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DESCRIPCION
Marcadores en la orina para la deteccion del cancer de vejiga
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere al uso de marcadores en la orina para la deteccion del cancer de vejiga.
Antecedentes
Introduccion

La supervivencia de los pacientes oncolégicos mejora en gran medida cuando el cancer se trata precozmente. En el
caso del cancer de vejiga, los pacientes diagnosticados en una fase precoz de la enfermedad tienen unas tasas de
supervivencia a los 5 afios de > 90 %, en comparacién con aproximadamente el 15 - 30 % para los pacientes
diagnosticados con la enfermedad avanzada. Por lo tanto, los desarrollos que permitan un diagnéstico precoz del
cancer de vejiga pueden dar lugar a un prondéstico mejorado para los pacientes. El método establecido para la
deteccion del cancer de vejiga mediante el uso de muestras de orina es una citologia. Sin embargo, se sabe que la
citologia so6lo es sensible en aproximadamente un 75 % para la deteccion del cancer de vejiga invasivo, y sélo es
sensible en aproximadamente un 25 % para la deteccion del cancer de vejiga superficial (Lotan y Roehrborn,
Urology 61, 109 - 118 (2003)).

El cancer de vejiga se divide ampliamente en dos clases, invasivo y superficial. El tipo invasivo penetra en las capas
de tejido subyacente, mientras que el tipo superficial tiende a desarrollarse principalmente en forma de un pdlipo que
crece en la luz de la vejiga.

La identificacion de marcadores especificos para el cancer en la orina puede proporcionar una metodologia valiosa
para el diagnéstico precoz del cancer, dando lugar a un tratamiento precoz y a un prondstico mejorado. Los
marcadores especificos del cancer también proporcionan un medio para monitorizar la progresion de la enfermedad,
permitiendo monitorizar la eficacia de los tratamientos quirdrgicos, radioterapéuticos y quimioterapéuticos. Sin
embargo, para diversos canceres importantes, los marcadores disponibles adolecen de una sensibilidad y una
especificidad insuficientes.

Actualmente el método mas fiable para la deteccion del cancer de vejiga es la cistoscopia acompafada por una
histologia de las lesiones biopsiadas. Sin embargo, esta técnica es larga, invasiva y su sensibilidad es sélo de
aproximadamente el 90 %, lo que significa que aproximadamente el 10 por ciento de los canceres no son detectados
mediante el uso de estos métodos. De entre las metodologias no invasivas, la citologia en orina, que detecta las
células malignas exfoliadas microscopicamente, es el método preferido actualmente. Aunque la citologia tiene una
especificidad de aproximadamente el 95 %, tiene una baja sensibilidad (del 9 - 25 %) para las lesiones de bajo
grado, es extremadamente dependiente de la calidad de la muestra y adolece de una elevada variabilidad entre
observadores.

Mas recientemente se han realizado intentos para detectar marcadores genéticos en las biopsias de vejiga. El
método usado mas habitualmente es el analisis con micromatriz, en el que se expone una matriz que contiene
oligonucledtidos complementarios a las porciones de un posible marcador genético, a una muestra de ARNm o de
ADNCc obtenida a partir de la muestra del paciente. Mediante el uso de estos métodos, numerosos informes recientes
han identificado diversos posibles marcadores para el cancer de vejiga. Sin embargo, la tecnologia de matriz es
relativamente no cuantitativa y es muy variable.

La deteccion de marcadores en sangre o en orina que indiquen la presencia de cancer de vejiga proporciona un
potencial método para la deteccion mejorada de esta enfermedad. Aunque se han realizado pocos progresos en el
desarrollo de marcadores sanguineos para el cancer de vejiga, hay disponibles varios marcadores de proteinas en
orina. Los ensayos de estos marcadores ofrecen una mejor sensibilidad que la citologia pero tienden a adolecer de
una especificidad subodptima debido a que los elevados niveles de estos marcadores también se observan
habitualmente en los pacientes con enfermedades no malignas, que incluyen inflamacion, urolitiasis e hiperplasia
prostatica benigna. Por ejemplo, NMP22, que detecta una proteina de la matriz nuclear especifica, tiene una
sensibilidad del 47 - 87 % y una especificidad del 58 - 91 %. La elevada variabilidad del NMP22 significa que no es
ideal para una deteccion facil y rapida del cancer de vejiga.

Otros ensayos en orina incluyen la amplificacion mediante una RT-PCR de los transcritos génicos, tales como la
enzima telomerasa hTERT a partir de sedimentos celulares de muestras de orina. Los ensayos de RT-PCR ofrecen
el potencial de una elevada sensibilidad, aunque la especificidad de los marcadores existentes para la RT-PCR
sigue sin estar clara.

El documento US2004/0076955 y el documento US 2004/0043436 divulgan métodos para la deteccion del cancer de
vejiga mediante el analisis de los niveles de expresion de marcadores, por ejemplo, en muestras de orina. Hay una
necesidad de herramientas adicionales para la deteccion y el diagndstico precoz del cancer. Esta divulgacion
proporciona métodos, composiciones, kits y dispositivos basados en marcadores del cancer, especificamente en
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marcadores del cancer de vejiga, para ayudar a realizar tanto la deteccion como el diagnéstico precoz del cancer.
Resumen de la invencion

Mediante el uso de una combinacién de un analisis con micromatriz y una reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR), hemos sido capaces de identificar marcadores genéticos especificos que son selectivos para el
cancer de vejiga. En algunas formas de realizacion, hemos averiguado los marcadores que pueden usarse para
diferenciar la fase de un tumor de vejiga, y en otras formas de realizacion, hemos identificado los marcadores que
pueden distinguir los tipos de tumores. En otras formas de realizacion, hemos averiguado inesperadamente que las
combinaciones de dos o mas marcadores pueden proporcionar una deteccion altamente fiable y sensible del cancer
de vejiga. En otras formas de realizacion adicionales mas, hemos identificado marcadores que son muy expresados
por las células del cancer de vejiga pero no por las células sanguineas. Por lo tanto, en muchas formas de
realizacion, los ensayos del cancer de vejiga son inesperadamente mejores que los ensayos de la técnica anterior.

En ciertas formas de realizacion, se usa un analisis con micromatriz para identificar los genes que son altamente
expresados en el tejido tumoral de vejiga en comparacion con un tejido de vejiga no maligno. Estos genes, y las
proteinas codificadas por esos genes, se denominan en el presente documento marcadores tumorales de vejiga
(BTM). Debe apreciarse que el término BTM no requiere que el marcador sea especifico Unicamente para los
tumores de vejiga. Mas bien, la expresion de los BTM puede estar aumentada en otros tipos de tumores, incluyendo
los tumores malignos. También debe entenderse que los BTM incluyen marcadores que no son altamente
expresados en las células sanguineas. En virtud de la toma de muestras de la orina, la expresion de otros tipos de
células habitualmente presentes en las muestras de biopsias de la técnica anterior no estan presentes. El término
BTM también incluye combinaciones de marcadores individuales que son utiles para la deteccién del cancer de
vejiga.

En otras formas de realizacién, se proporcionan métodos para la identificacién de la presencia de marcadores en
muestras, que incluyen una inmunohistoquimica y una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Los
métodos de gPCR tienen una menor tendencia a los artefactos que son habituales en los analisis con micromatriz.
Dichos artefactos incluyen diferencias en el nimero de oligonucledtidos del ligando colocados en los puntos de la
matriz, una unién no uniforme e impredecible de los colorantes a los oligonucleétidos hibridados en un punto de la
matriz, un lavado no uniforme de los materiales no especificos de los puntos de la matriz, y otros problemas.

Algunos de los genes divulgados en el presente documento codifican proteinas que son secretadas por la célula,
escindidas de la célula o liberadas desde una célula tras la muerte celular. Estos transcritos de ARNm y sus
proteinas tienen la utilidad afiadida como marcadores para el diagnostico del cancer de vejiga, o como marcadores
para la monitorizacion de la progresion de una enfermedad establecida. Estos marcadores pueden usarse solos o
combinados entre si. Ademas, otros genes, transcritos de ARN y las proteinas codificadas permanecen dentro o
asociadas a la célula, y pueden usarse solos o junto con los demas como marcadores en la orina.

Las estrategias para el tratamiento del cancer de vejiga superficial y del invasivo pueden ser diferentes. El cancer de
vejiga invasivo requiere una extirpacion quirdrgica mas urgente, y permite menos alternativas de tratamiento de lo
que lo hace el cancer de vejiga de tipo superficial. Por el contrario, el cancer de vejiga superficial puede ser tratado
con éxito con una quimioterapia intravesical o con una inmunoterapia intravesical con el BCG.

Sin embargo, actualmente no hay ningin método que pueda distinguir facilmente y de forma fiable entre las clases
de cancer de vejiga superficial e invasivo sin realizar una cistoscopia. La capacidad para distinguir entre estas clases
mediante el uso de un método no invasivo, tal como un ensayo en orina, permitiria a los profesionales clinicos
seleccionar las estrategias de tratamiento apropiadas sin basarse en la cistoscopia, que es cara, incébmoda y a
menudo poco aceptada por los pacientes.

Inesperadamente hemos averiguado que ciertos marcadores en la orina, en particular aquellos no se encuentran en
la sangre a elevados niveles, cuando se usan en combinacién o solos, pueden proporcionar un diagndstico muy
fiable, sensible y especifico del cancer de vejiga.

Breve descripcion de las figuras

Esta invencion se describe con referencia a las formas de realizacion especificas de la misma y con referencia a
las Figuras, en las que:

La Figura 1 representa una tabla que representa el nimero y el origen de las muestras usadas en el analisis
mediante gPCR.

La Figura 2 representa una tabla de marcadores y de sondas oligonucleotidicas de marcadores para el analisis
mediante gPCR del cancer de vejiga de esta invencion.

La Figura 3 representa una tabla de los BTM identificados mediante el uso de los métodos con micromatriz con
muestras de cancer de vejiga invasivo.

La Figura 4 representa una tabla de los BTM identificados mediante el uso de los métodos con micromatriz con
muestras de cancer de vejiga superficial.

La Figura 5 representa una tabla de los resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo mediante el uso de
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un analisis mediante una PCR cuantitativa para BTM especificos.

Las Figuras 6a - 6af representan histogramas que muestran la frecuencia relativa frente al log2 de los datos del
n° de veces de cambio obtenidos a partir de estudios mediante una PCR cuantitativa de varios marcadores
tumorales de tumores de vejiga invasivos y superficiales. La Figura 6a: SPAGS, invasivo; la Figura 6b: SPAG5,
superficial; la Figura 6¢c: TOP2a, invasivo; la Figura 6d: TOP2a, superficial; la Figura 6e: CDC2, invasivo; la
Figura 6f: CDC2, superficial; la Figura 6 g: ENG, invasivo; la Figura 6h: ENG, superficial; la Figura 6i: IGFBP5,
superficial; la Figura 6j: NOV, superficial; la Figura 6k: NRP1, invasivo; la Figura 6l: NRP1, superficial; la Figura
6m: SEMAS3F, superficial; la Figura 6n: EGFLS, invasivo; la Figura 6o: EGFL6, superficial; la Figura 6p: MGP,
invasivo; la Figura 6g: SEM2, invasivo; la Figura 6r: SEM2, superficial; la Figura 6s: CHGA, invasivo; y Figura 6t:
CHGA, supefficial; la Figura 6u: BIRCS5, invasivo; la Figura 6v: BIRC5, superficial; la Figura 6w: UBE2C, invasivo;
la Figura 6x: UBE2C, superficial; la Figura 6y: HoxA13, invasivo; la Figura 6z: HoxA13, superficial; la Figura 6aa:
MDK, invasivo; la Figura 6ab: MDK, superficial; la Figura 6ac: Thilo, invasivo; la Figura 6ad, Thy1, superficial; la
Figura 6ae: SMC4L1, invasivo; 6af: SMC4L1, superficial.

La Figura 7 representa una tabla de los resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo mediante el uso de
un analisis mediante una PCR cuantitativa para BTM especificos mediante el uso de muestras de orina.

La Figura 8 representa graficas de cajas y bigotes que muestran la acumulacion relativa de los marcadores de
cancer de vejiga en la orina de pacientes y de controles sanos. Los datos se muestran emparejados para cada
uno de los doce BTM; la caja superior de cada par representa las muestras de orina de pacientes de control
sanos, y la caja inferior representa las muestras de orina de los pacientes con cancer de vejiga. Las cajas
definen los percentiles 25°, 50° y 75°. Todos los datos son el log2 del n° de veces de cambio con respecto a la
mediana del control sano. Los puntos representan los valores atipicos.

La Figura 9 representa un grafico de barras de un analisis mediante una PCR cuantitativa del ARN total extraido
a partir de sangre completa en comparacion con el ARN de tejido de cancer de vejiga.

La Figura 10 representa la mediana de la sobreacumulacion de los transcritos de los marcadores en la orina de
los pacientes con cancer de vejiga. Los log2 de la diferencia entre los pacientes y los controles sanos, y los
pacientes y los controles no malignos, se muestran por separado.

La Figura 11 representa graficas de cajas y bigotes que muestran la sobrerrepresentacion de los transcritos de
los marcadores en la orina de pacientes con cancer en comparacion con los controles sanos y no malignos. Las
cajas definen los percentiles 25°, 50° y 75°. Todos los datos son relativos a la mediana de los controles sanos.
Las cajas con un relleno de puntos se corresponden con las muestras de los sujetos sanos. Las cajas con un
relleno sombreado se corresponden con las muestras de los pacientes con una enfermedad uroldgica no
maligna, y las cajas rellenas de trazos discontinuos se corresponden con las muestras de pacientes con cancer
de vejiga. a. HOXA13; b. IGFBP5; c. MDK; d. MGP; e NRP1; f. SEMAS3F; g. SMC4L1; h. TOP2A; i. UBE2C. Los
puntos representan los valores atipicos.

Las Figuras 12a - 12b representan histogramas que muestran el nimero de marcadores con una mayor
expresion que el percentil 95° de la expresion mediana normal para tumores del tipo invasivo y superficial,
respectivamente. Los resultados se basan en los datos de la qPCR para 12 marcadores, y se muestran por
separado para cada muestra tumoral.

Las Figuras 13a - 13b representan las tablas que muestran el efecto de multiples marcadores sobre la capacidad
para discriminar de forma precisa entre tejido tumoral y tejido no maligno. La tabla se ha construido a partir de las
distribuciones normales derivadas de los datos de la gPCR. La Figura 13a representa el efecto de multiples
marcadores sobre la capacidad para discriminar de forma precisa entre tejido de cancer de vejiga invasivo y
tejido no maligno con una especificidad del 95 %. La Figura 13b representa el efecto de multiples marcadores
sobre la capacidad para discriminar de forma precisa entre tejido de cancer de vejiga superficial y tejido no
maligno con una especificidad del 95 %.

Las Figuras 14a - 14b representan tablas que muestran la sensibilidad de las combinaciones de marcadores para
el carcinoma invasivo de células de transicion (TCC) con una especificidad del 95 %, calculada a partir de las
distribuciones normales de los datos de la gPCR. La Figura 14a: carcinoma invasivo de células de transicion
(TCC). La Figura 14b: TCC superficial.

Las Figuras 15 representa una tabla que muestra el efecto de multiples marcadores sobre la capacidad para
discriminar de forma precisa entre muestras de orina obtenidas a partir de pacientes con cancer de vejiga (TCC)
y muestras de orina de pacientes con enfermedades uroldgicas no malignas. La tabla se ha construido a partir de
la distribucién normal de los datos obtenidos a partir de un analisis de la orina mediante una gPCR.

La Figura 16 representa una tabla que muestra la sensibilidad de una combinacién de marcadores en orina para
la deteccion del TCC con una especificidad del 95 %, calculada a partir de distribucion normal de los datos de la
qPCR de la orina.

La Figura 17 representa graficas de cajas y bigotes que muestran las proporciones de los BTM en el ARN
extraido de la orina de pacientes con ambos canceres de vejiga superficial e invasivo. Las cajas definen los
percentiles 25°, 50° y 75°. Las cajas sombreadas en gris representan las muestras de pacientes con un cancer
de vejiga superficial, y las cajas rayadas representan las muestras de pacientes con un cancer de vejiga invasivo.
a. combinacion TOP2A / HOXA13; b. combinacién TOP2A / IGFBP5; y c. combinaciéon TOP2A / SEMA3F. Los
puntos representan los valores atipicos.

La Figura 18 representa graficas de cajas y bigotes que muestran las proporciones de los BTM en la orina de
pacientes con cancer de vejiga en diferentes estadios. Las cajas definen los percentiles 25°, 50° y 75°. Las cajas
con el relleno de puntos se corresponden con las manchas de los pacientes con tumores superficiales, y las
cajas sombreadas en gris se corresponden con las muestras de los pacientes con tumores invasivos en fase 1y
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las cajas rayadas se corresponden con las muestras de pacientes con tumores en fase 2 - 3: a. combinacion
TOP2A / HOXA13; b. combinacion TOP2A / IGFBP5; y c. combinacion TOP2A / SEMA3F. Los puntos
representan los valores atipicos.

La Figura 19 representa graficas de cajas y bigotes que muestran las proporciones de los BTM en el ARN
extraido de ambos tumores de vejiga superficial e invasivo. Las cajas definen los percentiles 25°, 50°y 75°. Las
cajas sombreadas en gris representan las muestras de tumores de vejiga superficiales, y las cajas rayadas
representan las muestras de tumores de vejiga invasivos: a. combinacion TOP2A / HOXA13, b. combinacion
TOP2A / IGFBPS5, y c. combinacion TOP2A / SEMAS3F. Los puntos representan los valores atipicos.

La Figura 20 representa graficas de cajas y bigotes que muestran una combinacién de marcadores para su
aplicacion en la deteccion del cancer de vejiga. Las graficas muestran la sobrerrepresentacion de un grupo de
cuatro marcadores en la orina de pacientes con cancer en comparacion con los controles sanos y no malignos.
Las cajas definen los percentiles 25°, 50° y 75°. Todos los datos son relativos a la mediana del control sano. Las
cajas con el relleno de puntos se corresponden con las muestras de los sujetos sanos. Las cajas con un relleno
sombreado en gris se corresponden con las muestras de pacientes con una enfermedad uroldgica no maligna, y
las cajas con un relleno rayado se corresponden con las muestras de pacientes con un cancer de vejiga: a.
HOXA13, b. MGP: c. SEMASF, y d. TOP2A. Los puntos representan los valores atipicos.

La Figura 21 representa graficas de cajas y bigotes que muestran una combinaciéon de marcadores para la
determinacion del tipo histoldgico del cancer de vejiga. Las representaciones muestran las proporciones de los
BTM en el ARN extraido de de la orina de pacientes con ambos canceres de vejiga superficial e invasivo. Las
cajas definen los percentiles 25°, 50° y 75°. Las cajas sombreadas en gris representan las muestras de pacientes
con un cancer de vejiga superficial, y las cajas rayadas representan las muestras de pacientes con un cancer de
vejiga invasivo: a. combinacién TOP2A / SEMA3F, b. combinacion TOP2A / HOXA13. Los puntos representan
los valores atipicos.

Descripcion detallada
Definiciones

Antes de describir con detalle las formas de realizacion de la invencion, sera util proporcionar algunas definiciones
de los términos segun se usan en el presente documento.

El término "marcador" significa una molécula que esta asociada cuantitativamente o cualitativamente con la
presencia de un fendmeno biolégico. Algunos ejemplos de "marcadores” incluyen un gen, un fragmento de gen, un
ARN, un fragmento de ARN, una proteina o un fragmento de proteina, los metabolitos relacionados, los
subproductos u otras moléculas identificadoras, tanto si estan directamente como indirectamente relacionadas con el
mecanismo subyacente de un fenémeno.

El término "sensibilidad" significa la proporcion de individuos con una enfermedad que dan positivo en el ensayo. Por
lo tanto, un aumento en la sensibilidad significa menos resultados falsos negativos en el ensayo.

El término "especificidad" significa la proporcion de individuos sin la enfermedad que dan negativo en el ensayo. Por
lo tanto, un aumento en la especificidad significa menos resultados falsos positivos en el ensayo.

El término "BTM" o "marcador tumoral de vejiga" o "miembro de la familia de BTM" significa un marcador que esta
asociado con el cancer de vejiga. El término BTM también incluye combinaciones de marcadores individuales, cuya
combinacion mejora la sensibilidad y la especificidad en la deteccion del cancer de vejiga. En algunas secciones de
esta solicitud, el término BTM puede incluir UBTM (definido en el presente documento) por conveniencia. Algunos
ejemplos no limitantes de BTM estan incluidos en las Figuras 3 y 4 del presente documento.

Un BTM puede ser identificado mediante la extraccion del ARN de una muestra de tejido de un paciente sospechoso
de padecer cancer de vejiga, la aplicacion del ARN a una micromatriz que tiene varios oligonucleétidos en la misma,
permitiendo que el ARN de la muestra hibride con los oligonucleétidos de la matriz, y cuantificando después el nivel
del ARN unido en cada punto de la matriz. Se considera que un marcador es un BTM si su presencia esta por
encima del umbral de al menos aproximadamente 1,2 veces el que se encuentra en el tejido normal no maligno
mediante el uso de métodos con micromatrices. Como alternativa, el umbral puede estar por encima de
aproximadamente 2 veces lo normal, de aproximadamente 3 veces mas de lo normal, de 4 veces o incluso de
aproximadamente 5 veces mas de lo normal. Por "normal" queremos significar mas del percentil 90° de la poblacién
normal. En otros casos, normal puede significar un nivel de presencia del percentil 95° (es decir, aproximadamente 2
desviaciones tipicas (DT) de la media), y en otros casos, mayor de aproximadamente del percentil 97,5° (es decir,
aproximadamente 3 DT) o del percentil 99°.

En otros casos adicionales mas, puede elegirse un BTM que esté presente en un tejido tumoral pero que no esté
presente en la sangre en un grado sustancial. Por "grado sustancial" queremos significar que la cantidad de tejido
tumoral es de al menos aproximadamente 5 ciclos mas, medida mediante una gPCR, que la cantidad que se
encuentra en la sangre.

El término "UBTM" o "marcador tumoral de la vejiga urinaria" o "miembro de la familia de UBTM" significa un
marcador BTM que se encuentra en la orina que esta asociado con el cancer de vejiga pero que no incluye TOP2A,
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MDK ni BIRCS5. El término UBTM también incluye combinaciones de dos marcadores y combinaciones de tres
marcadores, cuya combinacion mejora la sensibilidad y la selectividad en la deteccion del cancer de vejiga en
muestras de orina. Algunos ejemplos no limitantes de UBTM estan incluidos en las Figuras 14a y 14b del presente
documento.

En otros casos, un UBTM puede ser identificado en la orina mediante el uso de métodos con micromatrices o
mediante el uso de métodos de gPCR mediante el uso de un cebador directo, un cebador inverso y una sonda
elegidos segun el marcador que se va a evaluar. El umbral para la deteccion del cancer de vejiga en la orina puede
ser mayor que el nivel del marcador en la orina de sujetos normales que tienen cancer de vejiga en
aproximadamente 1 ciclo (2 veces), 2 ciclos (4 veces), 3 ciclos (8 veces), 4 ciclos (16 veces), 5 ciclos (32 veces) o
mas.

El término "gPCR" significa una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa.

El término "expresion"” incluye la produccion del ARNm a partir de un gen o de una porcién de un gen, e incluye la
produccion de una proteina codificada por un ARN o por un gen o una porcion de un gen, e incluye la aparicion de
un material detectable asociado con la expresion. Por ejemplo, la unién de un ligando de unién, tal como un
anticuerpo, a un gen u otro oligonucleétido, de una proteina o de un fragmento de proteina, y la visualizacion del
ligando de unién, estan incluidas en el ambito del término "expresion." Por lo tanto, el aumento en la densidad de un
punto en la membrana, tal como de una inmunotransferencia Western, esta incluido en el término "expresion" de la
molécula bioldgica subyacente.

El término "tasa de expresion" significa un cambio dependiente del tiempo en la cantidad de un transcrito o de una
proteina.

El término "sobreexpresién” se usa cuando la tasa de expresiéon de un marcador en una célula o en un tipo celular es
mayor de que el de otra célula o tipo celular para un periodo de tiempo definido.

El término "acumulacion” significa un aumento en la cantidad de un marcador en una muestra en comparacion con
un valor medio normal. Por "aumento en la cantidad" queremos significar que la cantidad de marcador es mayor que
el percentil 90°, 95°, 97,5° 99°, o mayor que el percentil del intervalo normal en al menos aproximadamente 1,2
veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces cuando se mide mediante el uso de métodos con micromatrices. Cuando
se mide mediante el uso de una qPCR, un "aumento en la cantidad" significa la cantidad de marcador que es mayor
que el percentil 90°, 95°, 97,5° o0 99° del intervalo normal en al menos aproximadamente 1 ciclo (2 veces), 2 ciclos (4
veces), 3 ciclos (8 veces), 4 ciclos (16 veces), 5 ciclos (32 veces) o mas.

Una acumulacion incluye un aumento en la cantidad de marcador en una célula (en una base por célula) o puede
significar un aumento en el niumero de células de una muestra que tienen el marcador en particular. Por lo tanto, una
acumulacion puede significar un aumento en la cantidad total de un marcador en la orina (en una base por volumen)
en comparacion con una afeccién no caracterizada por el cancer de vejiga. Una acumulacion también puede reflejar
un aumento en la tasa de expresion de un BTM en un tipo celular dado, y/o un aumento en el nimero de células que
expresan un BTM a la tasa de expresion normal. Ademas, una acumulacion también puede reflejar el ARNm libre
presente debido a la pérdida de la integridad de la membrana celular o a la muerte y la destruccion de células.

Descripcion de las formas de realizacion de la invencion

Se proporcionan marcadores para la deteccion y la evaluacion de tumores, incluyendo el de vejiga. Se ha
averiguado que numerosos genes Yy proteinas estan asociados con los tumores de vejiga. Los analisis con
micromatrices de las muestras tomadas de pacientes con tumores de vejiga y de muestras no malignas de urotelio
normal han conducido al sorprendente descubrimiento de que en muchos tumores de vejiga, los patrones
especificos de sobreexpresion de ciertos genes, o la acumulacién de los productos de los genes en la orina, estan
asociados con la enfermedad. Lo mas sorprendente es que estos marcadores que se han aislado estan presentes a
unos niveles elevados en las muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga, pero estan presentes a unos
niveles bajos en los individuos sanos y, en particular, en los individuos con enfermedades uroldgicas no malignas,
incluyendo aquellos que muestran hematuria. La deteccion de los marcadores, por ejemplo, de los productos
génicos (por ejemplo, de oligonucleodtidos tales como el ARNm) y de las proteinas y los péptidos traducidos a partir
de los oligonucledtidos, son por lo tanto indicativos de la presencia de un tumor, especialmente de un tumor de
vejiga.

Puede apreciarse que el nivel de un marcador en particular o de un conjunto de marcadores puede depender de la
cantidad de orina producida en comparacién con la cantidad del marcador presente. Por lo tanto, en unas
condiciones caracterizadas por una produccion de orina reducida (por ejemplo, un volumen de orina reducido), la
concentracion del marcador puede estar aumentada, pero puede no reflejar el cancer de vejiga. Por lo tanto, en
algunas formas de realizacion, la cantidad de un marcador puede ser corregida segun la produccion total de orina
durante un tiempo dado. Como alternativa, la concentracion del marcador puede ser corregida segun el nimero total
de células en la muestra de orina, y en otras formas de realizacién puede ser corregida segun las proteinas totales
presentes en la orina. Por otro lado, un aumento en la produccién de la orina puede diluir un marcador tumoral, y por
lo tanto tiende a enmascarar la presencia del cancer de vejiga. Dichas situaciones pueden estar asociadas con un
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aumento en la ingesta de agua, una disminucién en la ingesta de sal, un aumento en el uso de diuréticos o la
supresion en la produccion o en la actividad de la hormona antidiurética.

En algunas formas de realizacion se puede medir la funcidon renal mediante el uso de métodos conocidos en la
materia. Estos incluyen, a modo de ejemplo, la mediciéon del aclaramiento de creatinina. Sin embargo, puede
apreciarse que existen muchos métodos adecuados para la medicién de la funcién renal. En las afecciones en las
que se encuentra una funcion renal anormal, puede ajustarse la acumulacién medida de un marcador mediante el
uso de las correcciones apropiadas. Por lo tanto, el cancer de vejiga puede ser diagnosticado de forma mas precisa.

Los marcadores del cancer pueden ser detectados en una muestra mediante el uso de cualquier técnica adecuada,
y puede incluir, pero no se limita a, sondas oligonucleotidicas, una qPCR o anticuerpos creados contra los
marcadores del cancer.

Se apreciara que la muestra que va a ser ensayada no esta restringida a una muestra del tejido sospechoso de ser
un tumor. El marcador puede ser secretado en el suero, descamado de las membranas celulares o estar asociado
con células perdidas en la orina. Por lo tanto, una muestra puede incluir cualquier muestra corporal, e incluye
sangre, suero, lavados peritoneales, liquido cefalorraquideo, muestras de orina y de heces. En los métodos de la
invencion segun se definen en las reivindicaciones anexas, la muestra ensayada es una muestra de orina.

La deteccidon de un marcador de cancer en una muestra sera indicativa de la presencia de un tumor en ese sujeto.
Sin embargo, se apreciara que mediante el analisis de la presencia y de las cantidades de expresién de una
pluralidad de marcadores de cancer, la sensibilidad del diagndstico aumentara y disminuira la frecuencia de
resultados falsos positivos y/o falsos negativos. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, para aumentar
tanto la deteccion como el diagnéstico precoz del cancer pueden usarse multiples marcadores.

Metodologias generales para la deteccion del cancer

Las siguientes metodologias son métodos no limitantes que pueden usarse para la deteccién del cancer, incluyendo
el cancer de vejiga, mediante el uso de miembros de la familia de BTM o de UBTM.

Métodos de hibridacion que usan sondas de acidos nucleicos selectivas para un marcador

Estos métodos implican la unién de la sonda de acido nucleico a un soporte y la hibridacién, en condiciones
apropiadas, con un ARN o con un ADNc derivado de la muestra de prueba (Sambrook, J., E Fritsch, E. y T Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)). Estos
métodos pueden ser aplicados a un BTM o a un UBTM segun sea apropiado, derivado de un tejido tumoral o de una
muestra de fluido. Las preparaciones de ARN o de ADNc normalmente se marcan con una molécula fluorescente o
radiactiva para permitir la deteccion y la cuantificacion. En algunas aplicaciones, el ADN hibridante puede ser
marcado con una estructura de marcaje ramificada fluorescente para mejorar la intensidad de la sefal (Nolte, F. S.,
Branched DNA signal amplification for direct quantitation of acid nucleic sequences in clinical specimens. Adv. Clin.
Chem. 33, 201 - 35 (1998)). El marcaje no hibridado se elimina mediante un lavado intensivo con soluciones bajas
en sal tales como 0,1 x SSC, 0,5 % de SDS antes de cuantificar la cantidad de hibridacién mediante una deteccion
por fluorescencia o una densitometria de las imagenes del gel. Los soportes pueden ser sélidos, tales como
membranas de nailon o de nitrocelulosa, o consistir en microesferas que se hibridan cuando estan en una
suspension liquida. Para permitir el lavado y la purificacion, las microesferas pueden ser magnéticas (Haukanes, B-I
y Kvam, C., Application of magnetic beads in bioassays. Bio/Technology 11, 60 - 63 (1993)) o estar marcadas con
fluorescencia para permitir una citometria 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 variacion de la tecnologia de hibridacion es el ensayo QuantiGene Pl ex® (Genospectra, Fremont) que combina
un soporte con microesferas fluorescentes con una amplificacién de la sefial del ADN ramificado. Otra variaciéon mas
de la tecnologia de hibridaciéon es el ensayo Quantikine® mRNA (R&D Systems, Minneapolis). La metodologia es
segun se describe en las instrucciones del fabricante. En resumen, el ensayo usa sondas de hibridacion
oligonucleotidicas conjugadas con Digoxigenina. La hibridacion se detecta mediante el uso de anticuerpos anti-
Digoxigenina acoplados a fosfatasa alcalina en ensayos colorimétricos.

Otros métodos adicionales son bien conocidos en la materia y no necesitan describirse adicionalmente en el
presente documento.

PCR cuantitativa (QPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR) puede llevarse a cabo en muestras tumorales, en muestras de suero, de plasma y de
orina, mediante el uso de cebadores y de sondas especificos para los BTM. En unas reacciones controladas, la
cantidad de producto formado en una reaccion de PCR (Sambrook, J., E Fritsch, E. y T Maniatis, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual 32. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)) se correlaciona con la
cantidad del molde de partida. La cuantificacion del producto de la PCR puede realizarse deteniendo la reaccion de
PCR cuando esta en una fase logaritmica, antes de que los reactivos se vuelvan limitantes. Entonces los productos
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de la PCR se someten a electroforesis en geles de agarosa o de poliacrilamida, tefiidos con bromuro de etidio o una
tincion del ADN comparable, y la intensidad de la tincién se mide mediante una densitometria. Como alternativa,, la
progresion de una reaccion de PCR puede medirse mediante el uso de maquinas de PCR tales como la Prism 7000
de Applied Biosystems o el Roche LightCicler, que miden la acumulaciéon de producto en tiempo real. La PCR en
tiempo real mide la fluorescencia de los colorantes intercalados en el ADN, tales como Sybr Green en el producto
sintetizado en la PCR, o la fluorescencia liberada por una molécula indicadora cuando es escindida de una molécula
inactivadora; la molécula indicadora y la inactivadora estan incorporadas en una sonda oligonucleotidica que hibrida
con la molécula de ADN diana después de la extension de la hebra de ADN a partir de los oligonucledtidos
cebadores. La sonda oligonucleotidica es desplazada y degradada por la acciéon enzimatica de la polimerasa Taq en
el siguiente ciclo de la PCR, liberando la molécula indicadora de la inactivadora.

En algunas formas de realizacion, un conjunto de cebador directo, cebador inverso y sonda incluye la ID. SEC. N°: 1,
la ID. SEC. N°: 14 y la ID. SEC. N°: 27 respectivamente. Como alternativa, algunos conjuntos incluyen la ID. SEC.
N°: 2, la ID. SEC. N°: 15 y la ID. SEC. N° 28, respectivamente. En otras formas de realizacion, algunos conjuntos
incluyen la ID. SEC. N°: 3, la ID. SEC. N°: 16 y la ID. SEC. N°: 29 respectivamente, la ID. SEC. N°: 4, la ID. SEC. N°:
17 y la ID. SEC. N°: 30 respectivamente, la ID. SEC. N°: 5, la ID. SEC. N° 18 y la ID. SEC. N°: 3l respectivamente,
laID. SEC. N°: 6, la ID. SEC. N°: 19y la ID. SEC. N°: 32 respectivamente, la ID. SEC. N°: 7, la ID. SEC. N°: 20y la
ID. SEC. N°: 33 respectivamente, la ID. SEC. N°: 8, la ID. SEC. N°: 2| y la ID. SEC. N°: 34 respectivamente, la ID.
SEC. N°: 9, la ID. SEC. N° 22 y la ID. SEC. N°: 35 respectivamente, la ID. SEC. N°: 10, la ID. SEC. N° 23 y la ID.
SEC. N°: 36 respectivamente, la ID. SEC. N°: 11, la ID. SEC. N°: 24 y la ID. SEC. N°: 37 respectivamente, la ID.
SEC. N° 12, 1a ID. SEC. N°: 25 y la ID. SEC. N°: 38 respectivamente y la ID. SEC. N°: 13, la ID. SEC. N°: 26 y la ID.
SEC. N°: 39 respectivamente.

Ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA)

De forma resumida, en los ensayos de ELISA en sandwich se une un anticuerpo policlonal o monoclonal contra el
BTM / UBTM a un soporte solido (Crowther, J. R. The ELISA guidebook. Human Press: Nueva Jersey (2000);
Harlow, E. y Lane, D., Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring
Harbor (1999)) o a microesferas en suspension. Otros métodos son conocidos en la materia y no necesitan ser
descritos adicionalmente en el presente documento. Los anticuerpos monoclonales pueden derivar de un hibridoma
o elegirse de entre genotecas de anticuerpos de 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)). Los sitios de union no especifica se
bloquean con preparaciones de proteina no diana y detergentes. El anticuerpo de captura se incuba después con
una preparacion de la orina o del tejido que contiene el antigeno BTM / UBTM. La mezcla se lava antes de incubar el
complejo anticuerpo / antigeno con un segundo anticuerpo que detecta el BTM / UBTM diana. El segundo anticuerpo
normalmente esta conjugado con una molécula fluorescente u otra molécula indicadora que puede detectarse con
una reaccion enzimatica, o con un tercer anticuerpo conjugado con un indicador (Crowther, Id.). Como alternativa, en
los ensayos ELISA directos, la preparacion que contiene el BTM / UBTM puede unirse al soporte o a la microesfera,
y el antigeno diana puede detectarse directamente con un conjugado de anticuerpo-marcador (Crowther, 1d.).

En la materia se conocen bien métodos para la produccién de anticuerpos monoclonales y de antisueros policlonales
y en el presente documento no es preciso que se describan adicionalmente.

Inmunohistoquimica

La identificacion y localizacion de los marcadores tumorales pueden realizarse mediante el uso de anticuerpos anti-
marcador en tumores de vejiga, nédulos linfaticos o metastasis distantes. Dichos métodos también pueden usarse
para detectar, por ejemplo, cancer colorrectal, pancreatico, ovarico, melanoma, de higado, de esoéfago, de
estomago, de endometrio y de cerebro.

En general, los BTM pueden detectarse en los tejidos mediante el uso de inmunohistoquimica (Harlow, E. y Lane,
D., Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)). En
resumen, las muestras de tejido incluidas en parafina o incluidas en OCT congeladas se cortan en secciones de 4 -
8 um en portas de vidrio, se fijan y se permeabilizan, después se incuban con un anticuerpo primario monoclonal o
policlonal contra el BTM. El anticuerpo primario puede conjugarse con una molécula de deteccion o indicadora para
la deteccion directa del antigeno, o como alternativa, el propio anticuerpo primario puede ser detectado con un
segundo anticuerpo conjugado con una molécula indicadora o de deteccion. Después del lavado y de la activacion
de cualquier molécula indicadora, la presencia del BTM puede visualizarse al microscopio.

Los métodos también pueden usarse para la inmunodeteccién de miembros de la familia del marcador en el suero o
en el plasma de pacientes con cancer de vejiga, tomados antes y después de la cirugia para eliminar el tumor, para
la inmunodeteccion de miembros de la familia del marcador en pacientes con otros canceres que incluyen, pero no
se limitan a, colorrectal, pancreatico, ovarico, melanoma, de higado, de eséfago, de estdmago, de endometrio y de
cerebro, y para la inmunodeteccion de miembros de la familia del marcador en la orina y en las heces de pacientes
con cancer de vejiga.

Los BTM y los UBTM también pueden ser detectados en los tejidos o en la orina mediante el uso de otras técnicas
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de inmunodeteccion habituales tales como la inmunotransferencia o la inmunoprecipitacion (Harlow, E. y Lane, D.,
Using antibodies: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)). En la
inmunotransferencia preparaciones de proteinas procedentes de tejidos o de fluidos que contienen el BTM / UBTM
se someten a electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes o no desnaturalizantes.
Después, las proteinas se transfieren a un soporte de membrana tal como de nailon. Después el BTM / UBTM se
hace reaccionar directa o indirectamente con anticuerpos monoclonales o policlonales segin se describi6é para la
inmunohistoquimica. Como alternativa, en algunas preparaciones, las proteinas pueden ser manchadas
directamente sobre las membranas sin una separacion electroforética previa. La sefial puede ser cuantificada
mediante una densitometria.

En la inmunoprecipitacion se incuba una preparacion soluble que contiene el BTM o el UBTM con un anticuerpo
monoclonal o policlonal contra el BTM / UBTM. La reaccién se incuba entonces con microesferas inertes hechas de
agarosa o de poliacrilamida con proteina A o proteina G unida covalentemente. Las microesferas de proteina Ao G
interactuan especificamente con los anticuerpos que forman un complejo inmovilizado de anticuerpo-BTM / UBTM-
antigeno unido a la microesfera. Después de un lavado, el BTM / UBTM unido puede ser detectado y cuantificado
mediante una inmunotransferencia o un ELISA.

Analisis de los datos de la matriz o de la qPCR mediante el uso de ordenadores

Se recogen los datos primarios y el analisis del n° de veces de cambio se realiza mediante la comparacién de los
niveles de expresion génica del tumor de vejiga con la expresion de los mismos genes en tejido no tumoral. Se
proporciona un umbral para concluir que la expresidon estd aumentada (por ejemplo, un aumento de 1,5 x, un
aumento de 2 veces, y en formas de realizacion alternativas, un aumento de 3 veces, un aumento de 4 veces o un
aumento de 5 veces). Puede apreciarse que pueden elegirse otros umbrales para concluir que se ha producido un
aumento en la expresion sin desviarse del ambito de esta invencién. Un analisis adicional de la expresion génica del
tumor incluye el emparejamiento de aquellos genes que muestran un aumento en la expresion con los perfiles de
expresion de tumores de vejiga conocidos, para proporcionar un diagnostico de los tumores.

Uso de BTM y de UBTM para monitorizar la progresion de las terapias del TCC

Ademas de un diagnostico rapido y una deteccion precoz del TCC, los marcadores BTM y UBTM detectados en
tejido, suero u orina pueden usarse para monitorizar la respuesta de un paciente a la terapia. En estas aplicaciones
pueden tomarse muestras de orina y/o de suero a unos intervalos después del inicio de la quimioterapia, de la
radioterapia o de la inmunoterapia sistémica, intravesical o intravascular. Un descenso en la acumulacién del
marcador puede indicar una reduccion en el tamafo del tumor, indicativa de un tratamiento eficaz. La tasa de
descenso puede usarse para predecir las dosis terapéuticas dptimas para cada paciente o tratamiento.

Los marcadores evaluados se eligen de entre genes humanos conocidos. Los genes evaluados estan indicados en
las Figuras 3 y 4. En las Figuras 3 y 4 estan incluidos en nombre del gen, el identificador HUGO, el numero del oligo
MWG, el numero de la secuencia de referencia del ARNm NCBI y el nimero de referencia de la proteina. Las
secuencias completas pueden encontrarse en http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/.

Los marcadores identificados como utiles para el diagndstico y la evaluacion del cancer de vejiga estan identificados
en la Figura 2 y en la Lista de Secuencias anexa a esta solicitud.

Aspectos de la invencion

Por lo tanto, en ciertos aspectos, esta invencién incluye métodos para la deteccion del cancer de vejiga, que
comprenden la deteccién de la acumulacion de un miembro de la familia de UBTM en la orina segun se define en las
reivindicaciones anexas.

En otros aspectos, el miembro de la familia de UBTM no esta asociado a la sangre en un grado sustancial.
En algunos aspectos adicionales, el UBTM se elige de entre el grupo mostrado en las Figuras 3 o 4.

Adicionalmente, en ciertos aspectos, la etapa de deteccién se realiza mediante la detecciéon de la acumulacién del
ARNmM del BTM o del UBTM.

En algunos aspectos, la etapa de deteccion se realiza mediante el uso de una micromatriz.

En otros aspectos, la etapa de deteccion se realiza mediante el uso de una reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa o métodos de hibridacion.

En algunos aspectos adicionales, la etapa de deteccion se realiza mediante la deteccidon de la acumulacién de una
proteina del UBTM.

En algunos aspectos adicionales mas, la etapa de deteccion se realiza mediante la deteccién de la acumulacion de
un péptido del UBTM.
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En algunos de estos aspectos, la etapa de deteccion se realiza mediante el uso de un anticuerpo UBTM que puede
ser policlonal o monoclonal.

En algunos aspectos adicionales, un método incluye la deteccion de la acumulacién de dos o mas miembros de la
familia de UBTM en dicha muestra.

En ciertos de estos aspectos adicionales, un método implica la deteccién de TOP2A, de MDK o de BIRC5.

Algunos aspectos adicionales mas incluyen la deteccién de uno o mas pares de marcadores elegidos de entre el
grupo que consiste en TOP2A-HOXA13, TOP2A-IGFBP5 y TOP2A-SEMAGSF.

En otros aspectos de esta invencién, un método para la deteccion del cancer de vejiga comprende la deteccion de la
acumulacion de una combinacion de dos o mas miembros de la familia de BTM elegidos de entre las Figuras 14a o
14b en una muestra bioldgica de un paciente sospechoso de padecer cancer de vejiga.

En algunos de estos aspectos, la muestra bioldgica se elige de entre el grupo que consiste en sangre, suero,
plasma, tejido, orina, heces, liquido cefalorraquideo y lavado peritoneal.

Algunos aspectos adicionales mas incluyen anticuerpos especificos para un BTM o para un UBTM, y métodos para
su produccion, bien como anticuerpos policlonales o0 monoclonales.

En ciertos de estos aspectos puede dirigirse un anticuerpo monoclonal hacia un BTM o un UBTM y se elige del
grupo mostrado en las Figuras 3 o0 4.

En otro de estos aspectos, un método comprende adicionalmente otro anticuerpo dirigido contra otro BTM o UBTM.

Algunos aspectos adicionales de esta invencion incluyen dispositivos para la deteccion de un BTM, que comprenden
un sustrato que tiene una combinacion de reactivos de captura del BTM o del UBTM en el mismo, eligiéndose la
combinacion de las Figuras 14a o 14b; y un detector asociado a dicho sustrato, siendo el detector capaz de detectar
dicha combinacién de BTM o UBTM asociada a dichos reactivos de captura.

En ciertos de estos aspectos, un reactivo de captura comprende un oligonucleétido.
En algunos aspectos adicionales, un reactivo de captura comprende un anticuerpo.
En algunos aspectos, un BTM o un UBTM se elige del grupo especificado en las Figuras 3 o0 4.

Esta divulgacion también incluye un kit para la deteccion del cancer, que comprende un sustrato; una combinacion
de, al menos, dos reactivos de captura de BTM o de UBTM en el mismo, eligiéndose la combinacién de las Figuras
14a o 14b; e instrucciones para su uso.

Algunos kits incluyen reactivos de captura que son oligonucledtidos especificos para el BTM o para el UBTM, o
anticuerpos especificos para el BTM.

En algunos kits, los BTM o los UBTM se eligen de entre el grupo representado en las Figuras 3 o0 4.
En ciertos kits, un marcador se elige de entre el grupo que consiste en IGFBP5, MGP, SEMA3F y HOXA13.

Algunos aspectos adicionales incluyen métodos para la deteccion de la presencia del cancer de vejiga, que
comprenden la determinacion de la presencia en una muestra de orina de uno o mas marcadores elegidos de entre
el grupo que consiste en BIRC2, CDC2, HOXA13, IGFBP5, MDK, MGP, NOV, NRP1, SEMA3F, SPAG5, TOP2A, y
en el que dicho marcador no esta sustancialmente presente en la sangre.

Otros aspectos de esta divulgacion incluyen métodos para distinguir una enfermedad de vejiga maligna de una
enfermedad de vejiga no maligna, que comprenden la determinacion de la acumulacion en dicha orina del paciente
de uno o mas marcadores elegidos de entre el grupo que consiste en HOXA13, IGFBP5, MDK, MGP, NRP1,
SEMA3F, SMC4L1, TOP2A y UBE2C; y la determinacion de las proporciones de dichos marcadores en dicha
muestra, estando la proporcion asociada con la presencia del cancer de vejiga.

En ciertos de estos aspectos, los métodos comprenden la medicion de la acumulacion de al menos un segundo BTM
en la orina.

En algunas de estas formas de realizacion, un primer marcador es TOP2A y un segundo marcador se elige de entre
el grupo que consiste en HOXA13, IGFBP5 y SEMAS3F.

En algunos aspectos adicionales, los métodos incluyen la correlacion de una proporciéon de la acumulacion de los
marcadores como indicativo del cancer de vejiga superficial, del cancer de vejiga invasivo en fase 1 o del cancer de
vejiga invasivo en fase 2 - 3.
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En algunos aspectos adicionales mas, esta divulgacion incluye métodos para la determinacion de la eficacia de la
terapia para el cancer de vejiga, que comprenden la comparacion de la presencia de uno o mas marcadores
elegidos de las Figuras 3 o 4 en una primera muestra de un paciente, con la presencia de uno o mas marcadores
elegidos de las Figuras 3 o0 4 en una segunda muestra de un paciente después de un periodo de tratamiento.

Segun se describe en el presente documento, la deteccion de los tumores puede llevarse a cabo mediante la
medicion de la expresion de uno o mas marcadores tumorales. Inesperadamente se ha averiguado que la asociacion
entre un aumento en la expresion de cualquiera de una pluralidad de BTM o de UBTM y la presencia de un cancer
de vejiga diagnosticado es extremadamente alta. La minima asociacion significativa detectada tenia un valor de p de
aproximadamente 0,018. Muchas de las asociaciones eran significativas a unos valores de p de menos de 10, Con
dicha elevada significacion, puede no ser necesario detectar un aumento en la expresion o en la acumulacion en
mas de un BTM o UBTM. Sin embargo, la redundancia en los BTM de esta invencion puede permitir la deteccion de
los canceres de vejiga con una fiabilidad aumentada.

Los métodos proporcionados en el presente documento también incluyen ensayos de alta sensibilidad. La gPCR es
extremadamente sensible y puede usarse para detectar los productos génicos en un nimero de copias muy bajo
(por ejemplo, 1 - 100) en una muestra. Con dicha sensibilidad se posibilita una deteccion muy precoz de los
acontecimientos que estan asociados con el cancer de vejiga.

Métodos
Recoleccion de los tumores

Las muestras de tumores de vejiga y de urotelio no maligno se recogieron a partir de especimenes quirirgicos
extirpados en el Kyoto University Hospital, Japdn, y en otros hospitales japoneses colaboradores.

Recoleccién de la orina

Las muestras de orina de los controles no malignos y de los pacientes con cancer de vejiga se obtuvieron en el
Kyoto University Hospital, Japon (Fig. 1). Las muestras de los controles sanos se obtuvieron a partir de voluntarios
caucasicos y japoneses.

Extraccion del ARN

Los tejidos tumorales se homogenizaron en una mezcla TriReagent:agua (3:1), después se extrajeron con
cloroformo. El ARN total se purificé entonces a partir de la fase acuosa mediante el uso del procedimiento RNeasy™
(Qiagen). También se extrajo el ARN de 16 lineas celulares oncoldgicas y se agrupo para que sirviera como ARN de
referencia.

Se extrajo el ARN de la orina mezclando la muestra de orina con un volumen igual de tampon de lisis (guanidina-HCI
5,64 M, sarcosilo al 0,5 %, acetato de sodio 50 mM (pH 6,5) y B-mercaptoetanol 1 mM; el pH se ajusté a 7,0 con
Hepes 1,5 M a pH 8). Después se extrajo el ARN total mediante el uso de Trizol y el procedimiento RNeasy™. Las
preparaciones de ARN fueron purificadas adicionalmente antes de la sintesis del ADNc mediante el uso del un kit de
purificacion de PCR Qiagen QIAquick™.

Se extrajo el ARN de la sangre de tres voluntarios sanos mediante la realizacion de una extraccion Trizol/RNeasy™
en células enriquecidas a partir de sangre completa mediante el uso de una sedimentacion en dextrano al 3,6 %.

Preparacion de micromatriz en porta

Se imprimieron portas de vidrio recubiertos con epoxi (MWG Biotech) con ~ 30.000 oligonucleétidos 50mer (MWG
Biotech) mediante el uso de un robot de micromatrizacion Gene Machines, de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Marcaje del ARN e hibridacion

El ADNc se transcribié a partir de 5 ug de ARN total mediante el uso de la transcriptasa inversa Superscript [I™
(Invitrogen) en reacciones que contienen 5-(3-aminoalil)-2'desoxiuridina-5-trifosfato. La reaccion fue a continuacion
desionizada en una columna Microcon antes de ser incubada con Cy3 o Cy5 en tampdn de bicarbonato durante 1
hora a la temperatura ambiente. Los colorantes no incorporados se eliminaron mediante el uso de una columna
Qiaquick (Qiagen) y la muestra se concentr6 hasta 15 pl en una SpeedVac. Los ADNcs marcados con Cy3 y Cy5 se
mezclaron entonces con tampdén Ambion ULTRAhyb™ | se desnaturalizaron a 100 °C durante 2 min y se hibridaron
en los portas de micromatrices en camaras de hibridacion a 42 °C durante 16 horas. Después los portas se lavaron y
se escanearon dos veces en un escaner Axon 4000A™ con dos configuraciones de potencia.

Analisis con micromatriz de los genes marcadores del cancer

Se marcé el ARN de 53 tumores de vejiga y 20 muestras de tejido de vejiga no maligno ("normal") con Cy5 y se
hibridaron por duplicado o por triplicado con un ARN de referencia marcado con Cy3. Después de la normalizacion,
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se estimd entonces el cambio en la expresion de cada uno de los 29.718 genes mediante el n° de veces de cambio y
la probabilidad estadistica.

Procedimiento de normalizaciéon

Las intensidades de fluorescencia mediana detectadas por el programa informatico Genepix™ fueron corregidas
mediante la sustraccion de las intensidades de fondo locales. Se excluyeron los puntos con una intensidad de fondo
corregida menor de cero. Para facilitar la normalizacion, las proporciones de intensidad y las intensidades de los
puntos globales fueron transformadas logaritmicamente. Las proporciones de la intensidad registradas fueron
corregidas segun el colorante y el sesgo espacial mediante el uso de una regresion local implementada en el
paquete LOCFIT™. Las proporciones de la intensidad registradas se regresionaron simultaneamente con respecto a
la intensidad global y a la localizacion del punto. Los residuales de la regresion local proporcionaron el registro
corregido del n° de veces de cambios. Para el control de calidad se representaron las proporciones de cada
micromatriz normalizada con respecto a la intensidad y a la localizacion del punto. Las graficas fueron a continuacion
inspeccionadas visualmente para comprobar cualquier artefacto remanente. Adicionalmente, se aplicé un modelo de
ANOVA para la deteccion del sesgo de pin-tip. Todos los resultados y los parametros de la normalizacion fueron
insertados en una base de datos Postgres para su analisis estadistico.

Andlisis estadistico

Para mejorar la comparacion del n° de veces de cambio medidos entre las matrices, se escalaron los log2
(proporciones) para que tuvieran la misma desviacion tipica global por matriz. Esta estandarizacion redujo la
variabilidad promedio dentro de la clase de tejido. Los log2 (proporciones) se modificaron adicionalmente para que
tuvieran un valor mediano de cero para cada oligonucleétido, para facilitar la inspeccion visual de los resultados.
Después se uso una prueba de rangos basada en el n° de veces de cambio para mejorar la fortaleza del ruido. Esta
prueba consiste en dos etapas: (i) calculo del rango del n° de veces de cambio (Rfc) en las matrices, y ii) sustraccion
de la mediana (Rfc) para el tejido normal de la mediana (Rfc) para el tejido tumoral. La diferencia entre ambos
rangos medianos define la puntuacion del rango del n° de veces de cambio. También se realizaron tres ensayos
estadisticos adicionales sobre los datos estandarizados: 1) dos muestras de la prueba de la t de Student, 2) la
prueba de Wilcoxon y 3) el analisis estadistico de las micromatrices (SAM). A los 300 genes mas significativamente
regulados por aumento determinados por cada uno de los métodos estadisticos (rango del n° de veces de cambio,
prueba de la t, prueba de Wilcoxon y SAM) se les asigné una puntuacion del rango para cada prueba. Si un gen
aparecia en una lista, pero no en una o mas de las otras, se afiadié un factor de ponderacién de 500 a su
puntuacion. Todas las puntuaciones de rango fueron después afiadidas a una puntuacion de rango sumada.

Andlisis estadistico de las combinaciones de marcadores

Para determinar el valor del uso de combinaciones de dos o tres de los marcadores para discriminar entre muestras
tumorales y no malignas, se sometieron los datos de la qPCR de las muestras tumorales y de las no malignas al
siguiente analisis. Se generaron las distribuciones normales para las muestras no malignas y para las tumorales
mediante el uso de las medias y de las desviaciones tipicas de las muestras. Entonces se determind la probabilidad
de que los valores tomados de los datos de expresion tumoral excedan un umbral definido (por ejemplo, mayor del
50 %, del 70 %, del 75 %, del 80 %, del 90 %, del 95 % o del 99 %) en la distribucion no maligna (es decir, la
sensibilidad). Para las combinaciones de marcadores, se determiné la probabilidad de que al menos un marcador
exceda el umbral.

Para demostrar el valor del analisis de la combinacion de marcadores en muestras de orina, asi como en muestras
tumorales, también se llevd a cabo el analisis de la distribucion normal sobre los datos de la qPCR obtenidos
mediante el uso de las muestras de orina procedentes de pacientes con TCC y de controles no malignos descritas
en la Figura 1, serie 2. Se determiné la probabilidad de que los valores de los datos de la qPCR del paciente con
TCC excedan un umbral definido (por ejemplo, mayor del 50 %, del 70 %, del 75 %, del 80 %, del 90 %, del 95 % o
del 99 %) en la distribucién de muestras no malignas.

Métodos para la deteccion de marcadores del cancer de vejiga en la orina

En varias formas de realizacion, pueden llevarse a cabo deseablemente ensayos para los BTM en muestras de
orina. En general, los métodos para el ensayo de oligonucleétidos, proteinas y péptidos en estos fluidos son
conocidos en la materia. Sin embargo, con fines ilustrativos, los niveles de un BTM en orina pueden cuantificarse
mediante el uso de ensayo de tipo sandwich de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA). Para los ensayos con plasma
0 con suero se afade una alicuota de 5 pl de una muestra diluida apropiadamente o diluida sucesivamente de BTM
estandar, y 75 yl de un anticuerpo antiBTM humano conjugado con peroxidasa a los pocillos de una placa de
microtitulacion. Después de un periodo de incubacion de 30 minutos a 30 °C, los pocillos se lavan con un 0,05 % de
Tween 20 en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar el anticuerpo no unido. Los complejos
unidos de BTM y de anticuerpo anti-BTM se incuban entonces con o-fenilendiamina que contiene H;O, durante 15
minutos a 30 °C. La reaccion se detiene mediante la adicion de H,SO4 1 M, y se mide la absorbancia a 492 nm con
un lector de placas de microtitulacién. Puede apreciarse que los anticuerpos anti-BTM pueden ser anticuerpos
monoclonales o antisueros policlonales.
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Debido a que muchas proteinas (1) son secretadas por células, (2) son escindidas de las membranas celulares, (3)
se pierden de las células tras la muerte celular, o (4) estan contenidas en células descamadas, se apreciara que los
BTM también pueden ser detectados en la orina. Adicionalmente, el diagndstico del cancer de vejiga puede ser
determinado mediante la medicién bien de la expresiéon de los BTM en una muestra, o bien de la acumulacién de los
BTM en una muestra. Los métodos de diagndstico de la técnica anterior incluyen una cistoscopia, una citologia y un
examen de las células extraidas durante estos procedimientos. Dichos métodos se han basado en la identificacion
de las células tumorales en la orina 0 en una muestra de raspado de urotelio, 0 en otros casos, en especimenes de
biopsias de la pared de la vejiga. Estos métodos adolecen de diversos tipos de errores, incluyendo el error en la
toma de muestra, errores en la identificacion entre observadores, y similares.

PCR cuantitativa en tiempo real

Una PCR en tiempo real, o cuantitativa (QPCR), se usa para la cuantificacion absoluta o relativa del nimero de
copias del molde de la PCR. Se disefiaron conjuntos de sonda y cebador de Tagman™ mediante el uso de Primer
Express V 2.0™ (Applied Biosystems). Cuando fue posible se incluyeron todas las potenciales variantes de corte en
el amplicdn resultante, dandose preferencia en el amplicon a las regiones cubiertas por el oligonucleétido de la
micromatriz derivada de MWG-Biotech. Las secuencias de cebado y de la sonda se muestran en la Figura 2. Como
alternativa, si el gen diana estaba representado por un ensayo de expresion Assay-on-Demand™ (Applied
Biosystems) que cubria los amplicones deseados, se usaron éstos. En los ensayos disefiados internamente se tituld
la concentracion del cebador mediante el uso de un protocolo de marcaje SYBR green y un ADNc creado a partir del
ARN de referencia. La amplificacion se llevé a cabo en un sistema de deteccion de secuencias ABI Prism™ 7000 en
unas condiciones de ciclacién estandar. Cuando se observaron productos de amplificacion individuales en las curvas
de disociacion, se generaron las curvas estandar a lo largo de un intervalo de concentraciones de 625 veces
mediante el uso de las concentraciones 6ptimas de cebador y sondas de fosfato de 5’FAM - 3TAMRA Tagman™
(Proligo) a una concentracion final de 250 nM. Los ensayos que proporcionaban unas curvas estandar con unos
coeficientes de regresion superiores a 0,98 se usaron en los ensayos posteriores.

Los ensayos pueden llevarse a cabo en dos placas de 96 pocillos con cada muestra de ARN representada por un
unico ADNc. Cada placa contenia una curva estandar del ADNc de referencia, a lo largo de un intervalo de
concentracion de 625 veces por duplicado. El analisis consistia en el calculo de la ACT (CT del gen diana - CT
media del ADNc de referencia). La ACT es directamente proporcional al log2 negativo del n® de veces de cambio.
Entonces se calcularon los log2 del n° de veces de cambio con respecto a la mediana del log2 del n° de veces de
cambio no maligno (log2 del n° de veces de cambio - mediana del log2 del n° de veces de cambio normal). Entonces
pueden agruparse los n° de veces de cambio en clases de frecuencia y representarse graficamente o en graficas de
caja y bigote.

Seleccion de los marcadores en suero y en orina para el cancer de vejiga

Los supuestos marcadores séricos pueden seleccionarse a partir de los datos de la matriz basandose en (i) la
probabilidad de que la proteina codificada sea secretada desde la célula o escindida desde la membrana; la
probabilidad de secrecion se basaba en el analisis con TargetP™ (Emanuelsson et al; J. Mol. Biol. 300, 1005 - 1006
(2000)) y (ii) su puntuacidon de la suma de rangos emparejados. Sin embargo, una variacién en el grado de
sobreexpresion en las muestras tumorales no sélo refleja la heterogeneidad del tumor, sino también variaciones en
el grado de contaminacion de las muestras tumorales con tejido "normal”, incluyendo células de musculo liso, de
tejido conectivo y de submucosa (véase la Patente de EE.UU. 6.335.170), células estromales y epitelio no maligno.
En muchas situaciones, la contaminacién "normal" variaba desde el 5 hasta el 70 %, con una mediana de
aproximadamente el 25 %.

Por lo tanto, hemos sido capaces de disminuir estos resultados "falsos positivos" mediante el analisis de los BTM en
las muestras de orina, que estan muy contaminadas por células normales de la vejiga. Ademas, mediante el uso de
métodos de qPCR, hemos sido capaces de determinar de forma mas precisa los niveles de ARNm en una muestra
de orina en comparacion con el uso de métodos con micromatrices, como en la técnica anterior. Por lo tanto, hemos
sido capaces de evitar una contaminacion importante con otros tipos celulares de la vejiga, y por lo tanto hemos
evitado uno de los problemas mas intratables en la materia del analisis con micromatrices de muestras clinicas.

Mediante la medicién de la acumulacion de marcadores en la orina, y no basandonos en la tasa de expresion en
tumores, hemos encontrado inesperadamente varios BTM que son utiles en la deteccién del cancer de vejiga y en la
determinacion de su fase y/o de su tipo. Ademas, debido a que uno de los principales signos que puede hacer que
un paciente visite a su médico sobre un posible cancer de vejiga es la presencia de sangre en la orina, hemos
determinado que los BTM que no son muy expresados en la sangre pueden ser de gran valor en el diagnéstico.
Estos marcadores incluyen IGFBP5, MGP, SEMA3F y HOXA13 (véase la Figura 9).

La medicién de la acumulaciéon proporciona ventajas sobre la definicion de "sobreexpresion." Como se ha
mencionado anteriormente, un aumento en la acumulacién puede reflejar una verdadera sobreexpresion o un
aumento en la tasa de expresion en un sentido de biologia molecular (es decir, un aumento en las cifras de las
moléculas de ARN heteronuclear (hnARN), en las moléculas de ARNm o en las proteinas por célula por unidad de
tiempo. Sin embargo, la acumulacion también puede significar un aumento en la cantidad de marcador en un
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volumen dado, tal como en orina, incluso si la tasa de expresion no esta aumentada. Por ejemplo, incluso si una
célula tumoral produce una cantidad normal de un marcador, la observacion de un aumento en el nimero de dichas
células en la muestra puede indicar la presencia de cancer. Ademas, la acumulacion puede reflejar ARN libre o
soluble en una muestra. En algunos casos, las células tumorales que produjeron un marcador pueden haber muerto
y €l contenido celular haber sido liberado en el tejido circundante. Si el contenido celular puede alcanzar la orina,
entonces podra detectarse en ella el marcador de ARN libre. Estos fendmenos pueden ser particularmente Utiles en
el diagnéstico del cancer de vejiga superficial, lo que normalmente ha sido dificil de conseguir con selectividad y
especificidad. La medicion de una acumulacién del marcador en la orina puede ser uno de los primeros signos del
cancer de vejiga superficial. Por lo tanto, mediante el uso de los métodos y los dispositivos de esta invencion, puede
ser posible detectar el cancer de vejiga en una fase precoz.

También hemos apreciado que al medir la acumulacién debe tenerse cuidado en la correccién de los cambios en el
volumen de la muestra. Por ejemplo, en orina, la cantidad de un marcador por unidad de volumen puede depender
de la funcion renal del sujeto. Por lo tanto, en unas condiciones de disminucién en la produccion de orina, las células
de la orina (incluyendo las células tumorales) pueden estar concentradas, dando asi una medicion artificialmente
elevada de acumulacion (por unidad de volumen). Dichos artefactos pueden disminuirse mediante la realizacion de
mediciones independientes de la produccion de orina (por ejemplo, la produccién de orina por unidad de tiempo), el
aclaramiento urinario (por ejemplo, la medicion de la creatinina o del BUN). Por el contrario, en las situaciones en las
que esta aumentada la produccién de orina, tal como en la diuresis, las células que contienen los marcadores
pueden estar diluidas y producir una medicion artificialmente baja de la acumulacion. Sin embargo, se puede
controlar el uso de diuréticos, la ingesta de agua y otros factores que pueden producir variaciones en la acumulacion
del marcador que no estan relacionadas con la verdadera acumulacién o masa del marcador en una muestra. En
estas situaciones se puede corregir la cantidad de un marcador segun la tasa de produccion de orina.

Por lo tanto, mediante la medicién de los BTM en la orina, hemos sido capaces de reducir la incidencia de resultados
falsos positivos en comparaciéon con los métodos de la técnica anterior, lo que indica que estos métodos son
superiores a los métodos de la técnica anterior.

Se seleccionaron marcadores en la orina a partir de los datos de la matriz, como se ha descrito anteriormente,
excepto porque no se aplicaron los criterios de secrecion o de escisién desde la membrana. Por lo tanto, como
marcadores en la orina se incluyen los marcadores intracelulares y unidos a la membrana que no se predecia que
fueran marcadores séricos utiles.

Ejemplos

Los ejemplos descritos en el presente documento tienen el fin de ilustrar las formas de realizacién de la invencién y
no pretenden limitar el ambito de la invencion. Otras formas de realizacion, métodos y tipos de analisis estan en el
ambito de las personas expertas habituales en las técnicas diagndsticas moleculares, y no necesitan ser descritas
con detalle en el presente documento.

Ejemplo 1: identificacion de marcadores del cancer de vejiga superficial e invasivo

La agrupacion jerarquica de los datos de la micromatriz procedentes de los patrones de expresion génica del cancer
de vejiga invasivo y superficial mostré un gran nimero de diferencias significativas. Como resultado, estos tipos de
cancer se trataron por separado en los siguientes analisis. No obstante, una elevada proporcién de genes estan
sobreexpresados en ambos tipos de cancer. La Figura 3 representa una tabla que muestra los resultados de los
estudios con micromatrices para marcadores de un cancer de vejiga invasivo. Treinta y uno de los 199 marcadores
invasivos cumplian los criterios establecidos anteriormente para marcadores séricos (indicados como "S" en la
figura). La Figura 4 representa una tabla que muestra los resultados de los estudios con micromatrices para
marcadores de un cancer de vejiga superficial. Treinta y cuatro de los 170 marcadores superficiales cumplian los
criterios anteriores para marcadores séricos. Las Figuras 3 y 4 incluyen el simbolo HUGO para el gen ("simbolo"), el
numero del oligonucledtido MWG Biotech, el nimero de la secuencia de referencia del ARNm NCBI, el nimero de la
secuencia de referencia de la proteina, la media del n° de veces de cambio entre la expresion génica tumoral y no
maligna, el maximo del n° de veces de cambio entre la expresion en muestras tumorales individuales y la mediana
de la expresion en muestras no malignas, los resultados de una prueba original no ajustada de la t de Student, los
resultados de la prueba de Wilcoxon de 2 muestras y la puntuacién de los rangos sumados.

La media del n° de veces de cambio (tumor:tejido no maligno) para los 199 genes en el analisis del marcador del
cancer de vejiga invasivo variaban desde 1,3 hasta 5,3, y el anadlisis del maximo del n® de veces de cambio variaba
desde 2,1 hasta 60,9. Para los analisis del cancer de vejiga superficial, los 170 marcadores variaban desde una
sobreexpresion media de desde 1,1,3 hasta 3,0, y la sobreexpresién maxima variaba desde 1,9 hasta 144. Para
cada uno de los marcadores mostrados, se encontré que la significacion estadistica de su especificidad como
marcadores del cancer era extremadamente alta. Los valores de la prueba de la t de Student estaban todos, con
pocas excepciones, por debajo de 10%, lo que indica que el diagndstico mediante el uso de estos marcadores esta
muy asociado con el cancer de vejiga. Deberia apreciarse que los nos de veces de cambio generados por los
estudios con micromatrices tienden a subestimar los cambios en la expresion real observados mediante el uso de
técnicas mas precisas tales como una gPCR. Sin embargo, por las razones descritas en otro sitio, los analisis con
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micromatrices pueden adolecer de uno o mas artefactos graves. Por lo tanto, hemos desarrollado un método basado
en una qPCR para detectar de forma mas precisa la presencia y la fase del cancer de vejiga.

Ejemplo 2: analisis mediante qPCR

Se obtuvo una cuantificaciéon mas sensible y precisa de la expresién génica para un subconjunto de los genes
mostrados en las Figuras 3 y 4 mediante el uso de una qPCR. Se analiz6 el ARN mensajero de hasta 30 tumores de
vejiga invasivos, de 25 tumores de vejiga superficiales y de 18 muestras de urotelio normal para 18 genes
identificados mediante el analisis con micromatriz (Figuras 3 y 4), estando los resultados mostrados en la Figura 5.
Se muestran los datos de ambos tipos de canceres de vejiga invasivo y superficial para los marcadores SPAGS5,
TOP2a, CDC2, ENG, NRP1, EGFL6, SEM2, CHGA, UBE2C, HOXA13, MDK, THY1, BIRC5 y SMCA4L1. Los
marcadores SEMA3F, IGFBP5, y NOV solo estaban sobreexpresados en comparacion con el urotelio normal en el
tipo superficial solo, y MGP sélo estaba sobreexpresado en el tipo invasivo solo; estos marcadores mantenian una
expresion similar a la del urotelio normal en las muestras tumorales que no estaban sobreexpresadas. La Figura 5
incluye el nombre del gen, los alias de gen, el simbolo del gen, la mediana del n° de veces de cambio entre tejido
tumoral (T) y no maligno (N), el maximo del n° de veces de cambio entre las muestras tumorales individuales y la
expresion mediana de tejido no maligno y el % de muestras tumorales con unos niveles de expresion mayores del
percentil 95° de los niveles de expresion de las muestras no malignas.

La mediana del n° de veces de cambio (tejidos tumorales comparados con la mediana de la expresion en tejido no
maligno) para los marcadores de la Figura 5, excepto para CHGA, variaba entre 2 y 128 veces para los tumores de
vejiga invasivos, y entre 2 y 39 veces para los tumores de vejiga superficiales. El maximo del n® de veces de cambio
para los tumores invasivos variaba entre 24 y 2526 veces, y para los tumores superficiales desde 6 veces hasta 619
veces. El patron de expresion de CHGA era notable debido a que tenia una expresién muy alta en una proporcién de
los tumores (Fig. 6s - 6t), pero una expresion indetectable en el resto. La expresion era indetectable en 15 / 25
tumores superficiales, en 15 / 29 tumores invasivos y en 9 / 10 muestras normales. La baja expresion en muestras
normales descarta una cuantificacién precisa del nivel de sobreexpresiéon en tumores como una proporcién en
comparacion con la normal, pero cuando la acumulacién del ARNm del BTM puede ser medida y cuantificada, y
usada como una base para el diagnostico del cancer de vejiga. Para los tumores invasivos, el nivel de expresion de
los genes SPAG5, TOP2A y CDC2 era mayor en los tumores que en el percentil 95° del intervalo 'normal’ para el >
90 % de los casos. Con la excepcion de BIRCS, el resto de los genes de la Figura 5 que fueron examinados en
tumores invasivos tenian una expresion mayor del percentil 95° de lo normal en > 45 % de las muestras. En los
tumores superficiales, el nivel de expresion de los genes SPAG5, TOP2A, CDC2, ENG y NRP1 era mayor en los
tumores que en el percentil 95° del intervalo no maligno para el > 80 % de los casos. Con la excepcion de CHGA,
UBE2C y BIRCS5, el resto de los genes de la Figura 5 que fueron examinados en tumores superficiales tenian una
expresion mayor del percentil 95° de lo normal en > 40 % de las muestras.

Las Figuras 6a - 6af representan los histogramas que comparan la frecuencia de observacion de la expresion de
cada uno de una serie de 18 genes (eje vertical) y el log2 del n® de veces de cambio en la expresidon para ese gen
(eje horizontal), tanto para el tejido normal (barras claras) como para los tejidos tumorales superficiales o invasivos
(barras oscuras). Sorprendentemente averiguamos que para cada uno de estos 18 genes, habia una separacion
sustancial en las distribuciones de frecuencia entre el tejido normal y el tumoral. Por ejemplo, la Figura 6c¢ representa
los resultados para la expresion de TOP2a en tumores invasivos. Sélo se observaron dos muestras tumorales con
un nivel de expresioén en el intervalo normal.

La acumulacion de 18 BTM, SPAG5, TOP2A, CDC2, ENG, IGFBP5, NOV, NRP1, SEMA3F, EGFL6, MGP, SEM2,
CHGA, UBE2C, HOXA13, MDK, THY1, BIRC5 y SMC4LA1, en la orina de los pacientes y de los controles (Figura 1:
serie de muestras 1) se determiné mediante el uso de una qPCR sobre el ARN total extraido a partir de volumenes
iguales de orina. 17 de los BTM mostraron una mayor acumulacion en la orina de los pacientes en comparacion con
las muestras de orina de control, siendo EGFL6 la excepcion (Figura 7). La mediana del nimero de veces de
diferencia para los 17 BTM variaba entre 2 veces y 265 veces. La diferencia maxima entre la muestra de un unico
paciente y el nivel mediano en los controles variaba entre 26 veces y > 10.000 veces.

La Figura 8 muestra las diferencias en la acumulacién del BTM transcrito para 13 BTM representadas como graficas
de caja y bigote, y estandarizada a la expresion mediana en las muestras de control. La Figura 8 muestra que MDK,
SEMA3F y TOP2A no se solapan en la orina de los pacientes con cancer y de los controles. Adicionalmente, los
altos niveles de acumulacion de los transcritos para IGFBP5, HOXA13, MGP, NRP1, SMC4L1, SPAG4 y UBE2C
estan casi siempre asociados con el cancer de vejiga. Para el resto de los BTM representados en la Figura 8,
BIRC5, NOV y CDC2, su expresion en la orina de los pacientes con cancer de vejiga esta aumentada en al menos
aproximadamente 3 veces en comparacion con las muestras de control normales.

El principal sintoma clinico que provoca la realizacion del ensayo para comprobar la presencia de cancer de vejiga
es la hematuria (es decir, la presencia de niveles macroscopicos o microscopicos de sangre en la orina). La sangre
se detecta normalmente visualmente o mediante la deteccion quimica de la hemoglobina mediante el uso de tiras
reactivas de orina. Sélo aproximadamente el 15 % y el 4 % de los casos de hematuria macroscépica y microscopica,
respectivamente, estan asociados con el cancer de vejiga. Consecuentemente, para que un ensayo de cancer de
vejiga tenga una elevada especificidad, es importante que los niveles de expresion del marcador en la sangre
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completa sean bajos, o en algunos casos, indetectables. Por lo tanto, para mejorar la identificacion de los
marcadores que tienen una alta especificidad, se determind la expresion de entre doce y trece marcadores de la
Figura 8 en ARN sanguineo mediante el uso de una qPCR. La qPCR se realizé sobre 5 pg de ARN total extraido de
sangre y de tejido tumoral de vejiga mediante el uso de los cebadores y las sondas descritos en la Figura 2. La
Figura 9 muestra el nimero de ciclos por encima del fondo para cada uno de los marcadores. Para los marcadores
MGP, IGFBP5, SEMA3F y HoxA13, no pudieron detectarse los transcritos en sangre, pero los marcadores SMC4L1
y UBEZ2c, en particular, se expresaban en la sangre. Apreciamos que los datos, que mostraban el numero de ciclos
de la PCR, son inherentemente una grafica en log2, por lo que un aumento de 1 en el nimero de ciclos indica una
duplicacién de la sefial. Por lo tanto, en la evaluacion de las diferencias entre la presencia del marcador en tejido
tumoral y en sangre, una diferencia de dos (2) ciclos indica una diferencia en la expresidon de 4 veces. De forma
analoga, una diferencia de 5 ciclos (por ejemplo, para TOP2A) indica una diferencia de 2°, o de 32 veces. Otros
marcadores tales como TOP2A y MDK tienen una expresidon en sangre detectable, pero siguen siendo unos
marcadores razonables debido a la gran diferencia entre la expresion en sangre y la expresion en los tumores de
vejiga.

Para examinar adicionalmente la expresion diferencial de un marcador entre la sangre y los tumores de vejiga, y
para refinar la seleccion de los marcadores en orina del cancer de vejiga, se seleccionaron nueve marcadores para
un analisis adicional mediante el uso del ARN de la orina de 20 pacientes adicionales, 13 controles normales y 26
controles no malignos (Figura 1: serie de muestras 2). Los controles no malignos incluian 20 muestras bien con
sangre oculta o bien con glébulos blancos detectados en la orina mediante una citologia. Los nueve marcadores
mostraron una diferenciacion entre las muestras de los controles y las de los pacientes con cancer, con una
sobrerrepresentacion de la mediana del log2 en las muestras de los pacientes con cancer que variaba entre 5,4 y
10,4, y entre 4,0 y 10,1 en comparacion con las muestras sanas y las muestras no malignas, respectivamente
(Figura 10). Las graficas de cajas y bigotes que ilustran estos datos se muestran en la Figura 11.

Como se predijo por los datos de la qPCR sanguinea, los marcadores UBE2C y SMC4L1 mostraron unos notables
aumentos en la acumulacién en la orina de los controles no malignos en comparacion con los controles sanos. El
NRP1 también estaba significativamente elevado en las muestras de orina de las muestras no malignas en
comparacion con las muestras de orina de los controles sanos, y mostré un solapamiento considerable entre las
muestras de los pacientes con cancer y las muestras de los pacientes no malignos, TOP2A y MDK también
mostraron aumentos, pero debido a su expresion muy alta en las células de TCC, mantuvieron una fuerte diferencia
entre la acumulacion del ARN en las muestras de orina de los pacientes no malignos y la de los pacientes con
cancer. Por el contrario, HOXA13, IGFBP5, SEMA3F y MGP sélo mostraron unos pequefios aumentos en las
muestras de orina no maligna en comparacion con las muestras de los controles sanos.

Globalmente, seis marcadores (SEMA3F, HOXA13, MDK, IGFBP5, MGP y TOP2A) mostraron un solapamiento
minimo entre las muestras de los pacientes con cancer y los controles no malignos. El resto de los tres marcadores
(NRP1, UBE2C, SMC4L1) mostré un aumento significativo en un subconjunto de los controles no malignos y un
solapamiento con las muestras de los pacientes con cancer. El aumento en la acumulacion de los marcadores de
ARN en la orina de los controles no malignos en comparacion con los controles sanos es coherente con la expresion
de estos marcadores en las células de origen hematopoyético o endotelial que estan presentes en la orina de los
pacientes con una enfermedad no maligna. Por lo tanto, el uso de marcadores individuales para el diagnéstico del
cancer de vejiga mediante el uso de muestras de orina muestra un aumento en la sensibilidad y en la especificidad
en comparaciéon con los métodos de la técnica anterior, que no tienen en cuenta la expresién del marcador en
sangre. Este resultado era completamente inesperado basandose en la técnica anterior.

Los datos ilustran el sorprendente hallazgo de que la utilidad del uso de los marcadores en orina para el cancer de
vejiga que muestra una elevada sensibilidad y especificidad no puede ser predicha de forma precisa mediante el uso
de un analisis con micromatriz de los datos de la expresion génica tumoral solos. Es necesario tener en cuenta la
expresion de posibles marcadores en células de origen hematopoyético y/o endotelial. Esto puede conseguirse
mediante: (i) un analisis mediante una qPCR del ARN sanguineo, (ii) un analisis de las bases de datos de la
expresion (por ejemplo, genotecas EST de ARN sanguineo de células vasculares / endoteliales) y/o (iii) un analisis
mediante una qPCR del ARN extraido a partir de orina no fraccionada.

Sensibilidad y especificidad

Tomando como base las dos series de muestras analizadas y divulgadas en el presente documento, la sensibilidad
para la deteccion del cancer de vejiga excede el 95 %. La especificidad en la serie 2, que incluia las muestras de
pacientes con una enfermedad no maligna, también excede el 95 %.

Ejemplo 3: uso de multiples marcadores en la deteccion del cancer de vejiga

Las Figuras 12a - 12b representan histogramas del nimero de genes que muestran una expresion significativamente
aumentada ("sobreexpresion") en muestras tumorales individuales en comparacion con las muestras normales. Los
histogramas se basaban en los datos de la qPCR obtenidos de los doce primeros marcadores mostrados en la
Figura 5. De los 30 tumores invasivos en el analisis de la PCR, 27 (el 90 %) sobreexpresaban al menos cuatro
genes por encima del percentil 95° (Figura 12a). De los 25 tumores superficiales del andlisis, 23 (92 %)
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sobreexpresaban al menos cuatro genes por encima del percentil 95° (Figura 12b). Estos hallazgos indican que, en
las situaciones en las que hay multiples genes sobreexpresados con respecto al tejido normal, la fiabilidad de la
deteccion del cancer puede ser muy alta, haciendo que el diagnéstico del cancer sea mas inequivoco. Sin embargo,
en algunos casos, la elevacion de la expresion de un Unico gen marcador es suficiente para dar lugar a un
diagndstico de cancer.

La fiabilidad de la discriminacién con éxito entre muestras tumorales y no tumorales mediante el uso de
combinaciones de marcadores se ilustra adicionalmente mediante el analisis estadistico representado en la Figura
13. Este analisis comparaba las distribuciones normales de los datos de la expresion génica de la qPCR de
muestras tumorales y no malignas. Los datos de la gPCR se han resumido en la Figura 5. El analisis muestra el
efecto del aumento del nimero de marcadores usados para discriminar entre muestras tumorales y no malignas
sobre la sensibilidad del ensayo (con una especificidad fija del 95 %). Aunque pocos de los 18 marcadores tienen
una sensibilidad de mas del 90, del 95 o del 99 % cuando se usan solos en este andlisis, la combinacion de dos o
tres marcadores permitié alcanzar una elevada sensibilidad con grandes cifras, de combinaciones de dos o tres
marcadores (Figuras 14ay 14b).

Las Figuras 14a y 14b muestran la sensibilidad de los marcadores y las combinaciones de marcadores especificas
para la deteccion del carcinoma de células de transicion invasivo y superficial (TCC), cuando la especificidad se ha
fijado en el 95 %. Unicamente se han mostrado las combinaciones con una sensibilidad de > 90 %. De los 15
marcadores mostrados en la Figura 14a, el cancer de vejiga invasivo puede ser detectado con una sensibilidad de
aproximadamente el 95 % para TOP2A, SPAG5 y CDC2 de forma individual. Otros marcadores mostrados tienen
una sensibilidad menor cuando se usan de forma individual.

Sin embargo, las combinaciones de dos de los anteriores marcadores mejoraron drasticamente la sensibilidad de la
deteccion del cancer de vejiga invasivo (Figura 13a y Figura 14a). Una sensibilidad mayor del 95 % puede
conseguirse mediante el uso de 13 de las 105 combinaciones de dos marcadores. De hecho, mediante el uso de dos
marcadores se obtiene una sensibilidad minima del 90 % en 42 de las 105 combinaciones de marcadores.

Para el cancer de vejiga superficial (Figura 13b y Figura 14b), no puede conseguirse una sensibilidad mayor del 90
% con ninguno de los marcadores de forma individual, sin embargo, este umbral se alcanzé con 11 de las 136
combinaciones de dos marcadores. Una sensibilidad del > 95 % se alcanzdé con 22 combinaciones de tres
marcadores.

El uso de combinaciones de marcadores también puede mejorar drasticamente la sensibilidad de la deteccion del
cancer de vejiga mediante el uso de muestras de orina. Las Figuras15 y 16 muestran la sensibilidad de la deteccion
de los marcadores individuales y de las combinaciones de marcadores mediante el uso de los datos de la gPCR de
la orina.

Como se observa en la Figura 16, aunque uUnicamente el IGFBP5 solo tenia una sensibilidad del > 95 %, ocho
combinaciones de dos marcadores y 37 combinaciones de tres marcadores alcanzaron este umbral.

Ejemplo 4: acumulacion diferencial de transcritos en pacientes con cancer de vejiga superficial e invasivo

A partir de la Figura 5 puede observarse que varios BTM, incluyendo SEMA3F, HOXA13, TOP2A y SPAGS5,
muestran una expresion diferencial entre los canceres de vejiga invasivos y los canceres de vejiga superficiales.
Para ampliar esta observacion se comparé la acumulacion de estos transcritos en la orina de pacientes con cancer
de vejiga invasivo y superficial.

Se extrajo ARN a partir de voliumenes iguales de orina procedentes de los pacientes descritos en la Figura 1y se
determiné la acumulacién de los BTM mediante una gPCR. La acumulacion de las combinaciones especificas de
BTM se expresé entonces en forma de proporciones. Las combinaciones de BTM consistian en un BTM con una
mayor sobreexpresion en los tumores de vejiga invasivos en comparacion con los tumores de vejiga superficiales, y
un BTM con una mayor sobreexpresion en los tumores superficiales en comparacion con los tumores invasivos.

La Figura 17 muestra una combinacién de tres marcadores analizados en muestras de orina de 20 pacientes con
TCC superficial y 14 con invasivo. Las tres combinaciones mostradas son: (i) TOP2A y HOXA13, (ii) TOP2A e
IGFBPS5, y (iii) TOP2A y SEMA3F. Puede observarse que estas combinaciones de marcadores son capaces de
diferenciar entre las muestras de orina de los pacientes con un TCC superficial y con uno invasivo. Otros
marcadores de la Figura 5 que muestran una diferencia en la expresién entre los tipos superficial e invasivo de TCC
también son capaces de determinar el tipo de TCC, basandose en el analisis de una muestra de orina.

Ademas, la Figura 18 muestra que el uso de la combinacién de dos marcadores que incluyen TOP2A puede usarse
para distinguir entre el cancer de vejiga invasivo en fase 1 - 2 y los tumores en fase 3.

Estas observaciones muestran que la determinacién de la acumulacién de varios transcritos de BTM en la orina
permite la distincion entre las formas invasiva y superficial del cancer de vejiga. Lo que es mas, las proporciones de
los BTM determinadas mediante una qPCR de las muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga permite una
diferenciacion mas potente entre los tipos invasivo y superficial que los mismos analisis realizados sobre el ARN
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tumoral. Esto esta ilustrado en la Figura 19, que muestra una representacion de cajas y bigotes para: (i) TOP2A y
HOXA13, (ii)) TOP2A y IGFBP5, y (iii) TOP2A y SEMA3F, mediante el uso de los datos de la qPCR de
aproximadamente 23 preparaciones de ARN tumoral de vejiga superficial y 28 de invasivo; aunque las proporciones
de estos BTM todavia permiten una distincion entre los tipos superficial e invasivo del cancer de vejiga, existe un
mayor solapamiento entre las proporciones del superficial y del invasivo. Este hallazgo puede reflejar la
contaminacion de las preparaciones de ARN tumoral con tipos celulares tales como muscular y fibroblastos, que no
tienen la misma proporcion de BTM que las células malignas. Como alternativa, puede reflejar una expresion
diferencial mas potente de los BTM en las células malignas, que estan descamadas en la orina, que aquellas células
que permanecen en el cuerpo del tumor. Independientemente de la razén de esta observacién, hemos concluido que
la deteccion de la acumulacion de los BTM en la orina presenta unas ventajas sustanciales sobre los analisis
convencionales con micromatriz de muestras de tejido.

Ejemplo 5: anticuerpos contra los marcadores tumorales de vejiga

En algunos aspectos adicionales, esta invencion incluye la elaboracion de anticuerpos contra los BTM. Mediante el
uso de los métodos descritos en el presente documento, pueden identificarse nuevos BTM mediante el uso de un
analisis con micromatriz y/o de una gqPCR. Una vez identificado un supuesto marcador, puede ser producido en una
cantidad suficiente para que sea adecuado para desencadenar una respuesta inmunitaria. En algunos casos puede
usarse un BTM completo, y en otros puede ser suficiente un fragmento peptidico de un BTM como inmundgeno. El
inmunoégeno puede ser inyectado en un hospedador adecuado (por ejemplo, un raton, un conejo, etc.) y si se desea,
puede inyectarse un coadyuvante, tal como el coadyuvante completo de Freund, el coadyuvante incompleto de
Freund, para aumentar la respuesta inmunitaria. Puede apreciarse que la elaboracién de anticuerpos es rutinaria en
las técnicas inmunoldgicas y no necesita ser descrita adicionalmente en el presente documento. Como resultado
pueden producirse anticuerpos contra los BTM o los UBTM identificados mediante el uso de los métodos descritos
en el presente documento.

En algunas formas de realizacion adicionales mas, pueden elaborarse anticuerpos contra la proteina o el nucleo de
la proteina de los marcadores tumorales identificados en el presente documento, o contra una secuencia
oligonucleotidica unica de un BTM. Aunque algunas proteinas pueden estar glucosiladas, las variaciones en el
patron de glucosilacion pueden dar lugar, en ciertas circunstancias, a una incorrecta deteccion de las formas de los
BTM que carezcan de los patrones de glucosilacion habituales. Por lo tanto, en algunos aspectos de esta invencion,
los inmundégenos de BTM pueden incluir BTM desglucosilados o fragmentos de BTM desglucosilados. La
desglucosilacion puede llevarse a cabo mediante el uso de una o mas glucosidasas conocidas en la materia. Como
alternativa, puede expresarse el ADNc del BTM en lineas celulares deficientes en glucosilacion, tales como lineas
celulares procariotas, incluyendo E. coli y similares.

Pueden elaborarse vectores con oligonucleétidos que codifican el BTM en los mismos. Muchos de dichos vectores
pueden basarse en los vectores habituales conocidos en la materia. Los vectores pueden usarse para transfectar
diversas lineas celulares para producir lineas celulares productoras de BTM, que pueden usarse para producir las
cantidades deseadas de BTM para el desarrollo de anticuerpos especificos o de otros reactivos para la deteccion de
los BTM o para el desarrollo de ensayos estandarizados para los BTM o los UBTM.

Ejemplo 6: kits

Tomando como base los descubrimientos de esta invencion pueden contemplarse y producirse varios tipos de kits
de ensayo. En primer lugar pueden elaborarse kits que tienen un dispositivo de deteccion precargado con una
molécula de deteccion (o "reactivo de captura"). En las formas de realizacion para la deteccion del ARNm de los
BTM, dichos dispositivos pueden comprender un sustrato (por ejemplo, vidrio, silice, cuarzo, metal, etc.) sobre el que
se unen los oligonucledtidos como reactivos de captura que hibridan con el ARNm que se va a detectar. En algunas
formas de realizacion, puede realizarse la deteccion directa del ARNm mediante la hibridacion del ARNm (marcado
con cy3, cy5, radiomarcado o con otro marcaje) con los oligonucleétidos del sustrato. En otras formas de realizacion,
la deteccion del ARNm puede realizarse creando en primer lugar un ADN complementario (ADNc) del ARNm
deseado. Después puede hibridarse el ADNc marcado con los oligonucleétidos del sustrato, y ser detectado.

Independientemente del método de deteccidon empleado, es deseable la comparacién de la expresion del BTM del
ensayo con una medicion estandar. Por ejemplo, puede estandarizarse la expresion del ARN al ADN celular total, a
la expresion de los ARN expresados constitutivamente (por ejemplo, ARN ribosémico) o a otros marcadores
relativamente constantes. En las formas de realizacion que miden los BTM en los fluidos corporales, tales como la
orina, el estandar puede ser un volumen igual de orina obtenido a partir de sujetos sin enfermedad maligna, segun
se muestra en el presente documento.

También pueden usarse anticuerpos en los kits como reactivos de captura. En algunas formas de realizacion, un
sustrato (por ejemplo, una placa multipocillo) puede tener unido al mismo un reactivo de captura especifico para un
BTM o un UBTM. En algunas formas de realizacién, un kit puede tener incluido un reactivo de bloqueo. Los reactivos
de bloqueo pueden usarse para reducir la unidon no especifica. Por ejemplo, la union de oligonucledtidos no
especificos puede reducirse mediante el uso de un exceso de ADN de cualquier fuente conveniente que no
contenga oligonucleotidos del BTM, tal como ADN de esperma de salmén. La unién no especifica del anticuerpo
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puede reducirse mediante el uso de un exceso de una proteina de bloqueo tal como la albumina sérica. Puede
apreciarse que en la materia se conocen numerosos métodos para la deteccion de oligonucledtidos y de proteinas, y
cualquier estrategia que pueda detectar especificamente las moléculas asociadas a los BTM puede ser usada y
considerada en el ambito de esta invencion.

En las formas de realizacién que se basan en la detecciéon con anticuerpos, las proteinas o los péptidos del BTM
pueden ser expresados en una base por célula, o en una base de células totales, de tejido o de proteinas en el
fluido, de volumen de fluido, de masa de tejido (peso). Adicionalmente, el BTM del suero puede ser expresado sobre
la base de una proteina sérica con una abundancia relativamente alta, tal como la albumina.

Ademas de un sustrato, un kit de ensayo puede comprender reactivos de captura (tales como sondas), soluciones
de lavado (por ejemplo, SSC, otras sales, tampones, detergentes y similares), asi como fracciones de deteccion (por
ejemplo, cy3, cy5, radio marcajes, y similares). Los kits pueden incluir también instrucciones para su uso y un
envase.

Ejemplo 7: combinaciones de BTM usadas para la deteccion del cancer de vejiga |

En una serie de formas de realizacion, los reactivos para el ensayo de los BTM HOXA13, MGP, SEMA3F y TOP2A,
solos 0 en combinacion, pueden ser incorporados en un kit para el ensayo de orina no fraccionada o de sedimentos
celulares de la orina para la deteccion del cancer de vejiga. El intervalo de acumulacién de estos BTM en los
pacientes con cancer y en los controles se muestra en la Figura 20. Las muestras de orina se recogieron de
pacientes con un cancer de vejiga diagnosticado que requerian monitorizaciéon para comprobar la progresion de la
enfermedad o la respuesta al tratamiento, de individuos con sintomas urolégicos que incluyen hematuria
macroscopica y microscopica, o de individuos asintomaticos. Para los pacientes o los individuos que se van a
ensayar con un kit que mide los BTM en orina no fraccionada, pueden tomarse aproximadamente 2 ml de la orina
para el ensayo. Para los ensayos con el sedimento de la orina pueden recogerse > 20 ml de orina.

Un kit adecuado incluye: (i) instrucciones para su uso y la interpretacion de los resultados, (ii) reactivos para la
estabilizacion y la purificacion del ARN a partir de orina no fraccionada o de sedimentos de orina, (iii) reactivos para
la sintesis de ADNc que incluyen los dNTP y la transcriptasa inversa, y (iv) reactivos para la cuantificacion del ADNc
del BTM. En una forma, estos reactivos se usarian para una PCR cuantitativa e incluirian cebadores
oligonucleotidicos especificos que abarcan el exon, un tercer oligonucledtido marcado con una sonda para su
deteccion, polimerasa Taq y los demas tampones, sales y dNTP necesarios para la PCR. El kit también puede usar
otros métodos para la deteccion de los transcritos, tales como la hibridaciéon directa del ARN del BTM con sondas
marcadas, o una tecnologia de ADN ramificado; (v) oligonucleétidos y una sonda para la deteccion de los transcritos
a partir de un gen altamente transcrito, tal como B-action, para que sirva como una medida de control de calidad; y
(vi) muestras cuantificadas de la secuencia del BTM diana para que actien como un patrén de calibracién interno y
como referencia del limite superior de acumulacién del transcrito de BTM en los controles sanos y no malignos. El
limite superior puede definirse como el percentil 95° o 99° del intervalo de control, aunque podrian aplicarse otros
limites. En particular, para el diagnéstico del cancer de vejiga superficial, un umbral conveniente es por encima de
aproximadamente el 50 %, en otros casos por encima de aproximadamente el 60 %, el 70 % o el 80 %.

Por lo tanto, mediante el uso de los métodos de esta invencion, se puede detectar el cancer de vejiga, asi como la
fase y el tipo, con un aumento en la sensibilidad y en la especificidad en comparacion con los métodos de la técnica
anterior.

En algunas formas de realizacion, la funcion renal puede determinarse mediante el uso de métodos convencionales
(por ejemplo, mediciones de la creatinina). En algunas de estas formas de realizacioén, la acumulacion del marcador
puede ser corregida segun una medicion de la funcion renal (por ejemplo, volumen de orina, volumen de células,
numero de células o proteinas celulares totales en la muestra de orina).

Para los ensayos que implican una gPCR, las muestras de ensayo que exceden el limite superior predeterminado se
puntuarian como positivas si la acumulacion del BTM en la muestra de ensayo fuera mayor de un ciclo de PCR
mayor que el limite superior. Para otros métodos de deteccion, unos resultados mayores de 2 veces por encima del
limite superior (por ejemplo, del percentil 90°, 95° o0 97,5°) de lo normal se puntuarian como positivos.

Ejemplo 8: combinaciones de BTM usadas para la deteccién del cancer de vejiga Il

En otra serie de formas de realizacién, puede usarse la acumulacién en la orina de cualquiera o ambas de las
combinaciones de marcadores TOP2A / SEMA3F y TOP2A / HOXA13 para proporcionar una potente prediccion del
tipo histologico del cancer de vejiga que esta presente en un paciente con un diagnéstico de cancer de vejiga
realizado mediante el uso de un ensayo en orina o en sangre de cualquier tipo. Por lo tanto, puede no ser necesaria
una cistoscopia ni un examen histolégico para el diagnéstico del tipo de cancer de vejiga.

Los kits usados para el ensayo de estas proporciones contienen desde (i) hasta (iv) de los componentes descritos en
el Ejemplo 7. Después de la cuantificacion de la acumulacion de los BTM de acuerdo con la practica estandar de la
gPCR, se calcularon las proporciones de TOP2A / SEMA3F y de TOP2A / HOXA13. Los intervalos de estas
proporciones en la orina de los pacientes con cancer de vejiga superficial e invasivo se muestran en la Figura 21.
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Mediante el uso de un ensayo de qPCR, una diferencia menor de cinco ciclos entre TOP2A y SEMAS3F, siendo
SEMAGSF el transcrito mas abundante, puede predecir un cancer de vejiga invasivo, y si es mayor de cinco ciclos,
puede predecir un cancer de vejiga superficial. Para TOP2A y HOXA13, una diferencia menor de ocho ciclos, siendo
HOXA13 el transcrito mas abundante, puede predecir un cancer de vejiga invasivo, y si es mayor de ocho ciclos
puede predecir un cancer de vejiga superficial.

Ejemplo 9: evaluacion de la progresion del cancer de vejiga mediante el uso de los BTM

Para evaluar la progresion de los tumores de vejiga, se obtienen muestras de tejido mediante una biopsia de la
pared de la vejiga o se recogen muestras de orina con el tiempo a partir de un paciente que padece cancer de
vejiga. Se realiza una evaluacion de la acumulacion de los BTM, de los UBTM o de combinaciones de los mismos
para las muestras tomadas en diferentes momentos. Un aumento en la acumulacion de los BTM o de los UBTM
individuales, o de las combinaciones, es indicativa de la progresion del cancer de vejiga.

Ejemplo 10: evaluacion de la terapia del cancer de vejiga mediante el uso de los BTM

Para evaluar la eficacia de la terapia de los tumores de vejiga, se obtienen muestras de tejido y/o de orina antes de
iniciar el tratamiento. Se determinan los niveles en el momento inicial de uno o mas de los BTM o de los UBTM, al
igual que las proporciones de los diversos BTM y UBTM entre si. Se inicia el tratamiento, y puede incluir cualquier
terapia conocida en la materia, incluyendo cirugia, radioterapia o quimioterapia, segun sea apropiado para el tipo y la
fase de la enfermedad. Durante el transcurso de la terapia se recogen muestras de tejido y/o de orina y se analizan
para evaluar la presencia y la cantidad de los BTM y/o UBTM. Se determinan las proporciones de los diversos BTM
y UBTM y los resultados se comparan con: (1) los niveles en el momento inicial del paciente antes del tratamiento, o
(2) los valores normales obtenidos a partir de una poblacién de individuos que no padecen cancer de vejiga.

Algunos métodos para la deteccion de los miembros de la familia de BTM y de UBTM incluyen la deteccion de
acidos nucleicos, proteinas y péptidos mediante el uso de métodos con micromatrices y/o una PCR en tiempo real.
Las composiciones y los métodos de esta divulgacion son utiles en el diagndstico de la enfermedad, en la evaluacion
de la eficacia de la terapia y en la produccion de reactivos y de kits de ensayo adecuados para la medicion de la
expresion de los miembros de la familia de BTM o de los miembros de la familia de UBTM.

Lista de secuencias

<110> Pacific Edge Biotechnology Ltd.
<120> Marcadores en la orina para la deteccion del cancer de vejiga
<130> GL226181EP

<150> NZ534289
<151> 23-07-2004
<150> NZ539219
<151> 04-04-2005

<150> US 60/692619
<151> 20-06-2005

<160> 39
<170> PatentIn versioén 3.3

<210> 1

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
aattcagagg ccttctgaag ga 22

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
ccgceccagac acctacattg 20
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<210> 3

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 3

gccgecegegg aataat 16

<210> 4

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
gcaggtgtca gcaagtatga tca 23

<210>5

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
aattgtgacc gcaaaggatt ct 22

<210> 6

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
cggaccccag caacca 16

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
ggagtgtgtt gaccagcaag ac 22

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
cctgtcattt acgctgtctt tacct 25

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 9

tgctctcctg ggtggcag 18

<210>10

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
ttcatatccc ctcagcagag atg 23

<210> 11

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 11
ctcgaggtgt acgcgetgt 19

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
tacaaggaga tccggaaagg c 21

<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
tgaacctggc catcagcat 19

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
tctgctgaac cagctcttct tg 22

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
ccctatagtt aatgccaaca tcttca 26

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

accttctcca attttctcta ttttgg 26
<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
atgttgaggc agtgcaccitt t 21

<210> 18

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
cagcagatgc cacgcttg 18

<210> 19

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
ccccatcgaa cacacagtta tct 23
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<210> 20

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
cgtcagcttg ggaatagatg aag 23

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
gcgaatatca gccatggagt aga 23

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
tagtgacaga ccccaggctg a 21

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
ttgagctcgt ggacaggctt a 21

<210> 24

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
gcccgttgaa aacctccc 18

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
caggcttccc agctccatc 19

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
cgttaggctg gtcaccttct g 21

<210> 27

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
acccaactgg tagggcttca tgcca 25

<210> 28
<211> 30
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 28
ttctgtggaa ttagtgaccc agcaaatgtg 30

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
agccgggatc taccataccc attgactaac t 31

<210> 30

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
aatgaggcgg tggtcaatat cctgteg 27

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>31

aagagaaagc agtgcaaacc ttccegt 27
<210> 32

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
tggcatctgc acggcggtag ag 22

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
cccattcagg atcacacagg agatggc 27

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
ctetggcetec gtgttccgag ge 22

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
acgcggcecag tgcaaggcat 20

<210> 36

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 36
agagctaaag tccaagagag gatccgagaa cg 32

<210> 37

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
caccgtcagt gccgtgttcc agg 23

<210> 38

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
agagtcggtc ggaggctctg gctg 24

<210> 39

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

tgctaacagt cttgcaggtc tcccgag 27

25
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la deteccion del cancer de vejiga en un sujeto, que comprende:

detectar en la orina la acumulacidon de un acido nucleico que codifica un marcador tumoral de vejiga urinaria
("UBTM"), siendo dicha acumulacién en dicho sujeto mayor de aproximadamente 1,2 veces la acumulacion de
dicho UBTM en la orina de un grupo de sujetos normales que no padecen un cancer de vejiga maligno,
caracteristico porque el UBTM es Homeocaja A13 (HOXA13).

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho UBTM no esta presente en la sangre en un grado sustancial.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, que comprende la deteccion de la acumulacion
de al menos un UBTM adicional, en el que el UBTM se elige de entre el grupo que consiste en GGH, SPP1, NRN1,
SPARC, ADAMTS10, CNTN1, TLL2, PDIR, FBN1, el producto del gen KIAA0100, CALR, ITGBL1, ELA3B, SMOC2,
HEXA, IGFBP7, MFAP2, CILP, OLFM1, LUM, SEM2, PRSS11, SULF1, SERPINH1, MGP, TIMP1, EGFL6, SPAG11,
IGFBP5, SEMA3F, CDC2, TOP2A, UBE2C, MDK, STMN1, TU B A4, HIST1H1B, HMGB2, CCNA2, CDCA1, la
proteina hipotética MGC5576, DEK, MLFLIP, CDCAS8, la proteina hipotética FLJ20647, TYMS, SMC4L1, LYN,
HMGB3, PTGIR, DONSON, HMMR, CLDNG6, HIST1H1D, C100rf3, KNTC1, CKS1B, RRM2, HIST1H2BH, STK®,
MPHOSPH1, CCNB2, GPR32, ENG, MFHAS1, HIST1H1C, AVPR2, CENPF, , el miembro g de la familia de histonas
h4, el gen MGC27121, NP, ASPM, la proteina hipotética FLJ11871, LBH, NUDT1, HELLS, ASB9, MCM5, IMP-2,
DKFZP566M1046, TUBA2, GAS2L3, la proteina hipotética FLJ12442, MCM6, DOK3, WDR18, CKAP2, KIF20A, la
posible proteina fap, C6orf32, NEK2, CRY1, TGM2, DLG7, EIF2C2, DEPDC1, HIST2H4, MCM7, MTAP, KNTC2,
HSPC150, SMC6L1, HIST1H2BC, ASF1B, ARH, LMNB1, la proteina hipotética FLJ10719, la proteina hipotética FLJ
10706, MAD2L1, SLC22A2, |a proteina hipotética MGC34923, SPAG5, ACVRL1, DSCR1, PRSS15, S100A9, MCM4,
ST7L, PLEKHA4, EPHB1, CALD1, SMC1L1, el co-transcrito Thy-1, RAMP, FKBP11, C200rf129, HIST1H4H,
CDKN3, MCAM, SNCAIP, NIPSNAP1, AP1M1, ANLN, C6orf69, TORC3, MAZ, TXNRD1, la proteina hipotética xp
096695, C220rf4, VSNL1, similar a la cadena N de 83 kDa de la carboxipeptidasa, KIAA1598, la proteina hipotética
FLJ13501, DKFZP4340047, la proteina hipotética FLJ38716, similar a la proteina hipotética (region L1H3), la
proteina hipotética KIAA1875, PRIM1, la proteina hipotética BC001096, MCM2, GJA3, C110rf30, similar a la
proteina hipotética FLJ30672, THY1, LRP3, LASS2, C180rf8, ZNF81, NARF, MTHFD2, D6T, SIAT7D, MMPLA1,
KLK11, KPNA2, FGFR10P2, VIM, la proteina FLJ44108, PAPOLG, FHOD1, RASL12, HMGN2, PITPNM2, DER1,
EPHA4, VSIG1, RGS5, la proteina KIAA1639, SH2B, PGLYRP4, CDC45L, MLSTD1, la proteina hipotética
MGC11266, TNFRSF13B, NET1, LHFPL5, MX2, SPHK1, ABCG4, SERPINB2, GALNT10, LEPR, MXD4, FAPP2,
NUP210, CSK, NRP1, MGAT1, el producto del gen KIAA0O100, LCN7, BMP7, ADAMTS10, PM5, NOMO3, CPAS,
NPPC, la proteina hipotética FLJ23221, ERP70, GALNT14, ITIH3, PAPPA2, LOXL1, TNFRSF6B, SPARC, MSMB,
CLDNG6, PT-MA, AVPR2, similar al transportador de creatina dependiente de sodio y de cloruro, TMEM19, la
proteina hipotética xp 047287, la proteina hipotética FLJ11871, PROSC, el gen MGC27121, NQO1, CKAP4, la
proteina hipotética BC001096, PDPK1, el regulador del ensamblaje del huso mitético 1, MIRAB13, PORCN, SIX6,
GJB2, la proteina FLJ35784, SLC37A3, SPRY4, LHX3, C7orf27, SLC39A1, ZNF307, MIF, BST2, PSTPIP1, SOX4,
NCOAS5, la proteina hipotética FLJ31438, ODD, SLC23A2, SHFM1, SRPK2, RAMP2, BPGM, RGS5, CXADR,
MEIS2, TENS1, SNAI2, CHST2, HCA127, el co-transcrito Thy-1 (LOC94105), LRFN3, la proteina hipotética
FLJ22390, TRIB2, KRTHA3B, KIF21A, ANKRD17, RAG1, NUBP2, la proteina hipotética FLJ20489, CASK, HIP1,
PRKCD-BP, TIE, C50rf15, CGI-72. ENTPD8, SH3BGRL3, el homdlogo de la subunidad MLRQ de la 6xidorreductasa
de NADH:ubiquinona, VG5Q, BG1, BCL2L11, ARK5, TLE3, ITIH5, RGS11, TM7SF3, SCRN3, PLXNA1, GJA4, la
proteina hipotética DKFZp434G1415, WSB2. CDA, GART, ZMPSTE24, TMEM33, GPI, la proteina hipotética
FLJ11000, CAMK1D, PTPN21 y TNS.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicha etapa de deteccién se lleva a cabo mediante
la deteccion de la acumulacion del ARNm de un marcador tumoral de la vejiga urinaria ("UBTM") o UBTM.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha deteccién se lleva a cabo mediante el uso de
una micromatriz.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha deteccion se lleva a cabo mediante el uso de
una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa o de métodos de hibridacion.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el método incluye la deteccion de la acumulacion
de dos o mas UBTM en dicha muestra.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende la deteccion de uno o mas pares de
marcadores seleccionados del grupo que consiste en TOP2A-HOXA13 y CDC2- HOXA13.

9. Un método para la deteccion del cancer de vejiga, que comprende:

detectar la acumulacion de acidos nucleicos que codifican una combinacion de dos o mas UBTM elegidos de
entre el grupo que consiste en, TOP2a- HOXA13, SPAG5-HOXA13, CDC2-HOXA13, SPAG5-TOP2a-HOXA13,
TOP2a-CDC2-HOXA13, SPAG5-CDC2-HOXA13, TOP2a-NRP1-HOXA13, TOP2a-CHGA-HOXA13, CDC2-
NRP1-HOXA13, SPAG5-CHGA-HOXA13, TOP2a-SEM2-HOXA13, CDC2-CHGA-HOXA13, TOP2a TOP2a-
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HOXA13-THY1, TOP2a-HOXA13-SMC4L1, SPAG5-SEM2-HOXA13, TOP2a-MGP-HOXA13, TOP2a-HOXA13-
MDK, TOP2a-ENG-HOXA13, SPAG5-HOXA13-THY1, TOP2a-UBE2c- HOXA13, SPAG5-HXOA13-SMCA4L1,
SPAG5-MGP-HOXA13, SPAG5-HOXA13-MDK,SPAG5-ENG-HOXA13, TOP2a-EGFL6-HOXA13, SPAG5-
UBE2c-HOXA13, TOP2a- BIRC5-HOXA13, SPAGS5-EGFL6-HOXA13, CDC2-SEM2-HOXA13, SPAG5-BIRC5-
HOXA13, CDC2-HOXA13-THY 1, CDC2-HOXA13-SMC4L1, CDC2-MGP-HOXA13, CDC2-HOXA13-MDK, CDC2-
ENG-HOXA13, CDC2-UBE2c-HOXA13, CDC2-EGFL6-HOXA13, CDC2-BIRC5-HOXA13, NRP1- CHGA-
HOXA13, HOXA13-CDC2-TOP2a, HOXA13-TOP2a-CHGA, HOXA13-CDC2-CHGA, HOXA13-TOP2a-NRP1,
HOXA13- CDC2-NRP1, HOXA13-TOP2a-SPAG5, HOXA13-TOP2a-ENG, HOXA13-CDC2- SPAG5, HOXA13-
CDC2-ENG, HOXA13- TOP2a-SEM2, HOXA13-CDC2-SEM2, HOXA13-TOP2a-MDK, HOXA13-TOP2a- IGFBP5,
HOXA13-CDC2-MDK, HOXA13-CDC2-IGFBP5HOXA13-TOP2a-SEMA3F, HOXA13-NRP1-CHGA, HOXA13-
CDC2-SEMA3F y HOXA13-TOP2a-EGFL6, en una muestra de orina de un paciente que se sospecha que
padece cancer de vejiga, siendo dicha acumulacion de cada uno de dichos marcadores mayor de
aproximadamente 1,2 veces la acumulacion de cada uno de dichos marcadores en un grupo de sujetos normales
que no padecen cancer de vejiga maligno.

10. Un método para la deteccion de la presencia de cancer de vejiga en un sujeto, que comprende:

determinar, en una muestra de orina, la cantidad de un acido nucleico que codifica HOXA13 junto con uno o mas
primeros marcadores seleccionados del grupo que consiste en BIRC2, IGFBP5, MGP, NOV, NRP1, SEMA3F,
SPAGS5, TOP2A, y en el que dicho primer marcador no esta sustancialmente presente en la sangre de dicho
sujeto.

11. Un método para distinguir la enfermedad maligna de vejiga de la enfermedad no maligna de vejiga, que
comprende:

determinar, en la orina de dicho paciente, la acumulaciéon de un acido nucleico que codifica HOXA13 junto con
uno o mas marcadores seleccionados del grupo que consiste en IGFBP5, MDK, MGP, NRP1, SEMAS3F,
SMC4L1, TOP2A y UBE2C; y

determinar en dicha muestra las proporciones de la expresion de HOXA13 con respecto a dicho uno o mas
marcadores, estando la proporcién asociada con la presencia del cancer de vejiga.

12. Un método para la determinacion de la eficacia de la terapia para el cancer de vejiga que comprende la
deteccion de la acumulacion de un acido nucleico que codifica Homeocaja A13 (HOXA13) en una primera muestra
de orina de un paciente, y la comparacion con la cantidad de dicho HOXA13 en una segunda muestra de orina de un
paciente después de un periodo de tratamiento, siendo la cantidad de dicho marcador después de dicho periodo de
tratamiento menor que la cantidad de dicho marcador antes del tratamiento.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacién 12, que comprende la deteccién de la cantidad de al menos un
marcador adicional elegido de entre el grupo que consiste en GGH, SPP1, NRN1, SPARC, ADAMTS10, CNTN1,
TLL2, PDIR, FBN1, el producto del gen KIAA0100, CALR, ITGBL1, ELA3B, SMOC2, HEXA, IGFBP7, MFAP2, CILP,
OLFM1, LUM, SEM2, PRSS11, SULF1, SERPINH1, MGP, TIMP1, EGFL6, SPAG11, IGFBP5, SEMA3F, CDC2,
TOP2A, UBE2C, STMN1, TUBA4, HIST1H1B, HMGB2, CCNA2, CDCAA1, la proteina hipotética MGC5576, DEK,
MLF1IP, CDCAS8, la proteina hipotética FLJ20647, TYMS, SMC4L1, LYN, HMGB3, PTGIR, DONSON, HMMR,
CLDNB®6, HIST1H1D, C100rf3, KNTC1, CKS1B, RRM2, HIST1H2BH, STK6, MPHOSPH1, CCNB2, GPR32, ENG,
MFHAS1, HIST1H1C, AVPR2, CENPF, el miembro g de la familia de histonas h4, MGC27121 el gen, NP, ASPM, la
proteina hipotética FLJ11871, LBH, NUDT1, HELLS, ASB9, MCM5, IMP-2, DKFZP566M1046, TUBA2, GAS2L3, la
proteina hipotética FLJ12442, MCM6, DOK3, WDR18, CKAP2, KIF20A, la posible proteina fap, C6orf32, NEK2,
CRY1, TGM2, DLG7, EIF2C2, DEPDC1, HIST2H4, MCM7, MTAP, KNTC2, HSPC150, SMC6L1, HIST1H2BC,
ASF1B, ARH, LMNBH1, la proteina hipotética FLJ10719, la proteina hipotética FLJ 10706, MAD2L1, SLC22A2, la
proteina hipotética MGC34923, SPAG5, ACVRL1, DSCR1, PRSS15, S100A9, MCM4, ST7L, PLEKHA4, EPHBH1,
CALD1, SMC1L1, el co-transcrito Thy-1, RAMP, FKBP11, C200rf129, HIST1H4H, CDKN3, MCAM, SNCAIP,
NIPSNAP1, AP1M1, ANLN, C6orf69, TORC3, MAZ, TXNRD1, la proteina hipotética xp 096695, C22o0rf4, VSNLA1,
similar a la cadena N de 83 kDa de la carboxipeptidasa, KIAA1598, la proteina hipotética FLJ13501,
DKFZP4340047, la proteina hipotética FLJ38716, similar a la proteina hipotética (region L1H3), la proteina hipotética
KIAA1875, PRIM1, la proteina hipotética BC001096, MCM2, GJA3, C110orf30, similar a la proteina hipotética
FLJ30672, THY1, LRP3, LASS2, C180rf8, ZNF81, NARF, MTHFD2, D6T, SIAT7D, MMPL1, KLK11, KPNA2,
FGFR10P2, VIM, la proteina FLJ44108, PAPOLG, FHOD1, RASL12, HMGN2, PITPNM2, DER1, EPHA4, VSIG1,
RGSS5, la proteina KIAA1639, SH2B, PGLYRP4, CDC45L, MLSTD1, la proteina hipotética MGC11266, TNFRSF13B,
NET1, LHFPL5, MX2, SPHK1, ABCG4, SERPINB2, GALNT10, LEPR, MXD4, FAPP2, NUP210, CSK, NRP1,
MGAT1, el producto del gen KIAA0100, LCN7, BMP7, ADAMTS10, PM5, NOMO3, CPAB, NPPC, la proteina
hipotética FLJ23221, ERP70, GALNT14, ITIH3, PAPPA2, LOXL1, TNFRSF6B, SPARC, MSMB, CLDN6, PT- MA,
AVPR2, similar al transportador de creatina dependiente de sodio y de cloruro, TMEM19, la proteina hipotética xp
047287, la proteina hipotética FLJ11871, PROSC, MGC27121 el gen, NQO1, CKAP4, la proteina hipotética
BC001096, PDPK1, el regulador del ensamblaje del huso mitético 1, MIRAB13, PORCN, SIX6, GJB2, la proteina
FLJ35784, SLC37A3, SPRY4, LHX3, C70rf27, SLC39A1, ZNF307, MIF, BST2, PSTPIP1, SOX4, NCOAS5, la proteina
hipotética FLJ31438, ODD, SLC23A2, SHFM1, SRPK2, RAMP2, BPGM, RGS5, CXADR, MEIS2, TENS1, SNAIZ2,
CHST2, HCA127, el co-transcrito Thy-1 (LOC94105), LRFN3, la proteina hipotética FLJ22390, TRIB2, KRTHA3B,
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KIF21A, ANKRD17, RAG1, NUBP2, la proteina hipotética FLJ20489, CASK, HIP1, PRKCD- BP, TIE, C50rf15, CGlI-
72. ENTPD8, SH3BGRL3, el homdlogo de la subunidad MLRQ de la 6xidorreductasa de NADH:ubiquinona, VG5Q,
BG1, BCL2L11, ARK5, TLE3, ITIH5, RGS11, TM7SF3, SCRN3, PLXNA1, GJA4, la proteina hipotética
DKFZp434G1415, WSB2. CDA, GART, ZMPSTE24, TMEM33, GPI, la proteina hipotética FLJ11000, CAMK1D,
PTPN21 y TNS, en una primera muestra de un paciente, y compararla con la cantidad de dicho uno o mas
marcadores en una segunda muestra de un paciente después de un periodo de tratamiento, siendo la cantidad de
dicho marcador después de dicho periodo de tratamiento menor que la cantidad de dicho marcador antes del

tratamiento.
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Mediana de pacientes: Maximo de pacientes:
Nombre Simbolo | control del n°® de veces control del n°® de veces
de cambio de cambio
antigeno asociado al esperma 5 SPAGS 8 304
topoisomerasa (ADN) Il alfa 170 kDa TOP2A 165 5716
ciclo de division celular 2, desde G1 hasta S y
desde G2 hasta M GDC2 > 2370
endoglina (sindrome de Osler-Rendu-Weber 1) ENG 12 240
proteina de uniodn al factor de crecimiento IGFBPS 35 14,862
insulinoide 5
gen del nefroblastoma sobreexpresado NOV 6 730
neuropilina 1 NRP1 43 380
dominio sema, dominio de inmunoglobulina
(1g), dominio basico corto, secretado, SEMAJ3F 35 567
(semaforina) 3F
dominio de tipo EGF, multiple 6 EGFL6 1 1
proteina de la matriz Gla MGP 17 1147
semaforina sem2 SEM2 5 501
Tgomogranma A (proteina secretora paratiroidea CHGA NT NT
enzima de conjugacion con ubiquitina E2C UBE2C 63 1461
homeocaja Al 3 HOXAI13 20 1221
mldglna (factor promotor del crecimiento de las MDK 265 4188
neuritas 2)
antigeno de la superficie celular Thy-1 THY1 2 26
IAP Qe .bacu10V1rus que contiene repeticiones 5 BIRCS 31 3524
(survivina)
SMC4 de tipo 1 de mantenimiento estructural de SMCAL1 13 232
los cromosomas 4-1
Figura 7
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Marcador Mediana del log2 |Mediana del log2
de la diferencia |de la diferencia
control de paciente:|control de paciente:
sano no maligno

HoxA13 8 7,2
IGFBP5 10,4 10,1
NRP1 6,2 4,9
Sema3F 8,3 7.4
Top2a 6,3 6

UBE2c 6,4 4,6
SMC4L1 5,4 4

MDK 10,1 7,7
MGP 7,1 7,2

Figura 10
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Marcador unico
Marcador Sensibilidad

TOP2a 96,6 %
SPAG5 96.2 %
CDC2 94,8 %
NRP1 79.2 %
CHGA 70,6 %
SEM2 55.2 %
THY1 52,9 %
SMCA4L1 50,3 %
MGP 49.4 %
MDK 48.7 %
ENG 47.7%
UBE2c 453 %
EGFL6 39.2 %
BIRC5 36,1 %
HOXA13 32,6 %

Combinacién de dos marcadores

Marcador 1 Marcador 2 Sensibilidad

TOP2a CDcC2 99.4 %
SPAG5 TOP2A 99,3 %
SPAG5 CcDcC2 99,3 %
NRP1 UBE2c 98,1 %
SPAG5 MDK 96,8 %
TOP2a THY1 96,7 %
SPAG5 CHGA 96,6 %
TOP2a CHGA 96,5 %
SPAG5 THY1 96,5 %
TOP2a MDK 96,2 %
CcDcC2 CHGA 954 %
TOP2a ENG 953 %
TOP2a MGP 951 %
SPAG5 NRP1 95,0 %
SPAG5 BIRC5 94,9 %
TOP2a NRP1 94,9 %
SPAG5 MGP 94,8 %
SPAG5 EGFL6 94,8 %
TOP2a HOXA13 94,7 %
TOP2a EGFL6 94,7 %

Figura 14a
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Combinacion de dos marcadores (cont.)
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Marcador 1 Marcador 2 Sensibilidad

TOP2a BIRC5 94.7 %

SPAG5 ENG 94,6 %

SPAG5 HOXA13 94.4 %

CcDcC2 THY1 94.4 %

CcDcC2 MDK 93,9 %

SPAG5 SEM2 93,8 %

TOP2a SMC4LA1 93,7 %

TOP2a SEM2 93,6 %

CcDcC2 NRP1 93,6 %

CcDcC2 MGP 93,3 %

CcDcC2 ENG 93,1 %

TOP2a UBE2c 92,8 %

SPAG5 UBE2c 92,7 %

CcDcC2 EGFL6 924 %

CcDcC2 BIRC5 924 %

SPAG5 SMC4LA1 924 %

CcDcC2 HOXA13 92,3 %

CcDcC2 SEM2 91,2 %

NRP1 MDK 91,2 %

NRP1 THY1 90,6 %

CcDcC2 SMC4L1 90,6 %

CcDcC2 UBE2c 90.0 %
Combinacion de tres marcadores
Marcador 1 Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad
SPAG5 TOP2a CDC2 100,0 %
SPAG5 TOP2a NRP1 99.9 %
TOP2a CDC2 NRP1 99.9 %
SPAG5 TOP2a CHGA 99.9 %
SPAG5 CDC2 NRP1 99.9 %
TOP2a CDC2 CHGA 99.9 %
SPAG5 TOP2a SEM2 99.9 %
SPAG5 CDC2 CHGA 99.9 %
SPAG5 TOP2a THY1 99.8 %
SPAG5 TOP2a SMC4L1 99.8 %
SPAG5 TOP2a MGP 99.9 %
SPAG5 TOP2a MDK 99.9 %
SPAG5 TOP2a ENG 99.9 %
SPAG5 TOP2a UBE2c 99.8 %
SPAG5 TOP2a EGFL6 99.8 %
TOP2a CDC2 SEM2 99.8 %

Figura 14a (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1 Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad

SPAG5 TOP2a BIRC5 99.8 %
TOP2a CcDcC2 THY1 99.7%
SPAG5 TOP2a HOXA13 99.8 %
TOP2a CcDcC2 SMCA4L1 99.8 %
SPAG5 CcDcC2 SEM2 99.8 %
TOP2a CcDcC2 MGP 99.8 %
TOP2a CcDcC2 MDK 99.8 %
TOP2a CcDcC2 ENG 99.8 %
SPAG5 CcDcC2 THY1 99.7%
TOP2a CDcC2 UBE2c 99.7%
SPAG5 CcDcC2 SMCA4L1 99.8 %
SPAG5 CDcC2 MGP 99.8 %
SPAG5 CcDcC2 MDK 99.8 %
SPAG5 CDcC2 ENG 99.8 %
TOP2a CDcC2 EGFL6 99.7%
SPAG5 CcDcC2 UBE2c 99.7%
TOP2a CcDcC2 BIRC5 99.7%
TOP2a CcDcC2 HOXA13 99.7%
SPAG5 CcDcC2 EGFL6 99.7%
SPAG5 CcDcC2 BIRC5 99.7%
SPAG5 CcDcC2 HOXA13 99,7 %
TOP2a NRP1 CHGA 99.5%
SPAG5 NRP1 CHGA 99.5%
TOP2a NRP1 SEM2 99.2%
CcDcC2 NRP1 CHGA 99.3%
TOP2a NRP1 THY1 98.9 %
TOP2a NRP1 SMCA4L1 99.1%
SPAG5 NRP1 SEM2 99.2%
TOP2a NRP1 MGP 99.2%
TOP2a NRP1 MDK 99.2%
TOP2a ENG NRP1 99.1%
SPAG5 NRP1 THY1 98.9 %
TOP2a NRP1 UBE2c 99.0 %
SPAG5 NRP1 SMCA4L1 99.1%
SPAG5 NRP1 MGP 99.2%
SPAG5 NRP1 MDK 99.2%
SPAG5 ENG NRP1 99.1%
TOP2a NRP1 EGFL6 99,0 %
SPAG5 NRP1 UBE2c 99,0 %
TOP2a SEM2 CHGA 99.1%
TOP2a NRP1 BIRC5 98.8 %

Figura 14a (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
TOP2a
TOP2a
SPAG5
CDcC2
TOP2a
SPAG5
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
SPAG5
CcDcC2
SPAG5
CDcC2
SPAG5
SPAG5
CcDc2
TOP2a
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
TOP2a

Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad
CHGA THY1
NRP1 HOXA13
NRP1 EGFL6
NRP1 SEM2
CHGA SMC4L1
SEM2 CHGA
NRP1 BIRC5
MGP CHGA
NRP1 THY1
CHGA MDK
ENG CHGA
CHGA THY1
NRP1 HOXA13
NRP1 SMC4LA1
CHGA UBE2c
NRP1 MGP
CHGA SMC4LA1
NRP1 MDK
MGP CHGA
ENG NRP1
CHGA MDK
ENG CHGA
NRP1 UBE2c
EGFL6 CHGA
CHGA UBE2c
CHGA BIRC5
NRP1 EGFL6
CHGA HOXA13
EGFL6 CHGA
SEM2 CHGA
NRP1 BIRC5
CHGA BIRC5
SEM2 THY1
CHGA THY1
NRP1 HOXA13
CHGA HOXA13
SEM2 SMC4LA1
CHGA SMC4L1
MGP SEM2
MGP CHGA
SEM2 MDK

Figura 14a (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
TOP2a
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
SPAG5
SPAG5
SPAG5

Marcador 2
CHGA
THY1
ENG
SEM2
ENG
MGP
MDK
SEM2
ENG
CHGA
SEM2
MGP
MGP
MDK
SEM2
UBE2c
MGP
ENG
THY1
ENG
ENG
MGP '
ENG
MDK
UBE2c
EGFL6
SEM2
ENG
EGFL6
MGP
MGP
UBE2c
MDK
EGFL6
ENG
SEM2
UBE2c
CHGA
MGP
ENG
ENG

Figura 14a (cont.)

Marcador 3
MDK
SMC4LA1
SEM2
THY1
CHGA
THY1
THY1
UBE2c
THY1
UBE2c
SMC4LA1
SMC4L1
SEM2
SMC4LA1
MDK
THY1
MDK
SMC4LA1
SMC4LA1
SEM2
MGP
THY1
MDK
THY1
SMC4LA1
SEM2
UBE2c
THY1
CHGA
UBE2c
SMC4LA1
MDK
SMC4LA1
THY1
UBE2c
BIRC5
THY1
BIRC5
MDK
SMC4LA1
MGP
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
SPAG5
TOP2a
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
SPAG5
TOP2a
SPAG5
TOP2a
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
TOP2a
TOP2a
SPAG5
SPAG5
SPAG5
TOP2a
CcDcC2
SPAG5
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5

Marcador 2 Marcador 3
ENG MDK
BIRC5 THY1
SEM2 HOXA13
EGF L6 SMC4L1
UBE2c SMC4L1
EGFL6 SEM2
CHGA HOXA13
EGFL6 MGP
MGP UBE2c
EGFL6 MDK
UBE2c MDK
HOXA13 THY1
BIRC5 SMC4L1
ENG EGFL6
EGFL6 THY1
ENG UBE2c
SEM2 BIRC5
MGP BIRC5
SEM2 THY1
BIRC5 MDK
EGFL6 UBE2c
ENG BIRC5
HOXA13 SMC4L1
BIRC5 THY1
SEM2 HOXA13
EGFL6 SMC4L1
MGP HOXA13
SEM2 SMC4L1
EGFL6 MGP
HOXA13 MDK
EGFL6 MDK
MGP SEM2
BIRC5 UBE2c
ENG HOXA13
HOXA13 THY1
SEM2 MDK
BIRC5 SMC4L1
ENG EGFL6
THY1 SMC4LA1
ENG SEM2
MGP BIRC5

Figura 14a (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
SPAG5
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5
SPAG5
CcDcC2
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
SPAG5
CcDcC2
CcDcC2

Marcador 2 Marcador 3
BIRC5 MDK
MGP THY1
UBE2c HOXA13
MDK THY1
EGFL6 UBE2c
ENG BIRC5
HOXA13 SMC4LA1
SEM2 UBE2c
ENG THY1
MGP HOXA13
HOXA13 MDK
MGP SMC4L1
EGFL6 BIRC5
BIRC5 UBE2c
MDK SMC4L1
ENG HOXA13
UBE2c THY1
MGP MDK
ENG SMC4L1
ENG MGP
EGFL6 HOXA13
UBE2c HOXA13
ENG MDK
UBE2c SMC4LA1
EGFL6 SEM2
MGP UBE2c
BIRC5 HOXA13
UBE2c MDK
EGFL6 BIRC5
EGFL6 THY1
ENG UBE2c
SEM2 BIRC5
EGFL6 HOXA13
BIRC5 THY1
SEM2 HOXA13
EGFL6 SMC4LA1
EGFL6 MGP
EGFL6 MDK
BIRC5 HOXA13
HOXA13 THY1
BIRC5 SMC4LA1

Figura 14a (cont.)
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Marcador unico

Marcador
TOP2a
CHGA
NRP1
ENG
SPAG5
SEM2
MDK
HOXA13
IGFBP5
SEMA3F
EGFL6
SMC4LA1
NOV
UBE2c
BIRC5
THY1

Combinacién de dos marcadores

Marcador 1
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
TOP2a
CDcC2
TOP2a
CDcC2
CcDcC2
CcDcC2

Sensibilidad

84,5 %
63.7%
66.9 %
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18.8 %

30.9 %

Marcador 2

TOP2a
SEM2
SEM2
NRP1

SPAG5

CHGA
NRP1
ENG

SPAG5

CHGA
ENG

Combinacién de tres marcadores

Marcador 1
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
HOXA13

Marcador 2

TOP2a
TOP2a
TOP2a
TOP2a
TOP2a
CDC2

Marcador 1

CHGA
NRP1
SPAG5
ENG
SEM2
TOP2a

ES 2 538 504 T3

Sensibilidad
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1 Marcador 2 Marcador 3
CDC2 ENG EGFL6
CDC2 MGP BIRC5
CDC2 BIRC5 MDK
CDC2 EGFL6 UBE2c
CDC2 ENG BIRC5
CDC2 HOXA13 SMC4LA1
CDC2 MGP HOXA13
CDC2 HOXA13 MDK
CDC2 BIRC5 UBE2c
CDC2 ENG HOXA13
CDC2 UBE2c HOXA13
CDC2 EGFL6 BIRC5
CDC2 EGFL6 HOXA13
CDC2 BIRC5 HOXA13
NRP1 SEM2 CHGA
NRP1 CHGA THY1
NRP1 CHGA SMC4LA1
NRP1 MGP CHGA
NRP1 CHGA MDK
ENG NRP1 CHGA
NRP1 CHGA UBE2c
NRP1 EGFL6 CHGA
NRP1 CHGA BIRC5
NRP1 CHGA HOXA13
NRP1 SEM2 THY1
NRP1 SEM2 SMC4L1
NRP1 MGP SEM2
NRP1 SEM2 MDK

Sensibilidad

Figura 14a (cont.)

88



ES 2 538 504 T3

Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
UBE2c
TOP2a
HOXA13
CcDcC2
CcDcC2
HOXA13
BIRC5
TOP2a
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
HOXA13
CcDcC2
HOXA13
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
TOP2a

Marcador 2 Marcador 3
TOP2a MDK
TOP2a IGFBP5
NRP1 CHGA
TOP2a SEMA3F
NRP1 CHGA
TOP2a EGFL6
SPAG5 CHGA
ENG CHGA
SPAG5 CHGA
ENG CHGA
TOP2a SMC4LA1
SEM2 CHGA
NRP1 SPAG5
SEM2 CHGA
NRP1 ENG
NRP1 SPAG5
NRP1 ENG
NRP1 SEM2
TOP2a NOV
NRP1 SEM2
CDC2 TOP2a
ENG SPAG5
TOP2a CHGA
ENG SPAG5
TOP2a THY1
CDC2 CHGA
CDC2 TOP2a
SPAG5 SEM2
MDK CHGA
ENG SEM2
SPAG5 SEM2
IGFBP5 CHGA
MDK CHGA
ENG SEM2
TOP2a NRP1
IGFBP5 CHGA
CDC2 NRP1
SEMA3F CHGA
NRP1 MDK
SEMA3F CHGA
NRP1 IGFBP5

Figura 14b (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
CcDcC2
HOXA13
TOP2a
CcDcC2
HOXA13
HOXA13
CcDcC2
TOP2a
HOXA13
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
HOXA13
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
HOXA13
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
NRP1
TOP2a
NRP1
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
TOP2a
CcDcC2
NRP1
UBE2c

Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad
NRP1 MDK
TOP2a SPAG5
EGFL6 CHGA
NRP1 IGFBP5
TOP2a ENG
CDC2 SPAG5
EGFL6 CHGA
NRP1 SEMA3F
CDC2 ENG
SPAG5 MDK
NRP1 SEMA3F
ENG MDK
TOP2a SEM2
SPAG5 IGFBP5
SMC4L1 CHGA
SPAG5 MDK
ENG IGFBP5
ENG MDK
CDC2 SEM2
NRP1 EGFL6
SPAG5 IGFBP5
SMC4L1 CHGA
ENG IGFBP5
NRP1 EGFL6
SEM2 MDK
SPAG5 SEMA3F
SPAG5 CHGA
ENG SEMA3F
ENG CHGA
SEM2 IGFBP5
SEM2 MDK
SPAG5 SEMA3F
ENG SEMA3F
NRP1 SMC4LA1
SEM2 IGFBP5
NOV CHGA
SPAG5 EGFL6
SEM2 SEMA3F
NRP1 SMC4LA1
SEM2 CHGA
TOP2a CHGA

Figura 14b (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1
TOP2a
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
UBE2c
CcDcC2
ENG
TOP2a
BIRC5
TOP2a
HOXA13
TOP2a
CcDcC2
TOP2a
TOP2a
BIRC5
HOXA13
CcDcC2
HOXA13
CcDcC2
SPAG5
UBE2c
CcDcC2
CcDcC2
ENG
HOXA13
UBE2c
NRP1
HOXA13
TOP2a
TOP2a
HOXA13
TOP2a
BIRC5
HOXA13
CcDcC2
CcDcC2
CcDcC2
TOP2a
BIRC5
TOP2a

Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad
ENG EGFL6
NOV CHGA
SPAG5 EGFL6
SEM2 SEMA3F
CDC2 CHGA
ENG EGFL6
SPAG5 CHGA
THY1 CHGA
THY1 CHGA
EGFL6 SEM2
TOP2a MDK
SPAG5 SMC4L1
THY1 CHGA
NRP1 NOV
ENG SMC4L1
CDC2 CHGA
TOP2a IGFBP5
EGFL6 SEM2
CDC2 MDK
SPAG5 SMC4L1
SEM2 CHGA
TOP2a NRP1
NRP1 NOV
ENG SMC4L1
SEM2 CHGA
CDC2 IGFBP5
CDC2 NRP1
ENG SPAG5
TOP2a SEMA3F
SEM2 SMC4L1
NRP1 THY1
NRP1 CHGA
MDK IGFBP5
TOP2a NRP1
CDC2 SEMA3F
SEM2 SMC4L1
NRP1 THY1
MDK IGFBP5
NOV SPAG5
CDC2 NRP1
ENG NOV

Figura 14b (cont.)
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Combinacion de tres marcadores (cont.)

Marcador 1 Marcador 2
NRP1 SPAG5
UBE2c TOP2a
TOP2a MDK

NRP1 MDK
CcDcC2 NOV

NRP1 ENG
HOXA13 TOP2a
UBE2c TOP2a
CcDcC2 ENG

Marcador 3
SEM2
SPAG5
SEMA3F
CHGA
SPAG5
SEM2
EGFL6

ENG

NOV

Figura 14b (cont.)
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Marcador unico

ES 2 538 504 T3

Marcador Sensibilidad (%)

IGFBP5 98
HoxA13 85
Sema3F 80
UBE2c 42
NRP1 37
Top2a 74
SMC4L1 34
MDK 79
MGP 70

Combinaciones de dos marcadores

Marcador 1 Marcador 2 Sensibilidad (%)

IGFBP5 HoxA13 99,2

IGFBP5 Sema3F 99,0

IGFBP5 MDK 98,9

IGFBP5 Top2a 98,9

IGFBP5 MGP 98,6

IGFBP5 UBE2c 97,5

IGFBP5 NRP1 97,3

IGFBP5 SMC4L1 97,2

HoxA13 Sema3F 94,0

HoxA13 MDK 93,5

HoxA13 Top2a 93,1

Sema3F MDK 92,2

Sema3F Top2a 91,7

HoxA13 MGP 91,3

Top2a MDK 91,0

Combinaciones de tres marcadores

Marcador 1 Marcador 2 Marcador 3 Sensibilidad (%)
IGFBP5 HoxA13 Sema3F 99,6
IGFBP5 HoxA13 Top2a 99,6
IGFBP5 HoxA13 MDK 99,6
IGFBP5 Sema3F Top2a 99,5
IGFBP5 Sema3F MDK 99,5
Figura 16
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Combinaciones de tres marcadores (cont.)

Marcador 1 Marcador 1 Marcador 1 Sensibilidad (%)

IGFBP5 Top2a MDK 99,5
IGFBP5 HoxA13 MGP 99,5
IGFBP5 Sema3F MGP 99,4
IGFBP5 Top2a MGP 99,3
IGFBP5 MDK MGP 99,3
IGFBP5 HoxA13 UBE2c 99,1
IGFBP5 HoxA13 NRP1 99,0
IGFBP5 HoxA13 SMCA4L1 99,0
IGFBP5 Sema3F UBE2c 99,0
IGFBP5 UBE2c Top2a 98,9
IGFBP5 Sema3F NRP1 98,9
IGFBP5 UBE2c MDK 98,9
IGFBP5 Sema3F SMCA4L1 98,9
IGFBP5 NRP1 Top2a 98,8
IGFBP5 NRP1 MDK 98,8
IGFBP5 Top2a SMCA4L1 98,8
IGFBP5 SMC4L1 MDK 98,8
IGFBP5 UBE2c MGP 98,5
IGFBP5 NRP1 MGP 98,4
IGFBP5 SMC4L1 MGP 98,4
IGFBP5 UBE2c NRP1 97,3
IGFBP5 UBE2c SMCA4L1 97,3
HoxA13 Sema3F Top2a 97,2
HoxA13 Sema3F MDK 97,2
IGFBP5 NRP1 SMCA4L1 97,1
HoxA13 Top2a MDK 97,0
Sema3F Top2a MDK 96,5
HoxA13 Sema3F MGP 96,3
HoxA13 Top2a MGP 96,0
HoxA13 MDK MGP 96,0
Sema3F Top2a MGP 95,3
Sema3F MDK MGP 95,3
Top2a MDK MGP 94,9
HoxA13 Sema3F UBEZ2c 93,9
HoxA13 UBE2c Top2a 93,4
HoxA13 Sema3F NRP1 93,4
HoxA13 UBE2c MDK 93,3
HoxA13 Sema3F SMCA4L1 93,3
HoxA13 NRP1 Top2a 92,8

Figura 16 (cont.)
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HoxA13 NRP1 MDK 92,7
HoxA13 Top2a SMCA4L1 92,7
HoxA13 SMCA4L1 MDK 92,7
Sema3F UBEZ2c Top2a 92,3
Sema3F UBE2c MDK 92,3
Sema3F NRP1 Top2a 91,6
UBE2c Top2a MDK 91,6
Sema3F NRP1 MDK 91,6
Sema3F Top2a SMC4L1 91,6
Sema3F SMCA4L1 MDK 91,6
HoxA13 UBE2c MGP 91,2
NRP1 Top2a MDK 90,9
Top2a SMCA4L1 MDK 90,8
HpxAl 3 NRP1 MGP 90,4
HoxA13 SMCA4L1 MGP 90,4
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Niveles del marcador en la orina de pacientes con TCC y de controles

TopZa
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tnicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden

excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

L]

L]

L]

US 20040076955 A [0009]
US 20040043436 A [0009]
US 6335170 B [0105]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

LOTAN ; ROEHRBORN. Urology, 2003, vol. 61,
109-118 [0002]

SAMBROOK,J. ;EFRITSCH, E. ; TMANIATIS. Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001 [0040] [0043]
NOLTE, F.S. Branched DNA signal amplification for
direct quantitation of nucleic acid sequences in clin-
ical specimens. Adv. Clin. Chem., 1998, vol. 33,
201-35 [0040]

HAUKANES, B-I ; KVAM, C. Application of magnetic
beads in bioassays. Bio/Technology, 1993, vol. 11,
60-63 [0040]
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+ NZ 534289 [0156]
+ NZ 539219 [0156]
+ US 60692619 B [0156]

SPIRO, A. ; LOWE, M. ; BROWN, D. A Bead-Based
Method for Multiplexed Identification and Quantita-
tion of DNA Sequences Using Flow Cytometry. Appl.
Env. Micro., 2000, vol. 66, 4258-4265 [0040]
CROWTHER, J.R. The ELISA guidebook. Humana
Press, 2000 [0045]

HARLOW, E. ; LANE, D. Using antibodies: a labora-
tory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1999 [0045] [0048] [0050]

HUST M. ; DUBEL S. Phage display vectors for the
in vitro generation of human antibody fragments.
Methods Mol Biol., 2005, vol. 295, 71-96 [0045]
EMANUELSSON et al. J. Mol. Biol., 2000, vol. 300,
1005-1006 [0105]
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