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DESCRIPCION
Método y conjunto de sondas para detectar el cancer de vejiga
La presente invencion se refiere a medios y métodos para detectar el cancer.

El cancer de vejiga representa el quinto neoplasma mas comun y la duodécima causa de muerte por cancer en los
Estados Unidos, donde mas de 53 000 nuevos casos se diagnostican por afio. Mas del 95% de los casos de cancer
de vejiga en los Estados Unidos son carcinoma de células transicionales (TCC, a veces denominado carcinoma
urotelial). El estadio tumoral es el mejor predictor del prondstico para los pacientes con cancer de vejiga. El cancer
de vejiga se clasifica en estadios segin la profundidad de la invasion del tumor y si se encuentra o no en los
ganglios linfaticos o hay metastasis a distancia. Los tumores papilares no invasivos (el tipo menos agresivo y mas
comun de tumor de vejiga) se denominan tumores en estadios pTa. El TCC "plano”, mas comdnmente conocido
como "carcinoma in situ” (CIS) es un tumor mas agresivo pero menos comuin que se asocia a una alta velocidad de
avance de la enfermedad invasiva. El CIS se asigna a un estadio de pTIS. Los tumores que han invadido a través de
la membrana basal del epitelio en la lamina propia subyacente se asignan a un estadio de pT1l. Un tumor que ha
invadido el masculo de la vejiga es un tumor en estadio pT2. La invasion a través del masculo en el tejido que rodea
la vejiga es un tumor pT3. La invasion en organos circundantes es un tumor pT4. El término cancer de vejiga
"superficial" hace referencia a los tumores pTa, pTIS y pT1. El cancer de vejiga que invade el musculo hace
referencia a los tumores pT2 pT3y pT4.

Aproximadamente el 80% de los casos de cancer de vejiga se presentan como cancer de vejiga "superficial" y el
20% restante como cancer de vejiga invasivo del musculo. Los pacientes con cancer de vejiga "superficial" no
requieren cistectomia (es decir, la extirpacion de la vejiga) pero tienen un alto riesgo de recidiva tumoral y son
supervisados por recidiva tumoral o avance con regularidad (generalmente cada 3 meses durante los primeros 2
afios, cada 6 meses durante los dos afios siguientes y cada afio subsiguiente). El tratamiento para el cancer de
vejiga superficial consiste generalmente en la extirpacion quirirgica de tumores papilares y el tratamiento del CIS
con Bacillus-Calmette Guerin (BCG). Los pacientes con enfermedad invasiva del muisculo son tratados por
cistectomia y tienen un prondstico relativamente malo en comparacion con los pacientes con cancer de vejiga
"superficial". Desafortunadamente, 80-90% de los pacientes con cancer de vejiga invasivo del mdsculo se presentan
inicialmente con enfermedad invasiva del misculo. Una gran parte de las aproximadamente 10 000 muertes al afio
por cancer de vejiga es representada por este grupo de pacientes. El hecho de que muchos pacientes con cancer de
vejiga avanzado presenten esa forma sugiere que los programas de deteccién sistematica del cancer de vejiga en
etapas mas tempranas podrian ayudar a reducir la mortalidad global de la enfermedad. De hecho, al menos dos
estudios de deteccion de gran proyeccién sugieren que la deteccion sistematica ayuda a identificar el cancer de
vejiga en etapas mas tempranas. Messing et al., Urology, 45:387-396, 1995; y Mayfield y Whelan, Br. J. Urol.,
82(6):825-828, 1998.

La citoscopia y la citologia de la orina han sido los pilares para la deteccion del cancer de vejiga en las Ultimas
décadas. Sin embargo, varios estudios han demostrado que la citologia tiene una sensibilidad decepcionantemente
baja para la deteccion del cancer de vejiga. Mao et al., Science, 271:659-662, 1996; Ellis et al., Urology, 50:882-887,
1997; y Landman et al., Urology, 52:398-402, 1998. Por esta razén, ha habido un gran interés en el desarrollo de
nuevos ensayos que tengan una mayor sensibilidad para la deteccion del cancer de vejiga. Los ejemplos de nuevos
ensayos que se han desarrollado para la deteccion del cancer de vejiga incluyen pruebas que detectan antigenos de
tumor de vejiga, por ej. la prueba BT (C.R. Bard, Inc., Murrayhill, NJ), NMP-22, FDP, etc.,pruebas que detectan una
mayor actividad de la telomerasa (generalmente asociada a neoplasia), u otras pruebas que detectan alteraciones
genéticas en células urinarias y lavados vesicales (por ej. hibridacion in situ fluorescente (FISH) y analisis de
microsatélites). Aunque el analisis FISH puede ser mas sensible que otros métodos de deteccién, se deben contar
grandes cantidades de células, y en consecuencia, el andlisis demanda mucho tiempo y es costoso.

La presente invencién busca superar o mejorar las deficiencias del estado anterior de la técnica proporcionando
medios y métodos para la deteccion rapida, y no obstante sensible, del cancer.

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que un método rapido y sensible para la deteccién del
cancer se puede basar en la presencia de células aneus6micas en un subconjunto de células seleccionadasde la
muestra bioldgica. La seleccion de un subconjunto de células a ser evaluadas respecto a anomalias cromosomicas
reduce la cantidad de células a analizar, permitiendo que el analisis se lleve a cabo de manera rapida, manteniendo
e incluso mejorando simultdneamente la sensibilidad. La invencion también proporciona un conjunto de sondas
cromosémicas elegidas para proporcionar una sensibilidad éptima en el analisis FISH y kits para detectar el cancer
de vejiga que incluyen conjuntos de sondas cromosomicas.

En un aspecto, la invencion proporciona un método de deteccion sistematica del cancer de vejiga en un sujeto que
comprende:

(@) hibridar un conjunto que comprenda sondas cromosémicas centroméricas para cada uno de los
cromosomas 3, 7y 17 a una muestra biol6gica de dicho sujeto;
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(b) seleccionar las células de dicha muestra biolégica sobre la base de una o0 mas anomalias citoldgicas; y

(c) determinar la presencia o ausencia de células aneus6micas en dichas células seleccionadas examinando el
patron de hibridacion de dicho conjunto de sondas cromosémicas en cada una de dichas células
seleccionadas, donde las células con méas de dos copias de cromosomas miltiples se consideran
aneusoOmicas,

donde la presencia de células aneusémicas en las células seleccionadas se considera positiva para el cancer. La
invencién es esencialmente un proceso en dos etapas para la deteccion rapida y no obstante sensible del cancer.

La muestra biolégica puede ser orina o lavados vesicales, y se puede concentrar antes de usar. La orina es una
muestra bioldgica particularmente Util. Las células se pueden seleccionar por cualquier medio adecuado, como
morfologia nuclear que incluye el tamafio y la forma del ndcleo. La morfologia nuclear puede ser evaluada por
tincién con DAPI.

Las sondas cromosd@micas se pueden marcar, por ejemplo, fluorescentemente.

La invencion también proporciona un conjunto compuesto por sondas cromosomicas centroméricas para cada uno
de los cromosomas 3, 7 y 17 destinado al uso en un método de deteccion del cancer, asi como un kit para detectar
el cancer de vejiga que contiene dicho conjunto. Las sondas cromosdmicas se pueden marcar, por ejemplo,
fluorescentemente.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que le da cominmente un experto en el area a la que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento para practicar la
invencion, los métodos y los materiales adecuados se describen mas adelante. Ademas, los materiales, métodos y
ejemplos son sélo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran
evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente y de las reivindicaciones.

La invencion proporciona ventajosamente un método rapido y sensible para detectar el cancer de vejiga y se puede
utilizar para detectar sujetos que corren riesgo de padecer cancer de vejiga, o para controlar una recidiva tumoral en
pacientes con diagnostico de cancer de vejiga. En general, un conjunto de sondas cromosomicas se hibrida a las
células (de la orina u otra muestra biol6gica) en un portaobjetos. Luego, las células del frotis se analizan visualmente
con un aumento relativamente bajo (por ejemplo 200-400 X) en busca de caracteristicas morfologicas fuertemente
sugestivas de neoplasia (por ejemplo, aumento del tamafio nuclear o forma nuclear irregular). A continuacion, los
nacleos de las células citoldgicamente anormales se examinan para determinar anomalias cromosémicas
cambiando el objetivo a un aumento mayor (por ej. 600-1000 X) y "dando la vuelta a" los filtros para determinar si la
célula es 0 no aneusomica. El uso de este proceso reduce notablemente el tiempo empleado en evaluar las células
gue tienen una baja probabilidad de ser neoplasicas y permite al examinador enfocar sus esfuerzos en las células
gue tienen mucho mayor probabilidad de ser neoplasicas y muestran aneusomia.

Hibridacién in situ

La presencia o ausencia de células aneusdmicas se puede determinar por cualquier medio adecuado, como la
hibridacion in situ. Las "células aneusémicas" son células que tienen un nimero anormal de cromosomas o tienen
alteraciones cromosémicas estructurales como pérdida hemicigética u homocigética de una regiéon cromosémica
especifica. Normalmente, las células aneusémicas tienen una o mas ganancias de cromosomas, es decir, tres 0 mas
copias de cualquier cromosoma determinado se consideran una prueba positiva en los métodos descritos en este
documento, aunque las células que exhiben monosomia y nulisomia también pueden ser consideradas como una
prueba positiva bajo ciertas circunstancias. En general, la hibridacion in situ incluye los pasos de fijar una muestra
bioldgica, hidridar una sonda cromosomica al ADN objetivo contenido en la muestra bioldgica fijada, lavar para
eliminar la unién no especifica y detectar la sonda hibridada.

Una "muestra biolégica" es una muestra que contiene células o material celular. Por lo general, la muestra biolégica
se concentra antes de la hibridacion para aumentar la densidad celular. Los ejemplos no limitantes de muestras
biologicas son orina, sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido pleural, esputo y liquido peritoneal, lavados
vesicales, secreciones (por ej. secreciobn mamaria), lavados orales, muestras de tejidos, preparados citolégicos o
aspirados con aguja fina. El tipo de muestra biologica que se emplea en los métodos descritos aqui depende del tipo
de cancer que uno desee detectar. Por ejemplo, la orina y los lavados vesicales proporcionan muestras biologicas
Utiles para la deteccién del cancer de vejiga. Para las muestras tisulares, el tejido se puede fijar y colocar en parafina
para preparar cortes, o congelar y preparar cortes finos.

Habitualmente, las células se recogen de la muestra bioldgica empleando técnicas estandar. Por ejemplo, las células
se pueden recoger por centrifugacion de una muestra biolégica como orina y resuspension de las células
sedimentadas. Normalmente, las células se resuspenden en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Después
de centrifugar la suspension de células para obtener un sedimento de células, las células se pueden fijar, por
ejemplo, en soluciones de &cido-alcohol, soluciones de acido-acetona o aldehidos como formaldehido,
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paraformaldehido y glutaraldehido. Por ejemplo, se puede usar un fijador que contenga metanol y &cido acético
glacial en una relacién 3:1, respectivamente. También se puede usar una solucién de formol tamponado neutro, que
incluye aproximadamente 1% a 10% de formaldehido al 37-40% en una solucién acuosa de fosfato de sodio. Se
pueden preparar frotis que contengan las células eliminando la mayoria de este fijador, dejando las células
concentradas suspendidas en solo una porcién de la solucion.

La suspension de células se aplica a portaobjetos de modo que las células no se superpongan en el frotis. La
densidad celular se puede medir con un microscopio de luz o de contraste de fases. Por ejemplo, las células
recogidas a partir de una muestra de orina de 20 a 100 ml se resuspenden generalmente en un volumen final de
aproximadamente 100 a 200 pl de fijador. Se vierten tres volimenes de esta suspension (generalmente 3, 10 y 30
ul), en pocillos de 6 mm de un portaobjetos. Luego se evalla la celularidad (es decir, la densidad celular) en estos
pocillos con un microscopio de contraste de fases. Si el pocillo que contiene el mayor volumen de la suspension de
células no tiene suficientes células, la suspension de células se concentra y se coloca en otro pocillo.

Antes de la hibridacion in situ, se desnaturalizan las sondas cromosémicas y el ADN cromosomico contenido en la
célula. La desnaturalizaciéon se realiza generalmente mediante incubaciéon en presencia de pH alto, calor (por
ejemplo, temperaturas desde aproximadamente 70 °C hasta aproximadamente 95 °C), solventes organicos como
formamida y haluros de tetraalquilamonio o combinaciones de éstos. Por ejemplo, el ADN cromosomico se puede
desnaturalizar mediante una combinacién de temperaturas superiores a 70 °C(por ejemplo, de aproximadamente 73
°C) y un tampén de desnaturalizacién que contenga 70% de formamida y 2 X SSC (cloruro de sodio 0.3 M y citrato
de sodio 0.03 M). Las condiciones de desnaturalizacion se establecen habitualmente de modo de preservar la
morfologia celular. Las sondas cromosdmicas se pueden desnaturalizar por calor. Por ejemplo, las sondas se
pueden calentar hasta aproximadamente 73 °C durante alrededor de cinco minutos.

Después de eliminar los productos quimicos o las condiciones de desnaturalizacion, las sondas se aparean al ADN
cromosémico en condiciones de hibridacion. Las "condiciones de hibridacién" son condiciones que facilitan el
apareamiento entre una sonda y el ADN cromosémico que es el objetivo. Las condiciones de hibridacion varian,
dependiendo de las concentraciones, las composiciones de bases, las complejidades y las longitudes de las sondas,
asi como de las concentraciones de sal, las temperaturas y la duracidon de la incubacién. Cuanto mayor es la
concentracion de la sonda, mayor es la probabilidad de formar un hibrido. Por ejemplo, las hibridaciones in situ se
realizan normalmente en tampon de hibridacion que contiene 1-2 X SSC, 50% de formamida y bloqueando el ADN
para suprimir la hibridacién inespecifica. En general, las condiciones de hibridacién, como las descritas antes,
incluyen temperaturas de aproximadamente 25 °C hasta aproximadamente 55 °C, y duraciones de incubacién de
alrededor de 0.5 hora hasta alrededor de 96 horas. Mas particularmente, la hibridacion se puede realizar a una
temperatura entre aproximadamente 32 °C y aproximadamente 40 °C durante alrededor de 2 a alrededor de 16
horas.

La unién no especifica de sondas cromosomicas al ADN fuera de la region que es el objetivo puede ser eliminada
por una serie de lavados. La temperatura y la concentracién de sal en cada lavado depende de la rigurosidad
deseada. Por ejemplo, para condiciones de gran rigurosidad, los lavado se pueden llevar a cabo entre
aproximadamente 65 °C y aproximadamente 80 °C, utilizando desde 0.2X hasta alrededor de 2X SSC, y desde
aproximadamente 0.1% hasta aproximadamente 1% de un detergente no iénico como Nonidet P-40 (NP40). Se
puede reducir la rigurosidad disminuyendo la temperatura de los lavados o aumentando la concentraciéon de sal en
los lavados.

Sondas cromosémicas

Las sondas adecuadas para la hibridacién in situ de acuerdo con la invencion se hibridan (es decir, forman un
daplex) al ADN repetitivo asociado al centromero de un cromosoma. Los centromeros de los cromosomas de
primate contienen una familia compleja de largas repeticiones en tdndem de ADN, compuestas de una longitud de
repeticién del monémero de unos 171 pares de bases, que se conoce como ADN alfa-satélite.

Las sondas cromosoémicas se eligen para obtener una sensibilidad y una especificidad maximas. Utilizar un conjunto
de sondas cromosomicas (es decir, dos 0 mas sondas) proporciona mayor sensibilidad y especificidad que usar
cualquier sonda cromosomica. Por lo tanto, basandose en los resultados de este documento, las sondas
cromosémicas que detectan con mayor frecuencia los cromosomas aneusémicos,y que se complementan entre si,
se incluyen en un conjunto. Basandose en los valores de discriminacion de las sondas determinadas, se usa un
conjunto de sondas cromosémicas que comprende las sondas centroméricas para los cromosomas 3, 7 y 17.
Adicionalmente, este conjunto puede incluir una sonda centromérica para el cromosoma 8, el cromosoma 9, el
cromosoma 11 o el cromosoma 18. Segun se describe aqui, una sonda para el cromosoma 7 cuando se utilizé sola
demostrd una alta sensibilidad y pudo detectar aproximadamente 76% de los canceres de vejiga. Las sondas para
los cromosomas 3 y 17, y para la region 9p21 del cromosoma 9 fueron capaces de detectar casos adicionales de
cancer de vejiga que no mostraron anomalias con la sonda del cromosoma 7 sola. La combinacién de sondas para
los cromosomas 3, 7, 17 y para 9p21 proporciona una sensibilidad de aproximadamente 95% para detectar el cancer
de vejiga en la cohorte de pacientes descrita en este documento.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 528 180 T3

Las sondas cromosOmicas tienen generalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 1 x 10° nucledtidos de
longitud. Las sondas mas largas comprenden habitualmente fragmentos mas pequefios de aproximadamente 100 a
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud. Las sondas que se hibridan al ADN centromérico y al ADN locus
especifico se pueden obtener comercialmente, por ejemplo, de Vysis, Inc. (Downers Grove, IL), Molecular Probes,
Inc. (Eugene, OR), o de Cytocell (Oxfordshire, Reino Unido). Alternativamente, las sondas se pueden preparar no
comercialmente a partir de ADN cromosémico o gendmico empleando técnicas estandar. Por ejemplo, las fuentes de
ADN que se pueden utilizar incluyen ADN genémico, secuencias de ADN clonadas, hibridos de células somaticas
gque contienen un cromosoma, 0 una parte de un cromosoma humano junto con el complemento normal del
cromosoma del huésped y cromosomas purificados por citometria de flujo o microdiseccién. La region de interés se
puede aislar por clonacién, o por amplificacion especifica del sitio mediante reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR). Véase, por ejemplo, Nath y Johnson, Biotechnic Histochem., 1998, 73(1):6-22, Wheeless et al., Cytometry,
1994, 17:319-326 y la patente de Estados Unidos N° 5,491,224.

Las sondas cromosomicas se marcan directamente con un fluoréforo, una molécula organica que emite
fluorescencia después de absorber luz de menor longitud de onda/mayor energia. El fluoréforo permite visualizar la
sonda sin una molécula de deteccion secundaria. Después de unir covalentemente un fluoréforo a un nucleétido, el
nucledtido se puede incorporar directamente en la sonda con técnicas estandar como desplazamiento de mella (nick
translation), cebado al azar y etiquetado por PCR. Alternativamente, se pueden transaminar nucledtidos de
desoxicitidina de la sonda con un conector. Después el fluoréforo se une covalentemente a los nucledtidos de
desoxicitidina transaminados. Véase, la patente de Estados Unidos N° 5,491,224.

Se eligen fluoréforos de diferentes colores de modo que cada sonda cromosOmica del conjunto pueda ser
visualizada distintivamente. Por ejemplo, se puede utilizar una combinacién de los fluoréforos siguientes: acido 7-
amino-4-metilcumarin-3-acético (AMCA), Texas Red™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), 5-(y-6)-carboxi-X-
rodamina, lisamina rodamina B, 5-(y-6)-carboxifluoresceina, 5-isotiocianato de fluoresceina (FITC), &cido 7-
dietilaminocumarin-3-carboxilico, 5-(y-6)-isotiocianato de tetrametilrodamina, 5-(y-6)-carboxitetrametilrodamina, acido
7-hidroxicumarin-3-carboxilico, acido 6-[fluorescein 5-(y-6)-carboxamido]hexanoico, acido N-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-
4-bora-3a,4a diaza-3-indacenopropidnico, 5-isotiocianato de eosina, 5-isotiocianato de eritrosina y acetilazida azul
Cascade™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). Las sondas se visualizan con un microscopio de fluorescencia y
un filtro adecuado para cada fluoréforo, o utilizando conjuntos de filtros de paso de banda doble o triple para
observar varios fluoréforos. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5,776,688. Alternativamente, se
pueden utilizar técnicas como citometria de flujo para examinar el patron de hibridacion de las sondas
cromosémicas.

Las sondas también se pueden marcar por cualquier otro medio, como los conocidos por los expertos en el area y
que incluyen marcar indirectamente con biotina o digoxigenina, 0 marcar con isétopos radioactivos como ¥p y °H,
aungue son necesarias moléculas de deteccidon secundaria o procesamiento adicional para visualizar las sondas.
Por ejemplo, una sonda marcada indirectamente con biotina se puede detectar mediante avidina conjugada a un
marcador detectable. Por ejemplo, la avidina se puede conjugar a un marcador enzimatico como fosfatasa alcalina o
peroxidasa de rabano. Los marcadores enzimaticos se pueden detectar en reacciones colorimétricas estandar
utilizando un sustrato y/o un catalizador para la enzima. Los catalizadores para la fosfatasa alcalina incluyen 5-
bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y nitroazul de tetrazolio. También se puede usar diaminobenzoato como catalizador
para la peroxidasa de rabano.

Seleccion de las células

De acuerdo con la invencién, las células se seleccionan de una muestra basandose en una o mas anomalias
citoldgicas. Cuando se usa morfologia nuclear, las células se pueden seleccionar microscopicamente entre las
células de una muestra biolégica (por ejemplo, orina, etc.) en un portaobjetos antes de evaluar si hay células
aneusdmicas presentes o ausentes. "Seleccionar" se refiere a la identificacién de células que es mas probable que
sean neoplasicas debido a una o0 mas anomalias citolégicas (principalmente nucleares) como agrandamiento del
nacleo, irregularidad nuclear o tincion anormal del nicleo (generalmente un patrén de tincion moteado). Estas
caracteristicas nucleares, se pueden evaluar con tinturas o colorantes de acidos nucleicos como yoduro de propidio
o diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). El yoduro de propidio es un colorante que emite fluorescencia
roja, especifico del ADN, que se puede observar a una longitud de onda de emision maxima de 614 nm.
Normalmente, el yoduro de propidio se utiliza a una concentracion de aproximadamente 0.4 ig/ml a
aproximadamente 5 ig/ml. DAPI, un colorante especifico del ADN que emite fluorescencia azul que se puede
observar a una longitud de onda de emision méaxima de 452 nm, generalmente se emplea a una concentracién que
varia desde aproximadamente 125 ng/ml a aproximadamente 1000 ng/ml. La tincién de células con DAPI o yoduro
de propidio se realiza generalmente después de llevar a cabo la hibridacion in situ.

Determinacion de la presencia de células aneusémicas

Después de que una célula es seleccionada basandose en uno o mas de los criterios establecidos, la presencia o
ausencia de aneusomia se evalla generalmente examinando el patrén de hibridaciéon de las sondas cromosdémicas
(es decir, el numero de sefiales para cada sonda) en cada célula seleccionada y registrando el nUmero de sefiales
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del cromosoma. Este paso se repite hasta que el patrén de hibridacién ha sido evaluado en al menos 4 células, si las
4 células son aneusdmicas. En un andlisis tipico, el patrén de hibridacion se evalGa en aproximadamente 20 a
aproximadamente 25 células seleccionadas.

Las células con mas de dos copias de cromosomas multiples (es decir, ganancias de cromosomas multiples) son
consideradas positivas para cancer. Generalmente las muestras que contienen alrededor de 20 células
seleccionadas y al menos aproximadamente 4 células positivas en la prueba, se consideran positivas para cancer. Si
se encuentran menos de 4 células positivas, se determina el nivel de ploidia cromosémica. También se indica un
resultado positivo para cancer si mas del 30% de las células muestran pérdida hemicigética u homocigética (es
decir, nulisomia) de una regién especifica del cromosoma, como pérdida de 9p21 en el cancer de vejiga. La
nulisomia se puede confirmar como no artefactual mediante la observacion de las células circundantes que parecen
normales para ver si tienen dos sefiales para la region cromosémica especifica.

Deteccion sistematica del cancer y control de los pacientes con cancer

Los métodos descritos en este documento se pueden utilizar para detectar pacientes con cancer, o se pueden
utilizar para controlar a los pacientes con diagnéstico de cancer. Por ejemplo, en el modo de deteccidn, se evalldan
pacientes con riesgo de cancer de vejiga, como pacientes mayores de 50 afios que fuman, o pacientes expuestos
cronicamente a aminas aromaticas, con el objetivo de detectar mas precozmente el cancer de vejiga. Los métodos
descritos en este documento se pueden utilizar solos 0 en combinacién con otras pruebas, como la prueba de la tira
reactiva para hemoglobina. Por ejemplo, se puede analizar un paciente que tenga un mayor riesgo de cancer de
vejiga para determinar si tiene cancer de vejiga mediante la deteccién de hemoglobina en la orina, es decir,
hematuria. Durante dicho proceso de deteccion, los pacientes sin hematuria no necesitan andlisis adicionales y en
cambio, se vuelven a examinar por presencia de hematuria en un lapso de tiempo adecuado, por ejemplo, en su
chequeo anual. Las muestras de los pacientes con hematuria se analizan posteriormente con los métodos descritos
en este documento. En general, se hibrida un conjunto de sondas cromosémicas a la muestra biol6gica, se
selecciona un subconjunto de células y se determina la presencia de células aneusdmicas en las células
seleccionadas. Los pacientes que tienen células aneusémicas son examinados posteriormente, por ejemplo, por
cistoscopia y pueden recibir un tratamiento adecuado, si fuera necesario. Después del tratamiento, los pacientes son
controlados por recidiva del cancer usando los métodos descritos en este documento.

La mayor sensibilidad de los métodos descritos aqui indican que esta técnica podria reemplazar a la citologia para la
deteccion y el seguimiento del cancer de vejiga. La mayoria de los pacientes con cancer de vejiga tendra células
aneusoémicas detectables y puede ser controlado para determinar la eficacia del tratamiento y la recidiva/el avance
del tumor con los métodos descritos en este documento. Una pequefia proporcion de pacientes con evidencia
citoscopica o biopsia de cancer de vejiga (principalmente aquellos con tumores no invasivos de grado bajo) puede
no tener células aneusémicas detectables en la orina. Estos pacientes (es decir, aquellos con tumores papilares de
grado bajo) tienen una velocidad muy baja de avance del tumor y pueden ser controlados convenientemente por una
combinacion de los métodos descritos y cistoscopia. El aspecto de las células aneusémicas en la orina de estos
pacientes puede predecir el desarrollo de un tumor mas agresivo en este subconjunto de pacientes. La alta
sensibilidad y especificidad de la prueba FISH descrita en este documento para canceres de vejiga agresivos puede
ayudar a disminuir la frecuencia de la citoscopia.

Kits

La presente invencion también ofrece kits para la deteccién de cancer. Dichos kits contienen un conjunto de sondas
cromosoémicas que comprende las sondas centroméricas para los cromosomas 3, 7 y 17. Los kits de la invencion
pueden contener ademas medios para la seleccion de las células de una muestra, como se describié antes, por
ejemplo, tinturas o colorantes de acidos nucleicos; y/o un cuadro que indique la correlacién de las células
aneusomicas con el cancer.

La invencion se describirae aiin mas en los ejemplos siguientes, que no limitan el alcance de la invencién descrito en
las reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Muestras y preparacién de muestras: las muestras incluyeron orina vaciada de 21 casos de cancer de
vejiga probado por biopsia, en las que se hizo un diagndstico por citologia positiva, o por histologia en el caso de las
muestras de citologia negativa. Las muestras de orina control incluyeron nueve muestras de donantes sanos
normales (edad 25-80) y tres muestras de pacientes con enfermedades genitourinarias diferentes del cancer de
vejiga.

Se recogieron aproximadamente 50 a 200 ml de orina por paciente. Las muestras de orina se almacenaron a 4 °C
por menos de 48 horas y se procesaron por centrifugacion a 1200 g durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante
y el sedimento se resuspendié en 10 ml de KCI 0.075 M y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Las muestras se hicieron girar durante 5 minutos a 1200 g, y se eliminé la soluciéon de KCI. Los sedimentos se
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resuspendieron en 10 ml de un fijador de metanol:acido acético glacial 3:1 y se centrifugaron durante 8 minutos a
1200 g. El fijador se eliminé cuidadosamente dejando el sedimento de células, y este paso se repitié dos veces mas.

La densidad de los frotis se controld revisdndolos con frecuencia bajo un microscopio de contraste de fases,
utilizando un objetivo de 20 X, entre vertidos. Por lo general, se intentd obtener tantas células como fuera posible en
el frotis sin tener ninguna superposicion de células. Si una muestra contenia pocas células, se colocaba tanta
muestra como fuera posible en el frotis. En las muestras con muy pocas células, se utilizé toda la muestra. Los frotis
se secaron durante la noche a temperatura ambiente.

Los frotis que contenian las muestras se incubaron en 2 X SSC a 37 °C durante 10-30 minutos, después se
incubaron en 0.2 mg/ml de pepsina durante 20 minutos a 37 °C. Luego los frotis se lavaron en PBS dos veces,
durante 2 minutos por lavado, a temperatura ambiente. Las células se fijaron en formol tamponado neutro al 2.5%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de la deshidratacion durante 1 minuto cada vez en etanol 70%,
85% y 100%, los frotis se usaron inmediatamente, o se almacenaron a temperatura ambiente en la oscuridad.

Se usaron tres conjuntos de sondas multicolores: A, B y C en las hibridaciones iniciales. Los conjuntos de sondas A-
C contenian las sondas centroméricas/locus especificas que se muestran en la tabla 1. El color del fluoréforo
utilizado para marcar cada sonda también se muestra en la tabla 1. Se obtuvieron las sondas cromosomicas (CEP®,
sonda de enumeraciéon cromosémica) de Vysis, Inc. (Downers Grove, IL). Se utilizé un filtro de agua para visualizar
los cromosomas 17 y 18. Se utilizd un filtro amarillo para visualizar la sonda especifica del locus 9p21 y un filtro
doble rojo/verde o filtros individuales rojo o verde para visualizar los cromosomas 3,7, 8,9, 11 e Y.

Tabla 1
Conjunto de sondas FISH
Conjunto de sondas Espectro agua Espectro verde Espectro rojo Espectro dorado
a 17 7 9 9p21
b 18 8 11
C 3 y

La hibridacion se realiz6 mediante un método HYBrite o un método convencional. En el método HYBrite, se utiliz6 un
sistema HYBrite™ de Vysis, Downers Grove, IL. Los frotis se colocaron en el HYBrite y se agregaron
aproximadamente 10 ul del conjunto de sondas, se cubrieron y se sellaron. El HYBrite se program6 de la manera
siguiente: 73 °C durante 5 min, después 37 °C durante 16 horas. A continuacion los frotis se lavaron en 0.4 X SSC (
de cloruro de sodio 0.06 M/citrato de sodio 0.006 M)/0.3% de NP-40 durante 2 minutos a 73 °C, se enjuagaron en 2
X SSC/0.1% de NP40 a temperatura ambiente y se secaron al aire. Los frotis se contracolorearon con
aproximadamente 10 pl de DAPI Il (125 ng/ml de diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol).

En el método convencional (es decir, método del frasco Coplin), se preparé una mezcla maestra que contenia
sondas cromosémicas en tampén de hibridacion que contenia formamida al 50%, 2 x SSC, 0.5 pug/ml de ADN Cotl y
2 pg/ml de ADN HP. La mezcla de sondas se desnaturaliz6 a 73 °C durante 5 minutos, y los frotis se
desnaturalizaron en tampo6n de desnaturalizacion (formamida al 70%, 2 X SSC) en un frasco Coplin a 73 °C durante
5 minutos (6-8 frotis/frasco). Los frotis se enjuagaron en etanol 70%, 85% y 100% durante 1 minuto cada vez. Se
aplicaron aproximadamente 10 pl de mezcla de hibridaciéon a cada frotis, se cubrieron con un cubreobjetos y se
sellaron con cemento de goma. La hibridacion se realizé en una cadmara humidificada durante toda la noche a 37 °C.
Los frotis se lavaron en 0.4 X SSC/0.3% de NP-40 a 73 °C durante 2 minutos, y después se enjugaron brevemente
en 2 X SSC/0.1% de NP-40 a temperatura ambiente. Después de secarlos al aire, los frotis se contracolorearon con
DAPI Il. Las muestras se enumeraron registrando el niumero de sefiales FISH en 100 células consecutivas.

En resumen, este ejemplo proporciona métodos para aislar células de una muestra biolégica e hibridar un conjunto
de sondas cromosémicas a las células.

Ejemplo 2 - Deteccién del cancer de vejiga: la tabla 2 ofrece un resumen de las muestras analizadas por citologia.

En conjunto, la citologia de la orina fue positiva en 13 de 21 casos de cancer, que equivale a una sensibilidad del
62%. Este valor es compatible con la bibliografia publicada. La citologia detecté células tumorales en 10 de 11
pacientes con cancer de vejiga en estadios avanzados de la enfermedad (primeras 11 entradas de la tabla 2). Entre
los 10 pacientes con cancer de vejiga superficial (lltimas 10 entradas en la tabla 2), la citologia fue positiva para 3
pacientes, equivoca para 3 pacientes y negativa para 4 pacientes. ND significa no se determiné. Equivoca (E) se
refiere las muestras que fueron sospechosas, pero sin diagnéstico de carcinoma de células transicionales (TCC).
pT1 se refiere a la invasion del tejido conectivo subepitelial por el tumor; pT2 se refiere a la invasion del masculo por
el tumor; pT3 se refiere a la invasion del tejido perivesical por el tumor; y pT4 se refiere a la invasion de la prostata,
el tero, la vagina, la pared pélvica o la pared abdominal.
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El porcentaje de células aneusémicas con cuatro o0 més sefiales cromosémicas permitié la mayor discriminacion
entre el grupo del cancer y los casos normales. Las ganancias o las pérdidas de una Unica copia entre el grupo de
control mostré6 mucho mayor frecuencia y no resulté en sensibilidades y especificidades semejantes. Se determind el
porcentaje de células aneusdmicas, usando esta definicion, para cada grupo de muestras (cancer y normal) e
individualmente en cada grupo. Empleando esta definicién, las muestras se analizaron de la manera siguiente.

Se realizé un analisis discriminativo para determinar cuan bien diferenciaba cada sonda los casos de cancer de los
controles normales, empleando la formula

Valor de discriminacion = (M1-M2)?
SD1%+SD2?

En esta formula, M1 y M2 son el porcentaje medio de células aneusdmicas con cuatro o mas sefiales para los
grupos de cancer (n = 21) y normal (n = 9), respectivamente, y SD1 y SD2 son las desviaciones estandar para cada
grupo de muestras. La tabla 3 proporciona un resumen de los resultados para las sondas de enumeracion
cromosoémica (CEP) usando este andlisis.

Tabla 2
Deteccion del cancer de vejiga por citologia
Paciente Estado Estadio Grado Citologia
215 Céancer ND ND positiva
219 Céancer pT3 3 positiva
224 Cancer pTis 3 positiva
228 Cancer ND ND ND
236 Céncer pTis 3 positiva
66 Céncer pT3 3 positiva
D Céncer ND ND positiva
229 Céncer pT3 3 positiva
171 Céancer pT4 3 positiva
227 Céncer pT4 3 positiva
240 Cancer pT3 3 negativa
191 Cancer pTa 2 positiva
225 Céncer pTa 2 positiva
230 Céncer pTa 3 positiva
223 Céncer pTa 2 E
234 Céncer pTa 2 E
235 Céncer pTa 2 E
239 Céancer pTa 3 negativa
69 Cancer pTa 2 negativa
110 Cancer pT1 3 negativa
95 Céncer pT1l 3 negativa
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Tabla 3
Valores de discriminacion de la sonda
Cancer Normal
Media de CEP 17 24.77 0.89
DE (CEP 17) 25.44 1.76
Discriminacion 0.88
Media de CEP 9 15.55 1.07
DE (CEP 9) 19.33 2.01
Discriminacion 0.55
Media de CEP 7 26.58 1.07
DE (CEP 7) 24.12 1.82
Discriminacion 1.11
Media de CEP 18 13.09 1.63
DE (CEP 18) 14.35 1.80
Discriminacion 0.63
Media de CEP 11 16.32 1.52
DE (CEP 11) 19.44 1.87
Discriminacion 0.57
Media de CEP 8 15.58 1.52
DE (CEP 8) 15.47 1.87
Discriminacion 0.81
Media de CEP 3 27.91 0.49
DE (CEP 3) 26.33 0.78
Discriminacion 1.08

Un valor de discriminacion >1.0, el intervalo de confianza del 95% alrededor del cual se separan dos poblaciones,
fue considerado bueno (suponiendo distribucion normal y valores de desviacion estdndar mas o menos
equivalentes). Segun este criterio, las mejores sondas fueron 7, 3 y 17. Este analisis proporciona informacion con
respecto a la sensibilidad y especificidad de las sondas individuales pero no revela la sensibilidad/especificidad de
combinaciones de sondas diferentes.

Se us6 un corte de dos desviaciones estandar por encima del % medio de células aneusémicas en células normales
como criterio de positividad FISH para las ganancias de cromosomas. Por otra parte, los cambios en 9p21 en el
cancer de vejiga se manifiestan como una pérdida y por lo tanto se evaluaron como nulisomia. El valor de corte
utilizado para la nulisomia fue 3 desviaciones estandar mayor que la media de las muestras normales. El porcentaje
de células aneus6micas para cada caso por sonda se muestra en la tabla 4A para los individuos normales y en tabla
4B para los pacientes con cancer. En la tabla 4B, las muestras por debajo de la linea doble son casos de citologia
falsos negativos y el texto sombreado indica resultados de FISH falsos negativos utilizando los valores de corte de la
tabla 3. Como se muestra en la tabla 4A, el porcentaje de células aneusdémicas (segun lo definido por las ganancias
de cromosomas) en muestras normales es bajo, variando entre aproximadamente 0.5% y aproximadamente 4.5%.

TABLA 4A
Porcentaje de células aneusémicas: casos normales

Paciente CEP17 | CEP9 | CEP7 |CEP18 CEP11 | CEP8 | CEP3 9p21

2F 0 0 0 0 0 0 0 0
3M 0 0 0 0 0 0 0 1.00
8M 0 0 0 0 0 0 0 0
oM 0 0 0 5 4 5 1 3.00
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Porcentaje de células aneusémicas: casos normales

Paciente CEP17 CEP9 | CEP7 CEP18 | CEP11 | CEP8 | CEP3
F5 4 2 2 2 1 1 0
F6 0 6 0 0 0 0 1.43
M12 4 1.67 6 3 5 4 2.00
M28 0 0 1.67 1.67 1.67 1.67 0
M23 0 1.07 0 3 2.00 2.00 0
Media 0.88 1.81 1.07 1.63 1.51 1.51 0.49
DE 1.76 2.01 181 1.79 1.87 1.87 0.77
| Media + 2 D 4.41 5.09 4.7 5.2 5.26 5.26 2.05
Tabla 4B
Porcentaje de células aneusémicas: casos de cancer
Paciente| CEP17 CEP % CEP7 CEP 18 | CEP11 CEP 8 CEP 3 9p21
nulo
171 24 42 44
191 449 26.53 38.78 50 4
215 38 21 24 5.81 60.32
219 39 a4 41 14 11 24 53
224 73.68 T0.3 MND MND MND 69.47
225 5 8 12 6 20
227 52 69 44
228 13 29 53
229 20 is 43
230 39 32 a4
236 50 17 49 21 34 35 54 G2
66 &4 GG 36 70 7 78.89 27
D 41.94 38.71 38n ND ND ND ND
239 20
240 5 13 18 23 12
69 5
95
110 10.1 18.18 G It 20.2
223 T 43
234 11 9 9 3
235 9 3 i 10 £ i

10

9p21
ND

14.00
3.33
15.00
4.54
6.29
17.12
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Tabla 5
Resultados de FISH y citologia para pacientes normales y con cancer de vejiga
Céancer de vejiga (n = 21) Sin cancer (n = 3)
Citologia + Citologia - Citologia -
FISH + 13 7 0
FISH - 0 1 3

En general, como se muestra en la tabla 4B, el cromosoma 7 mostré la mayor sensibilidad de cualquier sonda
individual (76%, 16/21). Las sondas para el cromosoma 3 y 9p21 complementaron al cromosoma 7 en lo referente a
que fueron positivas para algunos de los casos con resultados del cromosoma 7 normales. En combinacion, las tres
sondas para los cromosomas 3, 7 y 9p21 detectaron 20/21 casos de céncer de vejiga y aun mas importante 7/8
casos de citologia falsos negativos (tabla 4B). En este conjunto de datos, esto equivale a una sensibilidad general
del 95%.

La sonda para el cromosoma 17 (junto con la sonda para el cromosoma 3) detectd el mayor numero de falsos
negativos en las muestras de citologia (4/8).

Ejemplo 3 - Analisis comparativo con los métodos de deteccion sistematica estandar:

190 pacientes de la clinica Mayo se inscribieron prospectivamente en este estudio. La mayoria de los pacientes
tenia un diagndstico previo de cancer de vejiga o estaba siendo evaluada por un posible diagnostico inicial de cancer
de vejiga (por ejemplo por microhematuria). Una pequefa proporcion de los pacientes estaba siendo evaluada por
trastornos genitourinarios diferentes del cancer de vejiga. Las metodologias de prueba comparadas incluyeron
citologia de la orina, cistoscopia, BTA STAT (C.R. Bard, Inc., Murray Hill, NJ), FISH y tira reactiva para hemoglobina
(Bayer Corporation, Diagnostic Division, Elkhart, IN.)

FISH se realizé en general como se describe en el ejemplo 1. Se recogieron aproximadamente 25 a 200 ml de orina
por paciente. Las muestras de orina se almacenaron a 4 °C por hasta 48 horas y se procesaron por centrifugacion a
600 g durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y el sedimento se resuspendi6é en 25-50 de 1 X solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). Después de la centrifugaciéon durante 5 minutos a 600 g el sobrenadante fue
descartado nuevamente. Los sedimentos se resuspendieron lentamente en 1.5-5 ml de fijador (metanol: acido
aceético glacial, 3:1) y se centrifugaron durante 5 minutos a 600 g. El fijador se eliminé cuidadosamente, y este paso
se repitio dos veces mas.

Después de la centrifugacion final, se elimin6 el fijador, dejando una cantidad apropiada de la solucién para colocar
sobre los portaobjetos como los portaobjetos de 6 mm de 12 circulos Shandon Lipshaw. Si el sedimento de células
era muy pequefio y apenas visible para el ojo, se dejaban aproximadamente 100 pl por encima del sedimento. Si el
sedimento de células era facilmente visible para el 0jo, se eliminaba tanto fijador de Camoy como fuera posible, y se
agregaba 0.5 ml de fijador de Camoy recién preparado. Si no habia sedimento visible, a menudo se vertia toda la
muestra sobre el portaobjetos. Aproximadamente 3, 10 y 30 pl de la suspensién de células se vertieron después en
tres pocillos diferentes de 0.6 mm de un portaobjetos de 12 pocillos Shandon. La celularidad (es decir, la densidad
de células) en estos pocillos se evalu6é con un microscopio de contraste de fases. Si el pocillo que contenia el menor
volumen de suspensién de células era demasiado denso, la suspensién de células se diluia ain mas y una porcion
de esta dilucion se colocaba en un cuarto pocillo. Si el pocillo que contenia el mayor volumen de la suspension
celular no tenia suficientes células, la suspension de células se concentraba y se colocaba en un cuarto pocillo.

Los frotis que contenian las muestras se incubaron en 2 X SSC a 37 °C durante 10-30 minutos, después se
incubaron en 0.2 mg/ml de pepsina durante 10 minutos a 37 °C. Luego los frotis se lavaron en PBS dos veces,
durante 2 minutos por lavado, a temperatura ambiente. Las células se fijaron en formol tamponado neutro al 2.5%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los frotis se volvieron a lavar en PBS durante 5 minutos. Después de la
deshidratacion durante 1 minuto cada vez en etanol 70%, 85% y 100%, los frotis se secaron sobre un calentador de
frotis a 45-50 °C durante 2 minutos. Los frotis se dejaron en etanol al 100% a 4 °C hasta que se usaron, 0 se
utilizaron para FISH.

La hibridacion se realiz6 mediante un método HYBrite o un método convencional. En el método HYBrite, se utilizdé un
sistema HYBrite™ de Vysis, Downers Grove, IL. Los frotis se colocaron en el HYBrite y se agregaron
aproximadamente 3 pl de sonda por objetivo, después los frotis se cubrieron y se sellaron. El HYBrite se programo
de la manera siguiente: 73 °C durante 5 min, después 37 °C durante 16 horas. A continuacion los frotis se lavaron en
0.4 X SSC (de cloruro de sodio 0.06 M/citrato de sodio 0.006 M)/0.3% de NP-40 durante 2 minutos a 73 °C, se
enjuagaron en 2 X SSC/0.1% de NP40 a temperatura ambiente y se secaron al aire. Los frotis se contracolorearon
con aproximadamente 3 pl de DAPI Il (125 ng/ml de diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol).

11



10

15

20

25

30

ES 2 528 180 T3

En el método convencional, se preparé una mezcla maestra que contenia sondas cromosémicas en tampoén de
hibridacion que contenia formamida al 50%, 2 x SSC, 0.5 ug/ml de ADN Cotl y 2 pg/ml de ADN HP. La mezcla de
sondas se desnaturalizé a 73 °C durante 5 minutos, y los frotis se desnaturalizaron en tampén de desnaturalizacién
(formamida al 70%, 2 X SSC) en un frasco Coplin a 73 °C durante 5 minutos (6-8 frotis/frasco). Los frotis se
enjuagaron en etanol 70%, 85% y 100% durante 1 minuto cada vez. Las muestras se secaron en un calentador de
portaobjetos durante 2 minutos o menos. Se aplicaron aproximadamente 3 pl de mezcla de hibridacién por objetivo a
cada frotis, se cubrieron inmediatamente con un cubreobjetos, que después se sell6 con cemento de goma La
hibridacion se realiz6 en una camara humedecida durante toda la noche a 37 °C. Los frotis se lavaron en 0.4 X
SSC/0.3% de NP-40 a 73 °C durante 2 minutos, y después se enjugaron en 2 X SSC/0.1% de NP-40 brevemente a
temperatura ambiente. Después de secarlos al aire, los frotis se contracolorearon con DAPI Il. Se seleccionaron
veinte células citolégicamente anormales en cada muestra y se analizaron para determinar su patron de FISH.

Para 53 casos de cancer, diagnosticado por biopsia (estadio/grado) (n = 49) y citologia positiva TCC (n = 34), la
citologia tuvo una sensibilidad de 57% (los diagnoésticos de citologia equivoca se contaron como positivos), la
cistoscopia tuvo una sensibilidad de 88% (los resultados equivocos de cistoscopia se contaron como positivos), BTA
STAT tuvo una sensibilidad de 71% y FISH tuvo una sensibilidad de 86%. En 63 casos negativos de cancer, segin
lo indicado por una cistoscopia negativa con o sin citologia negativa y sin antecedentes de cancer de vejiga, BTA
STAT tuvo una especificidad de 73% y FISH una especificidad de 90% (la especificidad de la cistoscopia y la
citologia no pudo determinarse porque se usaron para definir qué pacientes no tenian cancer de vejiga.

Dos de los tres pacientes con resultados "falsos positivos" de FISH también tuvieron resultados positivo para
telomerasa, la tira reactiva para hemoglobina y BTA-STAT o BTA-TRAK. Si se probara que estos dos pacientes
tienen cancer de vejiga, la especificidad de FISH se aproximaria al 100%. Esto tiene implicaciones para el valor
predictivo positivo de la prueba como se explica mas adelante. La tabla 6 muestra la sensibilidad de las distintas
pruebas por estadio y grado. En la tabla 6, "E" se refiere a equivocos, y "*" indica que 3 muestras FISH + fueron
cancer solamente por citologia y no se incluyeron.

Los valores predictivos positivos y negativos (PV), basados en una prevalencia de la enfermedad del 28% (53/190),
especificidad del 93% y sensibilidad del 77%, se indican en la tabla 7.

Tabla 6

I Citologia Grado 1 Grado 2 Grado 3 Global

' pTa 1+[1E]/8 5/13 22 39% (9/23)
 pTi-pT4 3+[3E]/9 66% (6/9)

' pTis 5+[5EJ/12 | 83% (10/12)
' Global 25% (2/8) 38% (5/13) | 78% (18/23) | 57% (25/44)
' Cistoscopia Grado 1 Grado 2 Grado 3 Global

' pTa 5+[1E]/7 13/13 202 95% (21/22)
. pTi-pT4 4+(3E)/9 78% (7/9)

' pTis 5+[EJ/12 | 83% (10/12)
' Global 86% (6/7) | 100% (13/13) | 83% (19/23) | 88*% (38/43)
I FISH Grado 1 Grado 2 Grado 3 Global

' pTa a7 9/12 22 71% (15/21)
. pTLl-pT4 12/12 100% (12/12)
' pTis 10/10 100% (10/10)
' Global 57% (417) 75% (9/12) 100% (24/24) | 86*% (37/43)
 BTASTAT Grado 1 Grado 2 Grado 3 Global

' pTa 4/8 6/14 202 50% (12/24)
 pTL-pT4 9/10 90% (9/10)

' pTis 12/12 100% (12/12)
' Global 50% (4/8) 43% (6/14) | 96% (24/25) | 71% (33/46)
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Tabla 7
I Valor predictivo
' Método: PV+ PV-
' FISH 77% 94%
~ BTASTAT 51% 87%

Cincuenta y uno de los 53 casos de céncer tuvieron un resultado de tira reactiva. La sensibilidad de la prueba de tira
reactiva para hemoglobina fue de 91% para los estadios pT1-pT4 y de 100% para el carcinoma in situ (Tis), por lo
que es una prueba de deteccion ideal (tabla 8). Sin embargo, la especificidad (52%) de la prueba de la tira reactiva
para hemoglobina fue mala. Si bien la alta sensibilidad y el bajo costo de la tira reactiva para hemoglobina la hace un
examen de deteccion Util, es evidente que los resultados positivos se deben confirmar por una prueba mas
especifica. La citologia no puede ser la prueba de eleccion porque detecta como positivos sélo el 33% de los casos
de pT2-pT4 y falla en 2 de 12 carcinoma in situ (véase tabla 6).

Tabla 8
Tira reactiva para Hb
Trazas 3 + Negativa Sensibilidad
pTa 13 11 54%
pT1-pT4 10 1 91%
pTis 12 0 100%

La utilidad clinica de FISH se comparé con el régimen de pruebas citologia/cistoscopia estandar. De los 53 casos de
cancer, hubo 22 casos de estadio avanzado de la enfermedad (pT2-pT4 o pTIS). El fracaso en detectar estos casos
representa la situacion de falso negativo mas grave. Si bien la citologia/cistoscopia fue positiva en 13/22 casos para
una sensibilidad del 59%, FISH tuvo una sensibilidad de 100%, es decir, fue capaz de detectar 22/22 casos (véase
la tabla 9 por una representacion de 5 de estos casos). Esto indica que FISH es una prueba de citologia mejorada
gue tiene alta sensibilidad para la deteccion de estadios avanzados de la enfermedad.

Tabla 9
| Paciente Estadio |Grado Cistoscopia |Citologia |FISH
79 pT2 Grado3 |E E Pos
| 132 pT2 Grado 3 | Neg Neg Pos
| 1 pT3 Grado 3 | Neg Neg Pos
115 T4 Grado3 |E E Pos
| 180 pTIS Grado3 |E Neg Pos

Otras realizaciones

Se entiende que mientras que la invencion se ha descrito en conjuncién con la descripcion detallada de la misma, la
descripcién anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que es definido por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las reivindicaciones
siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método deteccion sistematica del cancer de vejiga en un sujeto que comprende:
(@) hibridar un conjunto que comprenda sondas cromosémicas centroméricas para cada uno de los
cromosomas 3, 7'y 17 a una muestra biolégica de dicho sujeto;
(b) seleccionar las células de dicha muestra biolégica sobre la base de una o mas anomalias citologicas; y
(c) determinar la presencia o ausencia de células aneusémicas en dichas células seleccionadas examinando el
patron de hibridacion de dicho conjunto de sondas cromosémicas en cada una de dichas células
seleccionadas, donde las células con mas de dos copias de cromosomas multiples se consideran
aneusomicas,

donde la presencia de células aneusdmicas en las células seleccionadas se considera positiva para el cancer.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha muestra biolégica es orina o lavados vesicales

3. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que dicha muestra bioldgica esta concentrada.

4. El método de la reivindicaciéon 2 o 3, en el que dicha muestra bioldgica es orina.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichas sondas cromosémicas estan marcadas
fluorescentemente.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las células se seleccionan por morfologia
nuclear.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que las células se seleccionan por tamafio nuclear.
8. El método de reivindicacion 6, en el que las células se seleccionan por forma del ndcleo.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la morfologia nuclear es evaluada por tincién con
DAPI.

10. Un conjunto que comprende sondas cromosOmicas centroméricas para cada uno de los cromosomas 3, 7y 17
para usar en un método de deteccion del cancer de vejiga.

11. Un kit para detectar el cancer de vejiga que contiene un conjunto de sondas cromosOmicas de acuerdo con la
reivindicacion 10.

12. El kit de la reivindicacion 11, en el que dichas sondas cromosémicas estan marcadas fluorescentemente.
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