evacuadas y cateterizadas se extendieron sobre intervalos similares de relaciones Ct (Figura 10d-f), 
ilustrando que el cálculo de las firmas de expresión génica entre marcadores de alta expresión y marcadores de baja 
expresión tal como LTB4DH se compensan por variaciones en los niveles de marcadores introducidos por diferentes 
metodologías de muestreo de orina. 40 

Las muestras de orina de pacientes con tumores de bajo grado son a menudo marginales en su acumulación de 
MTV debido a la presencia de solo pequeños números de células exfoliadas en estas muestras. Estas muestras 
están por lo tanto en alto riesgo de clasificarse de forma incorrecta debido a las variaciones en el método de 
muestreo o concentración de orina. 

La utilidad de las relaciones de expresión génica que incorporan genes sub-regulados para la detección de CCT es 45 
por lo tanto probable que se pronuncie cuando se aplica a la detección de CCT de bajo grado. Para demostrar este 
efecto, una cohorte de 43 muestras de orina evacuadas de pacientes con CCT de bajo grado y 123 controles se 
ensayaron con los marcadores IGFBP5, HoxA13 y LTB4DH. Las características clínicas de la cohorte se resumen 
en la Fig. 13. Los datos de qPCR para IGFBP5 y HoxA13 se analizaron solos o en relaciones con LTB4DH usando 
el área bajo la curva ROC como una medida de la exactitud del ensayo (paquete estadístico STATA). Los resultados 50 
se resumen en la Fig. 14. Usando el marcador IGFBP5, el LTB4DH aumentó la exactitud de detección de CCT de 
etapa Ta de bajo grado (grado 1-2) en 9% y CCT de bajo grado de cualquier etapa en 8%. La exactitud de ensayo 
de HoXA13 de CCT de etapa Ta de bajo grado se aumentó en 3%. 

Análisis discriminante lineal de datos de qPCR usando LTB4DH 

El análisis discriminante lineal (ADL) es una técnica estadística (Fisher R.A. “The Use of Multiple Measurements in 55 
Taxonomic Problems”, Annals of Eugenics 7 179 (1936)) en que se genera una combinación lineal de variables, de 
manera que hay máxima separación entre dos o más grupos. Esta combinación lineal de variables se denomina el 
“discriminante lineal”, que es una función lineal de las variables de entrada que separa de forma máxima las clases 
del conjunto de datos. La capacidad de ADL (o cualquier otra técnica de clasificación) para caracterizar una base de 
datos particular, tal como datos qPCR, puede ensayarse usando validación cruzada. En este método, parte de la 60 
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base de datos se usa para generar un clasificador, y parte de la base de datos se usa para medir la efectividad de 
ese clasificador. El reparto de la base de datos en conjuntos de entrenamiento y ensayo puede repetirse múltiples 
veces (cada vez generando un nuevo clasificador). En la validación cruzada de k iteraciones, la base de datos se 
escinde k veces, y cada subconjunto se usa como el conjunto de ensayo en una de las k vueltas de entrenamiento y 
validación. Esto puede extenderse a la validación cruzada dejando uno fuera (LOOCV) donde cada muestra se 5 
clasifica según un clasificador generado a partir de las muestras restantes en la base de datos (“dejando uno fuera”; 
dejando fuera la muestra que se está ensayando). 

ADL y LOOCV se usaron para ilustrar la utilidad del MTV sub-regulado, LTB4DH, en mejorar el diagnóstico de CCT. 
qPCR se realizó primero en la cohorte de control y las muestras de orina de CCT descritas en la Figura 13 que se 
suplementaron con unos 30 tumores de grado 3 adicionales (5 > etapa 1, 13 = etapa 1, 4 = Tis y 8 = Ta). Las 10 
combinaciones de los seis genes LTB4DH, MDK, IGFBP5, HOXA13, TOP2a y CDC2 se ensayaron para la 
realización del clasificador, como se juzga por LOOCV. La probabilidad posterior (que la muestra “dejada fuera” 
fuera una muestra CCT) se usó para generar curvas ROC usando el paquete ROCR del entorno de programación 
estadística R. La sensibilidad del clasificador para una especificidad dada se obtuvo por referencia a la curva ROC 
apropiada. 15 

La sensibilidad de detección de CCT usando combinaciones de MTV sobre-regulados con y sin LTB4DH se 
determinó a una especificidad de 85%. Los resultados de este análisis se muestran en la Figura 15. Puede verse 
que la adición de LTB4DH a ensayos que incluyen combinaciones de los MTV sobre-regulados MDK, IGFBP5, 
Top2a, cdc2 y HoxA13 aumentaron la sensibilidad total en 1-2% y la sensibilidad de detección de tumores de Etapa 
Ta, tumores de grado 1-2 y tumores de grado 3 en hasta 3%. 20 

Aunque la invención se ha descrito por medio de ejemplo y con referencia a posibles realizaciones de los mismos, 
se va a apreciar que pueden hacerse mejoras y/o modificaciones. 

Aplicabilidad industrial 

Los métodos para detectar miembros de la familia de MTV incluyen la detección de ácidos nucleicos, proteínas y 
péptidos que usan métodos de micromatriz y/o PCR de tiempo real. Las composiciones y métodos de esta invención 25 
son útiles en el diagnóstico de enfermedad, evaluación de la eficacia de la terapia y para producir reactivos y 
equipos de ensayo adecuados para medir la expresión de miembros de la familia de MTV. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para determinar la presencia de un cáncer de vejiga en un sujeto, comprendiendo el método: 

(a) proporcionar una muestra de orina del sujeto; 

(b) detectar el nivel de expresión de al menos dos marcadores tumorales (MT) en dicha muestra de orina, en 
donde al menos un MT es un MT sub-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 3 y 4 y al menos 
un MT es un MT sobre-expresado seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o Figura 12; 

(c) determinar la relación de expresión entre dicho al menos un MT sub-expresado y dicho al menos un MT 
sobre-expresado; y 

(d) establecer si el paciente tiene cáncer según un umbral predeterminado, en donde el umbral predeterminado 
se establece determinando la relación de expresión de dichos MT de sujetos con o sin cáncer de vejiga. 

2. El método según la reivindicación 1 en donde el MT sobre-expresado es CDC2, MDK, HOXA13 o IGFBP5. 

3. El método según la reivindicación 1 en donde el MT sub-expresado es LTB4DH o BAG1. 

4. El método según la reivindicación 1, en donde dicha etapa de detección se realiza detectando la expresión de: 
ARNm de MT, una proteína de MT o un péptido de MT. 

5. Un kit para determinar la presencia de un cáncer de vejiga a partir de una muestra de orina de un sujeto, 
consistiendo el kit en: 

un sustrato, 

oligonucleótidos o anticuerpos seleccionados de: 

(i) un oligonucleótido o anticuerpo específico para un MT sub-expresado seleccionado del grupo delineado en la 
Figura 3 o 4 y un oligonucleótido o anticuerpo específico para un MT sobre-expresado seleccionado del grupo 
delineado en la Figura 11 o 12;  

(ii) oligonucleótidos o anticuerpos específicos para todos los MT sub-expresados seleccionados de los grupos 
delineados en la Figura 3 o 4 y de todos los MT sobre-expresados seleccionados del grupo delineado en la 
Figura 11 o 12; o 

(iii) oligonucleótidos o anticuerpos específicos para los MT sobre-expresados CDC2, MDK, HOXA13 y IGFBP5, y 
los MT sub-expresados LTB4DH y BAG1; e 

Instrucciones para su uso. 

6. El kit según la reivindicación 5 (i) en donde el MT sobre-expresado es CDC2, MDK, HOXA13 o IGFBP5, y el 
MT sub-expresado es LTB4DH o BAG1. 

7. El uso de uno o más oligonucleótidos específicos para al menos un MT sub-expresado seleccionado del grupo 
delineado en la Figura 3 o 4 y uno o más oligonucleótidos específicos para al menos un MT sobre-expresado 
seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o 12, 

para determinar la presencia de cáncer de vejiga en una muestra de orina de un sujeto, 

en donde la relación de expresión entre dicho al menos un MT sub-expresado y dicho al menos un MT sobre-
expresado se determina, y en donde si dicho sujeto tiene cáncer se establece según un umbral predeterminado 
establecido determinando la relación de expresión de dichos MT de sujetos con y sin cáncer de vejiga. 

8. El uso de uno o más anticuerpos específicos para al menos un MT sub-expresado seleccionado del grupo 
delineado en la Figura 3 o 4 y uno o más anticuerpos específicos para al menos un MT sobre-expresado 
seleccionado del grupo delineado en la Figura 11 o 12, 

para determinar la presencia de cáncer de vejiga en una muestra de orina de un sujeto, 

en donde la relación de expresión entre dicho al menos un MT sub-expresado y dicho al menos un MT sobre-
expresado se determina, y en donde si dicho sujeto tiene cáncer se establece según un umbral predeterminado 
establecido determinando la relación de expresión de dichos MT de sujetos con o sin cáncer de vejiga. 
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Fig. 1 

 

 

 

Estado de enfermedad edad Etapa grado 
Hiperplasia de próstata 73   

Urolitiasis 76   
Normal 40   

Hiperplasia de próstata 61   
Hiperplasia de próstata 78   

Vejiga neurogénica 72   
Hiperplasia de próstata 68   

Urolitiasis 63   
Normal 40   

Vejiga neurogénica 76   
Hiperplasia de próstata 69   

Normal 24   
Hiperplasia de próstata 65   

Normal 24   
Normal 37   

Urolitiasis 48   
Normal 28   

Urolitiasis 23   
Vejiga neurogénica 69   

Normal 28   
Normal 25   

Vejiga neurogénica 78   
Normal 50   
Normal 36   
Normal 34   

urolitiasis 85   
Vejiga neurogénica 54   

Normal 53   
Hiperplasia de próstata 55   
Hiperplasia de próstata 76   

infección 19   
Normal 64   
Normal 62   

infección 62   
Vejiga neurogénica 83   

normal de laboratorio 35   
urolitiasis 76   

Normal de laboratorio 40   
urolitiasis 80   

Hiperplasia de próstata 72   
Normal 70   

Urolitiasis 63   
CCT 82 - - 
CCT 69 2 3 
CCT 52 a 1-2 

Ca uretral 77 3a 2~3 
CCT 67 a 3 
CCT 57 a 3 
CCT 64 1 1 
CCT 87 a 2 
CCT 77 a 3 
CCT 37 a 2 
CCT 73 0 0 
CCT 72 2 3 
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Fig. 1 (continuación) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estado de enfermedad edad etapa grado 
CCT 76 a 2 
CCT 74 a 3 
CCT 38 a 2 
CCT 86 a 2 
CCT 77 a 3 
CCT 78 1 3 
CCT 72 - - 
CCT 72 1 2 
CCT 71 a 2 
CCT 64 1 1 
CCT 81 a 1 
CCT 67 a 2 
CCT 75 a 2 
CCT 76 a 2 
CCT 70 a 3 
CCT 78 is 3 
CCT 76 2a 3 
CCT 76 uretral 2=3 
CCT 68 2 3 
CCT 78 0 0 
CCT 78 1 3 
CCT 70 a 2>3 
CCT 77 1 3>2 
CCT 83 a 2 
CCT 83 a 1 
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Fig. 5 
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a. relación sensibilidad 
(%)  

especificidad 
(%)   

 MDK/LTB4DH 87 81   

 IGFBP5/LTB4DH 87 88   

 HoxA13/LTB4DH 65 81   

      

      

b. Ensayo de 
combinación 

sensibilidad 
(%)  

especificidad 
(%)   

 
MDK/LTB4DH y 
IGFBP5/LTB4DH 92 98   

 
MDK/LTB4DH y 
HoxA13/LTB4DH  88 86   

 
IGFBP5/LTB4DH y 
HoxA13/LTB4DH  83 98   

 

Fig. 6 
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Figura 7. Curvas ROC que muestran la sensibilidad y especificidad de detección de CCT en muestras de orina 
de pacientes de CCT y controles no malignos usando relaciones con LTB4DH.  

 

7a. IGFBP5/LTB4DH; 7b. MDK/LT4BDH; 7c. HoxA13/LTB4DH.  

 

Fig. 7 
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Fig. 8d: Ensayo de combinación con MDK/BAG1 y  

IGFBP5/BAG1 
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Fig. 8e: Ensayo de combinación con MDK/BAG1 y  

HoxA13/BAG1 

 

Fig. 8f: Ensayo de combinación con IGFBP5/BAG1 y 

HoxA13/BAG1 

 

Figura 8. Diagramas de dispersión que muestran el uso de combinaciones de ensayo para discriminar entre 
muestras de orina de pacientes con CCT y controles de enfermedad no maligna. 8a. MDK/LTB4DH y 
IGFBP5/LTB4DH; 8b. MDK/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH; 8c. IGFBP5/LTB4DH y HoxA13/LTB4DH; 8d. 
MDK/BAG1 y IGFBP5/BAG1; 8e. MDK/BAG1 y HoxA13/BAG1; 8f. IGFBP5/BAG1 y HoxA13/BAG1. 
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Figura 10a. Diagramas de dispersión individuales que muestran la distribución de muestras evacuadas y 
cateterizadas de pacientes con CCT analizadas usando MTV solos y MTV en relaciones con LTB4DH. 10a. 
MDK; 10b. MDK/LTB4DH; 10c. IGFBP5; 10d. IGFBP5/LTB4DH; 10e. HoxA13; 10f. HoxA13/LTB4DH.  
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Fig. 13 

 

 

 

 

 Área bajo la curva (%) 

Característica de CCT HoxA13 HoxA13/LTB4DH IGFBP5 IGFBP5/LTB4DH 

Etapa Ta (grados 1-2) 64 67 61 70 

Etapa Ta (grado 1) 66 69 73 81 

Grado 1 (todas las etapas) 66 69 73 81 

Grado 2 (todas las etapas) 62 62 55 63 

Grado 1-2 (todo) 64 64 60 68 

 

Fig. 14 

 

control número CCT número 

Otro cáncer urológico 35 Ta grado 1 9 

Hiperplasia benigna de próstata 10 Ta grado 2 28 

Enfermedad urológica no maligna 
diversa 10 T1 etapa 2 4 

Vigilancia de CCT (no cáncer) 47 Tis etapa 1 1 

Infección del tracto urinario 21 Tis etapa 2 1 
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