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DESCRIPCION
Queratina 17 como un biomarcador para el cancer de vejiga
Campo de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a un método para detectar la cantidad de queratina 17 en una muestra de orina
obtenida de un sujeto. Los presentes métodos pueden utilizarse para diagnosticar el cancer de vejiga en un sujeto.

Antecedentes

El cancer de vejiga es la cuarta neoplasia maligna mas comun en hombres y constituye aproximadamente 5% de
todos los nuevos canceres diagnosticados en los Estados Unidos. Ver American Cancer Society. Cancer Facts &
Figures 2016. Atlanta, Ga: American Cancer Society (2016). Aproximadamente la mitad de todos los canceres de
vejiga se identifican inicialmente en el revestimiento de la pared de la vejiga [es decir, el urotelio (asimismo conocido
como epitelio de transicion)] y se consideran canceres no invasivos o in situ, o carcinoma urotelial (asimismo
conocido como carcinoma de células transicionales). Ver Grossman, HB, et al. JAMA. 293:810-816, 2005.
Aproximadamente 1 de cada 3 pacientes de cancer de vejiga muestra invasion del cancer en las capas musculares
subyacentes de la pared de la vejiga. Los avances en las modalidades de tratamiento han conducido a un aumento
de las tasas de supervivencia de los sujetos diagnosticados precozmente (es decir, cancer de vejiga de estadio 0
o de estadio 1), con una tasa de supervivencia a cinco afios media de los sujetos con diagnostico precoz de entre
85% y 98% [American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2016. Atlanta, Ga: American Cancer Society
(2016)]. A la inversa, los resultados de diagndstico en estadio tardio ofrecen en un panorama mucho mas sombrio,
en el que lo sujetos en los que se ha diagnosticado cancer de vejiga en estadio Il o en estadio Il presentan una
tasa de supervivencia a cinco afios media de entre 45% y 65%. Ver Kaufman DS, et al. Lancet. (2009) 374:239-
249; American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2016. Atlanta, Ga: American Cancer Society (2016)
y Soloway MS. Urology. (2006) 67: 3-10, 1977.

Pilar Laguna et al. han caracterizado el fenotipo de queratina del urotelio de vejiga en pacientes con sindrome de
vejiga dolorosalcistitis intersticial (SVD/CI) utilizando un panel de 11 anticuerpos de la queratina que reconocen
queratinas simples presentes en el epitelio columnar (queratinas 7, 8, 18 y 20) y queratinas asociadas a
compartimientos de células basales de los epitelios escamosos (queratinas 5, 13, 14 y 17) ("Keratin Expression
Profiling of Transitional Epithelium in the Painful Bladder Syndrome/Interstitial Cystitis", AMERICAN JOURNAL OF
CLINICAL PATHOLOGY, US, (2006), vol. 125, n° 1).

Vita i Guelstein et al. han mostrado que CK-17 podria ser un marcador util de progresién de los tumores urinarios
("Immunohistochemical localization of cytokeratin 17 in transitional cell carcinomas of the human urinary tract",
VIRCHOWS ARCHIV. B. vol. 64, n® 1, (1993), paginas 1-5).

MacDonald et al. dan a conocer un método de deteccién de la expresion de la queratina 17 (K17) en un sujeto,
que comprende obtener una muestra de orina del sujeto y detectar la expresién de K17 en la muestra mediante
RT-PCR. ("Gene expression profile of urine sediment for the non-invasive diagnosis of bladder cancer", UROLOGY,
(2007), vol. 70, n°® 3, paginas 59-60).

Entre los métodos actuales para detectar el cancer de vejiga se incluyen el analisis de orina (es decir, la deteccion
de sangre en la orina) y se utiliza una diversidad de pruebas comerciales: Immunocyt™, NMP22 BladderChek®, |a
prueba BTAstat® y el kit para cancer de vejiga UroVysion®. Immunocyt™ examina la orina del sujeto para la
presencia de mucina y antigeno carcinoembrionario (CEA). La prueba BladderChek® determina si una proteina
especifica, NMP22, se encuentra presente en la orina del sujeto. La prueba BTAstat® esta disefiada para detectar
la proteina relacionada con el factor del complemento H humano (hCFHrp) como un biomarcador de cancer, que
es relativamente sensible para la deteccion de carcinoma urotelial de grado alto, aunque es generalmente incapaz
de detectar las lesiones de grado bajo (es decir, los canceres de vejiga de estadio 0-1), que son los que ofrecen la
mejor probabilidad de curacion. El kit para cancer de vejiga UroVysion® somete a ensayo la aneuploidia de los
cromosomas 3, 7y 17,y la pérdida del locus 9p21 mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH) en especimenes
de orina procedentes de sujetos con sospecha de que presentan cancer de vejiga. Al igual que la prueba BTAstat®,
UroVysion® no puede detectar los tumores de grado bajo de la mucosa de la vejiga con eficacia, debido a que la
mayoria de los tumores de grado bajo son diploides, por lo que la prueba presenta un resultado negativo en el kit
para cancer de vejiga UroVysion®.

De esta manera, existe una necesidad no satisfecha de identificacién de un nuevo biomarcador diagndstico que
pueda utilizarse junto con los métodos de tratamiento existentes para determinar si un sujeto presenta o continta
presentando cancer de vejiga, de manera que los pacientes que requieren tratamiento puedan ser identificados en
un estadio precoz. Resultaria especialmente ventajoso que dicha metodologia pudiese ser no invasiva y
desplegarse en sistemas de ensayo diagnéstico del estado de la técnica capaces de ejecutar multiples pruebas
y/o multiples muestras simultaneamente. Los métodos de la presente divulgacion resuelven dichas necesidades
no satisfechas y permiten un tratamiento mas eficaz y mejores resultados clinicos y tiempo de supervivencia del
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paciente que las pruebas actuales.

La queratina 17 (K17, KRT17 o citoqueratina 17), un miembro de la familia del citoesqueleto de filamentos
intermedios, ha sido identificada como un biomarcador prondstico y diagnostico para determinados canceres
especificos, es decir, el cancer pancreatico y el cancer de cuello uterino. Ver Escobar-Hoyos, L. F., et al. Modern
Pathology (2014) 27(4):621-630. Sin embargo, la presente divulgacién identifica que K17 no se sobreexpresa en
todos los canceres. Por ejemplo, la figura 1 muestra claramente que, aunque el nivel de K17 esta elevado (se
expresa a nivel elevado) en determinados canceres, tales como el cancer de cuello uterino y el cancer pancreatico,
la K17 no se expresa a nivel elevado en muchos otros canceres, tales como los canceres de higado, colon, rifién,
cerebro y ganglios linfaticos. La expresion de K17 en el cancer es generalmente especifica de 6rgano vy tipo
tumoral. Especialmente, la presente divulgacion identifica por primera vez que los niveles elevados de expresion
de K17 pueden detectarse en tejido de la vejiga de sujetos con cancer de vejiga, en comparacion con los niveles
de expresion de K17 determinados en muestras de tejido de vejiga y de orina de un sujeto sano, permitiendo
ensayos diagnosticos fiables del cancer de vejiga mediante la deteccion de K17.

La presente divulgacion identifica y valida la utilidad de K17 como biomarcador diagnéstico del cancer de vejiga y
proporciona métodos altamente sensibles para detectar el cancer de vejiga en un sujeto. Los métodos asimismo
resultan ventajosos para la utilizacion en pacientes en los que se desconoce la incidencia previa de cancer de
vejiga para los que una prueba econdmica y no invasiva proporcionara un avance inesperado respecto a los
diagnodsticos existentes, que requieren procedimientos caros e invasivos para verificar que el paciente presenta
cancer de vejiga.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para detectar la expresion de queratina 17
(K17) en un sujeto, que comprende: obtener una muestra orina del sujeto, en el que dicha muestra comprende una
pluralidad de células de vejiga y detectar la expresiéon de K17 en dicha muestra, en la que dicha deteccion
comprende poner en contacto dichas células con un anticuerpo anti-K17 y detectar la union entre K17 en las células
y el anticuerpo anti-K17.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método de diagnodstico del cancer de vejiga en un
sujeto, que comprende: obtener una muestra de orina del sujeto, en el que dicha muestra comprende una pluralidad
de células de vejiga; detectar la expresion de K17 en dicha muestra, en la que dicha deteccién comprende poner
en contacto dichas células con un anticuerpo anti-K17 y detectar la unién entre K17 en las células y el anticuerpo
anti-K17, y diagnosticar que el sujeto presenta cancer de vejiga en el caso de que se detecte una cantidad
aumentada de K17 en la muestra en comparacion con una muestra de control que es una muestra de orina analoga
obtenida de un sujeto sin cancer.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un método de diagnéstico de cancer de vejiga en un sujeto,
que comprende: obtener una muestra de orina del sujeto y detectar la cantidad de proteina K17 en dicha muestra
mediante la utilizacion de un método de deteccidn cualitativo o cuantitativo, en el que la deteccion de la proteina
K17 en dicha muestra indica que dicho sujeto presenta cancer de vejiga.

Breve descripcion de los dibujos y tablas

Figura 1: la expresion de la queratina 17 varia en diferentes tipos de cancer. Datos de expresion de ARN,
evaluados mediante minado de datos del Portal de datos TCGA del National Cancer Institute. El histograma
muestra una representacion a escala logaritmica de la expresién de K17 para determinados tipos de cancer
que presentan un nivel elevado de expresion de K17, tales como el cancer de cuello uterino, el cancer de vejiga
y el cancer pancreatico. El grafico muestra ademas que muchos tipos de cancer, tales como los canceres de
colon, higado, cerebro y linfatico, expresan niveles relativamente bajos de K17.

Figura 2: localizacién inmunocitoquimica de K17 en muestras de citologia urinaria. Puede observarse la
expresion de queratina 17 mediante la deteccion de la K17 citoplasmatica marcada (células mas oscuras),
mientras que otras células no cancerosas estan desprovistas de marcaje de K17 (células no marcadas
normales).

Figuras 3A-D: inmunocitoquimica urinaria de queratina 17. (a) tincion de K17 en células benignas raras,
ampliacion: 4x; (b) tincion de K17 en células benignas raras, ampliacién: 40x; (c) tincién aumentada (2+) de
K17, ampliacion: 4x; (d) tincion aumentada (2+) de K17, ampliacion: 20x. En casos raros, K17 se detect6 a
niveles bajos en células benignas procedentes de especimenes de citologia urinaria normal (a, b), aunque la
tincion de K17 era fuertemente positiva en las células uroteliales procedentes de sujetos con carcinoma urotelial
(c, d).

Figuras 4A-D: inmunocitoquimica de queratina 17. (a, b) la mayoria de células escamosas y uroteliales
normales (c, d) son negativas para K17, es decir, no muestran tincion de queratina 17.
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Figuras 5A-D: histologia de la vejiga. (a, b, d) solo se detecta tincion focal leve para K17 en la mucosa de vejiga
benigna (c).

Figuras 6A-D: se detecta un nivel aumentado de K17 en todos los grados de tumor urotelial. (a) Neoplasma
urotelial papilar de bajo potencial maligno; (b) carcinoma urotelial papilar de grado bajo, en transicion desde la
mucosa urotelial de control contigua; (c-d) carcinoma urotelial papilar de grado alto. El analisis
inmunohistoquimico muestra una expresion de queratina 17 difusa y robusta en todas las células uroteliales
anormales (es decir, tejido tumoral) (a, b), en el que el carcinoma urotelial de grado alto mostraba una expresion
de K17 mas focal (c, d).

Figuras 7A-D: inmunohistoquimica aumentada de la queratina 17 en carcinoma urotelial invasivo. (a)
Carcinoma invasivo contiguo a mucosa urotelial no neoplasica; (b) carcinoma invasivo en tejido de vejiga blando
perivesicular; (c) expresion de K17 en el frente invasivo del carcinoma; (d) invasiéon de la lamina propia por
células tumorales. Todas las muestras de tejido sometidas a ensayo revelaron un nivel aumentado de expresion
de queratina 17 en las células tumorales obtenidas de sujetos con carcinoma urotelial invasivo en comparacion
con tejido procedente de pacientes sanos.

Figuras 8A-B: deteccion de queratina 17 mediante la utilizacion de métodos de deteccion de microfluidos. Se
analizaron muestras de (a) HeLay (b) células C33. Los datos muestran que se detectan significativamente mas
células marcadas con K17 entre las células HelLa (90,4% son positiva para K17) que entre las células C33
(35,1% son positivas para K17). Estos datos muestran que la deteccion de K17 puede conseguirse
eficientemente utilizando un dispositivo de microfluidos acoplado con métodos de inmunotincion de K17 vy, de
esta manera, los dispositivos de microfluidos, asi como los métodos de deteccidn y cuantificacion de ARNm de
K17, son medios adecuados para la practica de los presentes métodos.

Tabla 1: tincion con queratina 17 en mucosa urotelial de control y canceres de vejiga uroteliales. Las
puntuaciones medias de PathSQ para las muestras de control (benignas) y los canceres de vejiga uroteliales
de estadio temprano (PUNLMP, LG, HG) indican una diferencia significativa de expresion de K17 en las
muestras de tejido de vejiga de control y las muestras de tejido de cancer urotelial (p<0.001).

Tabla 2: analisis inmunocitoquimico de la expresion de K17 en muestras de citologia urinaria. Los datos
comparan el diagnostico clinico en muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga (positivas para
neoplasia maligna) con el de pacientes que no presentan cancer de vejiga (negativo para neoplasia maligna o
con sospecha de neoplasia maligna). Dichos datos muestran la tincion positiva para K17 en todas las muestras
obtenidas de sujetos con cancer de vejiga (T3-T7). En contraste, las muestras de orina obtenidas de pacientes
no cancerosos no mostraban marcaje de K17, incluso en donde se observaban niveles detectables de células
de vejiga (N1, N7, N8).

Tabla 3: deteccién de la expresion de K17 mediante tincién inmunocitoquimica de células aisladas de la
orina. La tabla 3 muestra los resultados de cuatro estudios independientes, para un total de 104 muestras de
pacientes analizadas. Se analizaron treinta y nueve muestras de sujetos con cancer de vejiga y 65 muestras
de tejido benigno, utilizando los presentes métodos. Se muestra la sensibilidad y especificidad de los métodos
de deteccion de K17 para cada estudio. Los resultados muestran que los presentes métodos diagnosticos
basados en K17 presentan una sensibilidad media de 93% y una especificidad de 91%.

Tabla 4: limite de deteccion del ELISA utilizado para la deteccion de proteina queratina 17 en un componente
sin células de orina. La tabla 4 muestra los resultados del ensayo de K17 de patrones de K17 (proteina K17
recombinante) con media, desviacion estandar y porcentaje de coeficiente (% CV) analizado mediante ELISA.
El valor umbral para una sefal positiva se determino a partir de controles negativos (patron de cero/sin proteina
K17), de manera que una determinacion positiva de K17 es 3 veces la desviacion estandar de la media del
control negativo (media de patrones de cero + [3 x Desviacién estandar de patrones de cero])).

Tabla 5: deteccion de proteina K17 en muestras de orina sin células procedentes de sujetos con cancer de
vejiga. La tabla 5 muestra datos del ensayo de 21 muestras de orina (6 cancerosas y 15 benignas/de control).
Las muestras positivas para K17 presentan una densidad 6ptica (OD) media de por lo menos 0.081 y un% CV
inferior a 20%. Los datos muestran que cuatro de los 6 canceres y ninguna de las muestras benignas mostré
un resultado positivo en el ensayo para K17.

Tabla 6: juego de cebadores para la deteccion de ARNm de K17 mediante RT-PCR cuantitativa. La tabla 6
muestra parejas de cebadores ilustrativas para la utilizacién en la deteccion y/o cuantificacion del ARNm de
K17 mediante RT-PCR. Se disefiaron cebadores adecuados de la invencion, tales como los ilustrados en la
tabla 6, para generar productos que incluyesen intrones de K17, de manera que la amplificacion por PCR de
los productos del tamafio predicho se produjese Unicamente si el ADNc generado a partir del ARNm de K17 se
encontraba presente en la muestra.
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Descripcion detallada de la invencién

Actualmente los marcadores diagndsticos (por ejemplo, los marcadores inmunohistoquimicos) de los canceres de
vejiga, especificamente los canceres de vejiga de estadio temprano (por ejemplo, el cancer urotelial) solo mejoran
marginalmente la precision diagnostica respecto al estandar de oro de la visualizacion in situ y/o la biopsia, es
decir, los procedimientos invasivos. A la inversa, la presente invencién identifica, caracteriza y valida un nuevo
biomarcador, la queratina 17 (K17), y proporciona nueva metodologia con una precision diagnéstica mejorada
respecto a la tecnologia actual, y resulta ventajosa para la utilizacion en la deteccion de los canceres de vejiga de
estadio temprano mediante la utilizaciéon de técnicas inmunocitolégicas para el cribado de muestras de citologia
urinaria. La presente invencion proporciona ademas métodos sin células para el diagnostico de un sujeto con
cancer de vejiga mediante la deteccion de los niveles de proteina K17 en las muestras de orina, incluyendo las
muestras de orina sin células.

Terminologia

El término "péptido" o "proteina" tal como se utiliza en la presente divulgacion se refiere a una serie lineal de
residuos aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos entre los grupos alfa-amino y carboxi de
residuos aminodacidos contiguos. Segun la invencion, la proteina es la queratina 17 (K17).

La expresion "acido nucleico" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una o mas bases nucleotidicas
de cualquier tipo, incluyendo las formas de cadena sencilla o de doble cadena. En un aspecto de la presente
divulgacion, un acido nucleico es ADN y en otro aspecto el acido nucleico es ARN, tal como ARNm. En la practica
de los métodos de la presente divulgacion, el acido nucleico analizado (por ejemplo, ARN de K17) mediante el
presente método se origina en una 0 mas muestras. Sin embargo, los métodos que implican acidos nucleicos no
estan comprendidos en las reivindicaciones.

Los términos "citoqueratina 17", "queratina 17", "KRT17" y "K17" tal como se utilizan en la presente memoria se
refieren a la queratina humana, queratina, gen 4 citoesquelético de tipo Il situado en el cromosoma 17, tal como
se indica en el numero de acceso NG_008625 o un producto del mismo, que codifica la queratina 17 de la cadena
de filamento intermedio de tipo I. Incluido dentro del significado pretendido de K17 estan los transcritos de ARNm
de la secuencia de ADNc de la queratina 17 tal como se indica en el numero de acceso NM_000422, y las proteinas
traducidas a partir del mismo, incluyendo, por ejemplo, la queratina, proteina citoesquelética de tipo 1, 17 tal como
se indica en el numero de acceso NP_000413 u homologos de la misma.

El término "sujeto", "sujeto de ensayo" o "paciente" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a
cualquier mamifero. En una forma de realizacion, el sujeto es un candidato para el diagnéstico de cancer de vejiga
(por ejemplo, carcinoma urotelial) o un individuo con una lesion precancerosa, tal como neoplasia urotelial. En
determinadas formas de realizacién, se ha diagnosticado que el sujeto presenta cancer de vejiga y el sujeto es un
candidato al tratamiento del mismo. Los métodos de la presente divulgacion pueden ponerse en practica en
cualquier sujeto mamifero que presente un riesgo de desarrollar cancer o que se haya diagnosticado que presenta
cancer. En particular, los métodos descritos en la presente memoria resultan mas utiles en la practica en seres
humanos.

Una "muestra bioldgica", "muestra de ensayo" o "muestra o muestras" tal como se utilizan en la presente
divulgacion pueden obtenerse de cualquier manera conocida por el experto en la materia. Segun la presente
divulgacion, las muestras pueden obtenerse de cualquier parte de un sujeto, incluyendo el tejido de vejiga, de orina
0 de una combinacion de los mismos. En determinados aspectos de la divulgacion, la muestra es una biopsia de
tejido, tejido fresco o tejido vivo extraido de la vejiga del sujeto. En aspectos especificos de la divulgacion, la
muestra es una coleccion de células de la pared de la vejiga, tal como, el epitelio de transicion, tejido conectivo,
tejido muscular o tejido adiposo de la vejiga. En otros aspectos de la divulgacion, la muestra se procesa antes de
la utilizacién en los métodos dados a conocer. Por ejemplo, una muestra de tejido fijada en formalina e incluida en
parafina, aislada de un sujeto, resulta util en los métodos de la presente divulgaciéon debido a que la fijacion con
formalina y la inclusién en parafina resultan beneficiosos para la conservacion histologica y el diagnéstico de
especimenes clinicos de tejido, y los tejidos fijados con formalina e incluidos en parafina se encuentran mas
facilmente disponibles en grandes cantidades que los tejidos frescos o congelados. Segun la invencién, la muestra
es de orina. En algunas formas de realizacion, se recolectan células de la orina mediante centrifugacion o mediante
filtracion, y las células recolectadas se utilizan para los ensayos. El experto en la materia procurara garantizar que
las muestras se recolectan, se procesan y se someten a ensayo de una manera que evite la degradacion evitable
de proteinas K17, que puede variar segun el ensayo que deba utilizarse. En formas de realizacion especificas, la
muestra es un volumen de orina obtenido de un sujeto, en la que la orina puede presentar o no una cantidad
detectable de células (es decir, la muestra puede estar libre 0 no de células). En determinadas formas de
realizacion, la muestra es una muestra de orina libre de células que contiene proteina K17.

Una "muestra de control", "muestra no cancerosa" o "muestra normal" tal como se utiliza en la presente memoria

es una muestra que no muestra niveles elevados de K17 y/o muestra niveles nulos de K17 o niveles reducidos de
K17 (en la que "reducidos" es respecto a un patrén u otro valor conocido que es indicativo de cancer). En
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determinadas formas de realizaciéon, una muestra de control no contiene células cancerosas (por ejemplo,
componentes de tejido benigno, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, mucosa de vejiga normal, células
mucosales de vejiga benignas y otras células no cancerosas del urotelio o epitelio de transicion de la vejiga). En
una forma de realizacion especifica, una muestra de control o normal es una muestra procedente de tejido benigno
que no muestra tincion o expresion de K17. Entre los ejemplos no limitativos de muestras de control para la
utilizacion en la presente divulgacion se incluyen extractos de tejido no canceroso, margenes quirdrgicos extraidos
del sujeto, células aisladas que es conocido que presentan niveles normales o reducidos de K17, o muestras
benignas o de orina obtenidas de otros individuos sanos. En una forma de realizacion, la muestra de control es
orina humana de individuos sanos o un sustituto de orina formulada con o sin cantidades predeterminadas de
proteina K17. En otras formas de realizacion determinadas, la muestra de control es una muestra de citologia
urinaria obtenida de un sujeto sano (es decir, de un paciente libre de cancer). En formas de realizacion especificas,
la muestra de control es un volumen sin células de orina obtenido de un sujeto, en el que la orina no presenta una
cantidad detectable de proteina K17. En otras formas de realizacién, la muestra de control es un volumen sin
células de orina obtenido de un sujeto, en el que la muestra de orina libre de células presenta una cantidad conocida
de proteina K17 detectable.

El término "aumentar" o "superior" o "elevado" se refiere a por lo menos mas que la cantidad relativa de una entidad
identificada (tal como la expresién o cantidades de K17), medida o analizada en una muestra de control. Entre los
ejemplos no limitativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, un aumento de 50% respecto a una muestra de
control, o un aumento de por lo menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%,
1000% o superior respecto a una muestra de control negativo. En unas formas de realizacion especificas, la
expresion de K17 indicativa de que un sujeto presenta cancer de vejiga incluye un aumento de por lo menos 1 vez,
1.5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 13 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces 0
superior, respecto al nivel de expresion de K17 mostrado por una muestra de control. Un "nivel aumentado de
expresion de K17" tal como se utiliza en la presente divulgacion se refiere a un aumento de la cantidad de proteina
K17 presente en una célula, organismo o muestra respecto a un nivel de control o normal de expresiéon de K17 o
segun se ha medido en una muestra de referencia o que ha fijjado un estandar. En determinadas formas de
realizacion, la detecciéon de cualquier cantidad de K17 en una muestra es un aumento respecto al nivel en un
control. En determinadas formas de realizacion especificas, el nivel aumentado de expresion de K17 que
corresponde a cancer de vejiga se ejemplifica mediante la presencia de expresion de K17 por lo menos 1 vez, 1
veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 13 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces 0 mas
aumentado respecto al nivel de expresion de K17 mostrado por una muestra de control o que ha fijado un estandar.

El término "reducido" o "reduccion" se refiere a por lo menos inferior a la cantidad relativa de una entidad
identificada, medida o analizada en una muestra de control o fijada por un estandar.

La expresién "cancer de vejiga" tal como se utiliza en la presente memoria incluye neoplasias malignas en las
células o tejido de la vejiga. El cancer de vejiga incluye, por ejemplo, neoplasias malignas en una capa celular
denominada urotelio o epitelio de transicidn, que reviste el interior del uréter, vejiga, uretra y partes de los rifiones.
En casos especificos, el cancer de vejiga incluye la presencia de células cancerosas en el tejido conectivo, musculo
0 capa adiposa de la pared de la vejiga. El cancer de vejiga de la presente divulgacion puede ser invasivo o no
invasivo, cancer papilar o plano, de la vejiga. Los "carcinomas papilares" se ejemplifican por delgadas proyecciones
en forma de dedos que crecen desde la superficie interna de la vejiga hacia el centro hueco de la misma. Los
tumores papilares que crecen hacia el centro de la vejiga sin crecer hacia el interior de las capas mas profundas
de tejido de la pared de la vejiga son canceres de vejiga papilares no invasivos. En determinadas formas de
realizacion, el cancer de vejiga es un neoplasma papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP). En otros
casos, el cancer de vejiga es carcinoma papilar urotelial de grado bajo (de crecimiento lento) (LG) o carcinoma
papilar urotelial de grado alto (HG). En otras formas de realizacion, el cancer de vejiga es un carcinoma urotelial
de transicion. Los "carcinomas planos" son canceres de vejiga que no crecen hacia la parte hueca de la vejiga y
principalmente sustituyen el epitelio de transicion de la pared de la vejiga. En determinadas formas de realizacion,
el cancer de vejiga es un carcinoma plano no invasivo o un carcinoma plano in situ (CIS). En otras formas de
realizacion, el cancer de vejiga es carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células
pequefias o sarcoma de la pared de la vejiga. Puede asignarse un "grado a los canceres de vejiga detectables
utilizando los métodos de la presente divulgacion, tales como canceres de grado bajo o de grado alto. Un "cancer
de vejiga de grado bajo" esta compuesto de células uroteliales que presentan la apariencia de células uroteliales
de vejiga normales o de control y generalmente presentan un prondstico bueno o positivo de respuesta al
tratamiento. Un "cancer de vejiga de grado alto" es un subgrupo mal diferenciado o no diferenciado de células de
vejiga que pueden discernirse del tejido normal o de control. Los canceres de vejiga de grado alto generalmente
son mas invasivos y presentan un mal prondstico en comparacion con el de un cancer de grado bajo.

Métodos
La presente divulgacion describe métodos para utilizar la queratina 17 como un biomarcador de cancer de vejiga.
En la presente memoria, se detecta la expresion de ARN o de proteina de K17 mediante inmunohistoquimica,

inmunocitoquimica, ensayos de proteinas en solucidon o en fase solucion (por ejemplo, ELISA, microfluidica,
citometria de flujo, espectrometria de masas) segun la presente divulgaciéon, en secciones de tejido
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microdiseccionadas obtenidas a partir de muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina o, segun la presente
invencion, muestras de citologia urinaria para diversas categorias diagnésticas (es decir, mucosa de vejiga no
cancerosa, neoplasma papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP), carcinoma papilar urotelial de grado
bajo (LG) y carcinoma papilar urotelial de grado alto (HG) o carcinoma urotelial-de transicion (“transitional-urothelial
carcinoma”)). Los datos muestran que K17 mostraba una diferencia de 30 veces de la expresion entre el control
(benigno) y las muestras de PUNLMP; una diferencia de 15 veces de expresion entre las muestras de control y las
de cancer de vejiga LG, y una diferencia de 13 veces en la expresion de K17 entre las muestras de control y de
cancer de vejiga de HG. Por lo tanto, la presente divulgacion muestra que la expresion de K17 puede medirse y
utilizarse como un biomarcador diagndstico para el diagnostico del cancer de vejiga.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para detectar la expresiéon de queratina 17
(K17) en un sujeto, que comprende: obtener una muestra orina del sujeto, en el que dicha muestra comprende una
pluralidad de células de vejiga y detectar la expresiéon de K17 en dicha muestra, en la que dicha deteccion
comprende poner en contacto dichas células con un anticuerpo anti-K17 y detectar la union entre K17 en las células
y el anticuerpo anti-K17.

Una forma de realizacion de la presente invencion proporciona un método para diagnosticar que un sujeto presenta
cancer de vejiga, que incluye obtener una muestra de ensayo de orina de un sujeto, en el que dicha muestra
comprende una pluralidad de células de vejiga y detectar el nivel de expresion de K17 en la muestra, de manera
que un nivel aumentado de expresion de K17 en la muestra, en comparacion con el de una muestra de control,
que es una muestra de orina analoga obtenida de un sujeto libre de cancer, identifica que el sujeto presenta cancer
de vejiga. En una forma de realizacion especifica, el nivel de expresion de K17 se determina mediante
inmunoensayo que detecta la presencia de proteina K17 de una manera cualitativa o cuantitativa.

En determinadas formas de realizacién, se determina la expresion de K17 mediante la deteccion de la union entre
K17 y un anticuerpo anti-K17 en una muestra. En una forma de realizacion de la presente divulgacion, se obtiene
una muestra bioldgica (es decir, una muestra de ensayo o una muestra de control) del sujeto en cuestion. Puede
recolectarse una muestra biolégica, que puede utilizarse de acuerdo con los presentes métodos, mediante una
diversidad de medios conocidos por el experto ordinario en la materia. Entre los ejemplos no limitativos de técnicas
de recolecciéon de muestras para la utilizacion en los métodos actuales se incluyen la biopsia aspirativa con aguja
fina, la biopsia por escisién quirdrgica, la biopsia endoscopica y la biopsia de escision. En otras formas de
realizacion, los niveles de K17 pueden detectarse en una muestra de orina obtenida de un sujeto que se sospecha
que presenta cancer, y la muestra de orina se somete a ensayo para determinar la cantidad de proteina K17 en la
muestra. En determinadas formas de realizacion, las muestras de orina pueden analizarse para la presencia de
células o tratarse de manera que se recolectan las células de la orina durante el ensayo. Sin embargo, en diversas
otras formas de realizacion las muestras se procesan de una manera que no es dependiente de si las células se
encuentran presentes. En formas de realizacion especificas, la expresion de K17 puede detectarse en una muestra
de orina procedente de un paciente de cancer de vejiga que se encuentra libre de células o incluso de una parte
libre de células de orina vaciada. En otras formas de realizacion, la muestra es una muestra de orina vaciada que
contiene una cantidad detectable (nimero) de células. Al proporcionar al médico la deteccidn de cancer de vejiga
en una muestra de orina vaciada con un elevado grado de sensibilidad (pocos falsos negativos) y elevada precision
(pocos falsos positivos) a bajo coste, los presentes métodos proporcionan un beneficio sobre los diagndsticos
actuales.

En algunas formas de realizacién, el método incluye una muestra de control, que puede obtenerse de tejido no
canceroso o de la orina de un sujeto que no presenta cancer. Tal como se muestra en las figuras 3A-B y 4C-D,
una muestra de control puede incluir orina vaciada que contiene una cantidad detectable de células uroteliales
benignas. En otras formas de realizacion, una muestra de control es orina vaciada que contiene una cantidad
detectable de células escamosas normales, tal como se muestra en las figuras 4A-B. En todavia otras formas de
realizacion, una muestra de control (no cancerosa) puede incluir tejido mucosal de vejiga (figuras 5A-B y D) o tejido
mucosal de vejiga benigno (figura 5C), que no muestra tincion de la queratina 17. En otras formas de realizacion,
la muestra de control puede ser un control positivo, tal como una muestra que se obtiene de un sujeto que es
conocido que presenta cancer de vejiga que muestra un nivel aumentado (fuerte) de tincion de K17. Por ejemplo,
una muestra de control positivo es una orina vaciada que contiene una cantidad detectable de células de carcinoma
urotelial, tal como se muestra en las figuras 3C-D que muestran cantidades fuertes (aumentadas) de expresion de
queratina 17. En todavia otras formas de realizacion, una muestra de control positivo (cancerosa) incluye tejido
obtenido del sujeto que presenta neoplasma urotelial papilar de bajo potencial maligno (figura 6A), carcinoma
urotelial de grado bajo (figura 6B), carcinoma papilar urotelial de grado alto (figuras 6C-D o carcinoma urotelial
invasivo (figuras 7A-D). Con independencia del tipo de células o tejidos utilizado como muestra de control positivo,
dichas células deben mostrar un nivel aumentado de expresion de K17. Ademas, y particularmente en formas de
realizacion de alto rendimiento de la presente divulgacion, los presentes métodos se despliegan con equipos
automatizados y analiticas controladas por ordenador, de manera que o bien no hay control, o el control sera un
liquido o material formulado o incluso un valor predeterminado fijado por un usuario o fabricante de instrumento.

Aunque el cancer de vejiga puede resultar en la presencia de células de cancer en la orina, es un aspecto
inesperado de la presente divulgaciéon que la cantidad de K17 en muestras de orina libres de células procedentes
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de pacientes de cancer resulta suficiente para permitir que dichas muestras se distingan de las muestras normales
(no cancerosas). Ademas, debido a que las etapas de control de calidad y de recoleccion celular de los ensayos
celulares son caros, la implementacion de dicha forma de realizacion de la presente divulgacion reducira
significativamente los costes asociados a las actuales pruebas invasivas. De esta manera, en algunas formas de
realizacion, la muestra es orina, que no incluye una cantidad detectable de células, es decir, una muestra libre de
células. Para dichas formas de realizacion especificas, la muestra de control puede ser una muestra de orina libre
de células que contiene una cantidad previamente determinada (conocida) de proteina o ARN de K17, en la que
la cantidad puede ser nula o puede ser una cantidad inferior a los limites de deteccion. En algunas formas de
realizacion, la muestra de orina libre de células contiene una cantidad detectable de proteina o ARN de K17 (por
ejemplo, una muestra procedente de un paciente de cancer de vejiga o una muestra de control). En otras formas
de realizacion, la muestra de orina libre de células no contiene una cantidad detectable de proteina o ARN de K17
(muestra de control negativo o muestra de un sujeto que no presenta cancer de vejiga). En las formas de realizacion
en las que los métodos puestos en practica analizan la expresion de la queratina 17 en una parte libre de células
de orina vaciada, una muestra de control puede ser una muestra liquida (por ejemplo, orina) que incluye una
cantidad conocida de proteina K17 (que puede ser nula, en un control negativo) o una cantidad conocida de células
de vejiga normales procedentes de un paciente sano. En otras formas de realizacion, una muestra de control puede
ser un control positivo, tal como una muestra liquida (por ejemplo, orina) que incluye una cantidad conocida de
proteina K17 procedente de un sujeto que es conocido que presenta cancer de vejiga, 0 en una cantidad que seria
mas alta de lo esperado si el sujeto no presentase cancer de vejiga.

En determinadas formas de realizacion, la muestra obtenida de un sujeto se utiliza directamente sin tratamientos
0 procesamientos preliminares, tales como la congelacién instantanea. En determinadas formas de realizaciéon de
la invencion, las muestras pueden almacenarse antes de la utilizacion. De esta manera, los presentes métodos
diagnosticos pueden aplicarse utilizando multiples métodos de preparacion, incluyendo la preparacion para la
utilizacion en instrumentos de tincion inmunohistoquimica (por ejemplo, instrumentos de tincidon automaticos), tales
como el instrumento de tincion automatico Link (Dako), Discovery XT y BenchMark XT (Ventana Medical Systems,
Inc.), el instrumento de tincién automatico Leica ® ST5010 XL, el instrumento de tincién multiple Leica ® ST5020
(Leica Biosystems Nussloch GmbH), el instrumento de tincion automatico Link 48 (Agilant), y el instrumento de
tincion automatico Lab Vision ™ 360-2D, instrumento de tincion automatico Lab Vision ™ 480s (Thermo Fisher
Scientific ™).

Segun la invencion, la muestra utilizada en los presentes métodos es orina obtenida de un sujeto. En determinadas
formas de realizacién, la muestra de orina incluye una cantidad detectable de células que pueden someterse a
ensayo y analizarse para la expresion de K17. En algunas formas de realizacion, las células son de la pared de la
vejiga del sujeto. En formas de realizacién especificas, la muestra contiene una cantidad detectable de células que
expresan K17.

En una forma de realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, los métodos comprenden ademas el
procesamiento de la muestra de orina, en el que el procesamiento comprende aislar las células de la muestra, la
lisis de las células aisladas en una solucion de lisis que comprende urea, y aislar proteinas de la solucion de lisis.

En otra forma de realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la pluralidad de células de vejiga son
células de epitelio de transicion, células de tejido conectivo, células musculares, células adiposas o una
combinacion de las mismas.

Tras obtener una muestra adecuada, el nivel de expresion de K17 en la muestra puede determinarse utilizando
diversas técnicas conocidas por el experto ordinario en la materia. En determinadas formas de realizacion de la
presente divulgacion, los niveles de expresion de K17 pueden medirse mediante: inmunohistoquimica (IHQ), qRT-
PCR, transferencia Northern, transferencia Western, ensayo de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA), andlisis
de micromatrices o espectrometria de masas. En formas de realizacion especificas, se detecta K17 mediante un
ensayo de proteinas en fase solucion (por ejemplo, ELISA, microfluidica o citometria de flujo). En una forma de
realizacion especifica, la expresion de K17 se determina mediante tincion inmunohistoquimica de una muestra de
orina que incluye una cantidad detectable de células de vejiga. En otras formas de realizacion, la expresion de K17
se determina mediante la deteccion de células marcadas fluorescentemente mediante citometria de flujo o métodos
de deteccion a base de microfluidos. En formas de realizacion especificas, las células marcadas fluorescentemente
expresan queratina 17. En algunas formas de realizacion, el nivel de expresion de K17 se determina mediante la
deteccioén de la presencia de proteina K17 en la muestra. En algunas formas de realizacion, cualquier cantidad de
proteina K17 detectada en la muestra correlaciona con un diagnéstico de cancer de vejiga. En otras formas de
realizacion, la cantidad de proteina K17 en una muestra debe exceder la cantidad presente en una muestra de
control.

Puede utilizarse cualquier tipo de anticuerpo contra el antigeno K17, incluyendo, aunque sin limitacién, anticuerpo
monoclonal de ratén [E3] anti-K17 humano, anticuerpos policlonales contra K17 humano, un anticuerpo monoclonal
0 un anticuerpo policlonal contra un dominio de proteina K17 de mamifero o epitopo del mismo. Asimismo resultan
aplicables los fragmentos quiméricos, de cadena sencilla, Fc, Fab, Fab'y Fab2 de moléculas de inmunoglobulina,
y una biblioteca de expresion de Fab contra la proteina K17. Entre los anticuerpos a los que se hace referencia se
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incluyen todas las clases, subclases y tipo e inmunoglobulinas, e incluye ademas moléculas de hapteno (por
ejemplo, acidos nucleicos o polimeros) que se unen a la proteina K17.

En determinadas formas de realizacién, tras la incubacion con el anticuerpo primario, se procesan las muestras
mediante un método indirecto de inmunoperoxidasa basado en avidina-biotina, utilizando anticuerpos secundarios
biotinilados, desarrollados y contratefiidos con hematoxilina. A continuacion, los portaobjetos pueden analizarse
para la expresion de K17.

En determinadas formas de realizacion, la expresion de queratina se cuantifica mediante el método PathSQ, un
sistema de puntuacion semicuantitativa manual, que cuantifica el porcentaje de células fuertemente tenidas, sin
conocimiento de los datos clinicos correspondientes. En todavia otra forma de realizacion, los portaobjetos pueden
puntuarse con el software de procesamiento de imagenes basado en Java Image J 1.46 del National Institutes of
Health utilizando el plugin de desconvolucion de color de DAB-hematoxilina (DAB-H). Ver Schneider CA, et al., Nat
methods. (2012) 9:671-5

Tal como se muestra en la tabla 1 de la presente solicitud, segun la divulgacion, se llevo a cabo el analisis
inmunohistoquimico de K17 en muestras fijadas con formalina e incluidas en parafina. En la presente memoria, se
diseccionaron mediante microscopia de captura laser muestras de mucosa de vejiga normal (muestra de control),
muestras de carcinoma papilar urotelial PUNLMP, LG y muestras de ensayo de carcinoma papilar urotelial HG
procedentes de secciones de tejido tefiidas con hematoxilina y eosina, y se recolectaron las células de la pared de
la vejiga de cada categoria diagndstica. Las muestras de tejido fijadas con formalina e incluidas en parafina segun
la divulgacion a continuacion se procesaron utilizando un método indirecto de inmunoperoxidasa. Especificamente,
segun la divulgacién, a continuacion, se incubaron las muestras con cécteles de proteasa para facilitar la direccion
inversa a la reticulacion de las proteinas. Después de la incubacion, a temperatura elevada (superior a 50°C), las
muestras de tejido se desparafinaron y rehidrataron. A continuacion, se llevo a cabo la recuperacién del antigeno
en tampon de citrato en una camara de recuperacion. Se bloqued la peroxidasa enddgena y las muestras se
marcaron mediante incubacion con un anticuerpo especifico para K17. Tras la incubacion del anticuerpo primario,
se afiadieron anticuerpos secundarios, y las muestras se revelaron y contratifieron con hematoxilina. Los controles
negativos de muestras de tejido de control se procesaron utilizando un método equivalente.

En un aspecto especifico de la divulgacion, las tinciones inmunohistoquimicas para K17 en muestras de control
negativo (benignas) y muestras de cancer de vejiga (carcinoma urotelial de transicion PUNLMP, LG, HG) se
puntuaron mediante PathSQ, un sistema de puntuacion semicuantitativo manual, que cuantifica el porcentaje de
células fuertemente tefiidas [cancerosas], en ciego respecto a los datos clinicos, y calcula el factor de aumento de
los niveles de expresion de K17 respecto a una muestra de control. Ver la figura 3C-D. Para la biopsia de tejidos,
la puntuacion de PathSQ debe ser de por lo menos 5%. En otras formas de realizacion, la puntuacion de PathSQ
es de entre 5% y 99%, de entre 10% y 90%, de entre 20% y 80%, de entre 30% y 70%, o de entre 40% y 60%. En
otras formas de realizacion, el experto ordinario en la materia podra determinar la puntuacion de PathSQ de una
muestra que corresponde a la presencia de cancer.

En un aspecto especifico de la divulgacion, la deteccidn de la proteina K17 se lleva a cabo mediante micromatrices
de tejido. Por ejemplo, segun la divulgacion, puede obtenerse tejido que contiene mucosa de vejiga normal,
PUNLMP, LG, HG o células de cancer de vejiga urotelial de transicion, a partir de bloques de parafina e introducirse
en bloques de micromatrices de tejidos. En determinados aspectos de la divulgacion, pueden utilizarse otras
fuentes de células de cancer de vejiga a modo de muestras de ensayo. Segun la invencion, las muestras de orina
que contienen células de pared de vejiga 0 muestras de orina que no contienen células pero que contienen
proteinas y/o ARNm derivado de células de pared de vejiga son muestras de ensayo ideales. Las muestras de
control para la utilizacién en la determinacion del factor de aumento de K17 en una muestra respecto a una muestra
de control pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de muestras comerciales de micromatrices de tejidos, tales
como las obtenidas de HISTO-Array ™. Los portaobjetos de micromatrices de tejidos para la utilizacion en los
métodos actuales a continuaciéon pueden procesarse, es decir, desparafinarse en xileno y rehidratarse utilizando
un alcohol. En determinadas formas de realizacion, las muestras pueden procesarse adicionalmente mediante:
incubacion con un tampon de citrato, aplicando peroxido de hidrégeno para bloquear la peroxidasa endégena, o
mediante tratamiento de la muestra con suero para bloquear la unién no especifica (por ejemplo, suero bovino,
humano, de burro o de caballo). Las muestras se marcan adicionalmente mediante incubacién con anticuerpos
primarios contra K17.

En algunas formas de realizacion y tal como se muestra en las figuras 2, 3A-D a 5A-D y en las tablas 2y 3 de la
presente invencion, puede determinarse la expresion de K17 a partir de una muestra de citologia urinaria mediante
analisis inmunocitoquimico de una cantidad detectable de células. En la presente memoria, se recogieron muestras
de orina vaciada de un sujeto en cuestion y se aislaron las células de vejiga de la muestra mediante técnicas
conocidas por el experto ordinario en la materia, tales como la centrifugacién o la filtracion. A continuacion, las
células de vejiga aisladas se fijaron a portaobjetos, se marcaron para K17 utilizando métodos inmunocitoquimicos
rutinarios, se contratifieron para hematoxilina y se puntuaron mediante microscopia para la expresion de K17 en
muestras de orina tanto de ensayo como de control.
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Por ejemplo, las figuras 2 y 3A y B muestran la tincion para queratina 17 en muestras de control obtenidas de
células aisladas de la orina vaciada que se ha obtenido de un sujeto sano (no canceroso). Estas células muestras
niveles bajos ("niveles de control") de tincién de K17. En comparacion, las figuras 3C-D muestran una fuerte tincion
de queratina 17 en las células uroteliales obtenidas de la orina vaciada de un sujeto que presenta cancer de vejiga
(carcinoma urotelial). Se encuentran ejemplos adicionales de niveles de control negativo de expresion de queratina
17 en las figuras 4A-D y 5A-D, que ilustran células uroteliales escamosas sanas (figura 4A-B) y células uroteliales
sanas, no cancerosas (figuras 4C-D), asi como mucosa de vejiga no cancerosa (figuras 5A, B y D) y tejido mucosal
de vejiga benigno (figura 5C).

En otro aspecto de la presente divulgacion, que no se encuentra comprendido en las reivindicaciones adjuntas, la
expresion de ARNm de K17 puede determinarse mediante la utilizacion de PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR)
en un formato cualitativo, y mediante RT-PCR cuantitativa. Mas especificamente, puede extraerse el ARN total de
una muestra utilizando un reactivo de Trizol. A continuacion, puede llevarse a cabo la PCR de transcriptasa inversa
utilizando métodos conocidos por el experto ordinario en la materia. Por ejemplo, puede utilizarse 1 ug de ARN
como molde para la sintesis de ADNc, y a continuacion pueden mezclarse los moldes de ADNc con cebadores
especificos génicos (es decir, secuencias de cebador 5'-3' directos y secuencias 3'-5' inversas) para el ARNm de
K17. Se muestran ejemplos de cebadores de K17 en la tabla 6. Asimismo pueden afiadirse secuencias de sonda
para la deteccion (por ejemplo, se conocen de la técnica TagMan™ de Applied Biosystems y SYBR® Green de
Thermo Fisher Scientific Systems, y resultan utiles para dicho propdsito). A continuacién, puede llevarse a cabo
una PCR cuantitativa en tiempo real de cada muestra y los datos obtenidos pueden normalizarse respecto a niveles
de control de expresion de ARNm de K17 tal como se obtienen en una muestra de control o normal (es decir,
mucosa de vejiga benigna). Ver, por ejemplo, Schmittgen y Livak, Nature Protocols (2008) 3: 1101-1108, 1977.
Asimismo pueden utilizarse para detectar ARNm de K17 o, de otro modo, para cuantificar la expresiéon de ARNm
de K17, otras tecnologias de deteccion de acidos nucleicos, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, la
amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA), la amplificacion isotérmica mediada por bucles
(LAMP), la amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), la amplificacion por desplazamiento multiple
(MDA), la amplificacién por circulo rodante, la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacion dependiente
de helicasa, la amplificacion por ramificacién, o el ADN ramificado.

En otras formas de realizacion, en las que se detecta la proteina K17, pueden ponerse en practica los métodos de
la presente invencion utilizando ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) para determinar la expresion
de K17 en la muestra. Ademas, puede utilizarse la espectrometria de masas y los ensayos de deteccion de
proteinas de flujo lateral para detectar y cuantificar los niveles de expresion de K17 en una muestra. Por ejemplo,
tal como se muestra en las tablas 4 y 5, puede prepararse una muestra, tal como orina vaciada, mediante
centrifugacion a fin de aislar las células de vejiga presentes en la muestra. En determinadas formas de realizacion,
tales como métodos de diagndstico libres de células, la parte libre de células de la muestra de ensayo de orina
puede aislarse y examinarse para la expresion de proteina K17 utilizando un sistema ELISA. Para un método de
deteccion basado en ELISA libre de células, se recubre una placa de microtitulacién con una solucion de
recubrimiento que incluye un anticuerpo antiqueratina 17, tal como anticuerpo monoclonal E3 de K17, y se incuba.
A continuacion, la placa de microtitulacion puede bloquearse para evitar la union no especifica de proteina K17. A
continuacion, se afiade una cantidad predeterminada de una muestra de ensayo a cada pocillo de la placa de
microtitulacién y se incuba. A continuacién, se afiade a cada pocillo una solucion de deteccion que contiene
anticuerpos de K17 marcados con un marcador detectable, tal como una peroxidasa (por ejemplo, anticuerpo
monoclonal 2D10 marcado con peroxidasa) y se incuba. En determinadas formas de realizacion, los pocillos
pueden lavarse antes de afiadir un sustrato de deteccion que es capaz de reaccionar con el marcador detectable
para emitir una sefial. Tras la incubacion, se lee cada placa mediante la emision de una longitud de onda detectable
de luz, tal como 450 nm, y se determina la cantidad de proteina queratina 17 en la muestra. En determinadas
formas de realizacion, a continuacién pueden compararse muestras de control, por ejemplo, se someten a ensayo
calibradores en serie y a continuacion puede compararse la cantidad de proteina k17 en la muestra de ensayo con
la observada en los controles a fin de determinar si un sujeto presenta cancer de vejiga, mediante inferencia a
partir de la cantidad de proteina K17 detectada, en la que un diagndstico de cancer correlaciona con cantidades
detectadas que excedan de las cantidades de control o patrones.

En una forma de realizacion, los métodos de la presente invencién pueden ponerse en practica mediante la
utilizacion de citometria de flujo. En una forma de realizacion de la presente invencién, se proporciona un sistema
de citometria de flujo de microfluidos que puede detectar células marcadas utilizando etiquetas detectables para
detectar y/o cuantificar la proteina K17, por ejemplo, para determinar la expresién o niveles de expresion de K17
en una muestra. Tal como se ejemplifica en las figuras 8A-B, se obtiene y se prepara una muestra que contiene
células, segun la invencion, tal como orina vaciada o una muestra de tejido de vejiga. En determinadas formas de
realizacion, la muestra de orina se procesa o se prepara mediante la fijacion de las células en metanol y el
aislamiento de las células fijadas, mediante centrifugacién. En algunas formas de realizacién, las células se
suspenden en solucion tampoén de fosfato (PBS) y se ponen en contacto con un anticuerpo antiqueratina 17 (tal
como anticuerpo monoclonal E3 de K17 (Abcam) y se incuban para permitir la uniéon a K17 presente en la muestra).
A continuacion, la muestra puede lavarse a fin de limitar la unién no especifica. A continuacion, la muestra se pone
en contacto con un anticuerpo secundario que incluye un marcador detectable, tal como ficoeritrina, y se incuba
para permitir la unién especifica a K17 marcado en la muestra. A continuacion, la muestra se suspende en liquido
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y se divide en alicuotas en un cartucho. A continuacién, el cartucho puede leerse en un sistema de deteccién de
microfluidos, tal como el sistema Moxi Go (Orflo Technologies Inc.) para determinar la cantidad de K17 presente
en la muestra.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método de diagnodstico del cancer de vejiga en un
sujeto, que comprende: obtener una muestra de orina del sujeto, en el que dicha muestra comprende una pluralidad
de células de vejiga; detectar la expresion de K17 en dicha muestra, en la que dicha deteccién comprende poner
en contacto dichas células con un anticuerpo anti-K17 y detectar la unién entre K17 en las células y el anticuerpo
anti-K17, y diagnosticar que el sujeto presenta cancer de vejiga en el caso de que se detecte una cantidad
aumentada de K17 en la muestra en comparacion con una muestra de control que es una muestra de orina analoga
obtenida de un sujeto sin cancer.

En determinadas formas de realizacién, se someten a ensayo muestras de control, por ejemplo muestras de
referencia, de la misma manera, y se compara la cantidad de proteina K17 en la muestra de ensayo con la cantidad
en los controles a fin de determinar si un sujeto presenta cancer de vejiga. En otras formas de realizacion, cualquier
cantidad de K17 detectada en una muestra de ensayo superior a una cantidad estandar prefijada correlaciona con
niveles aumentados de expresion de K17 y, de esta manera, con el diagnéstico de cancer de vejiga.

En una forma de realizacion preferida del segundo aspecto de la presente invencion, el cancer de vejiga es
carcinoma urotelial seleccionado de entre el grupo que consiste en neoplasia papilar de bajo potencial maligno,
carcinoma papilar urotelial de grado bajo, carcinoma papilar urotelial de grado alto y carcinoma urotelial de
transicion.

En otra forma de realizacion preferida del segundo aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-K17 es un
anticuerpo monoclonal de raton anti-K17.

En otra forma de realizacion preferida del segundo aspecto de la presente invencion, la expresion de K17 en la
muestra se detecta mediante un procedimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en
inmunohistoquimica, micromatrices, analisis inmunocitoquimico, transferencia western, citometria de flujo,
deteccion por microfluidica y ELISA.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un método de diagndstico de cancer de vejiga en un sujeto,
que comprende: obtener una muestra de orina del sujeto y detectar la cantidad de proteina o ARNm de K17 en
dicha muestra mediante la utilizaciéon de un método de deteccion cualitativo o cuantitativo, en el que la deteccién
de la proteina 0 ARNm de K17 en dicha muestra indica que dicho sujeto presenta cancer de vejiga.

En una forma de realizacién del tercer aspecto de la presente invencion, la cantidad de proteina K17 en una
muestra se compara con una cantidad de control de K17 presente en una célula de vejiga normal o en una célula
no cancerosa (0 una muestra de tejido u orina, 0 muestra celular derivada de cualquiera de ellas) o con la cantidad
de proteina K17 en una muestra de control. La comparacion puede llevarse a cabo mediante cualquier método
conocido por el experto en la materia para la deteccion y cuantificacién de una proteina. En una forma de
realizacion especifica, la cantidad de expresion de K17 indicativa de que un sujeto presenta cancer de vejiga
incluye, aunque sin limitacion, un aumento de 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 500%,
1000% o superior respecto a la cantidad de expresion en una muestra de control.

En otras formas de realizacion, la expresiéon de K17 es indicativa de que un sujeto que presenta cancer de vejiga
incluye un aumento de por lo menos 1 vez, 1.5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 13 veces, 15
veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces o superior, respecto a la cantidad de expresion de K17 mostrada por una
muestra de control. En determinadas formas de realizaciéon especificas, la expresion de K17 medida mediante
PathSQ que corresponde con cancer de vejiga de estadio temprano en un sujeto se ejemplifica mediante tincién
de K17 en un espécimen que muestra un aumento de la expresion de K17 de 10 a 60 veces respecto a la tincion
en una muestra de control (benigna). En otras formas de realizacion, el cancer de vejiga de estadio temprano en
un sujeto se ejemplifica mediante la tincion de K17 en un espécimen de ensayo que muestra un aumento de la
expresion de K17 de 13 a 30 veces respecto a la tincién en una muestra de control. En una forma de realizacién
especifica, el cancer de vejiga de estadio temprano en un sujeto se ejemplifica mediante la tincion de K17 en un
espécimen de ensayo que muestra un aumento de la expresion de aproximadamente 13 veces, de
aproximadamente 15 veces o de aproximadamente 30 veces respecto a la tincion en una muestra de control. En
formas de realizacién preferidas de la presente divulgacién, un espécimen de ensayo que muestra expresion de
K17 con una puntuacién de PathSQ superior a 30 indica que el sujeto presenta una lesion que es igual o superior
a neoplasma papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP). En formas de realizacion en las que la muestra
de ensayo muestra expresion de K17 con una puntuacion de PathSQ de entre 30 y 35, el sujeto presenta carcinoma
papilar urotelial de grado bajo (LG). En formas de realizacion en las que la muestra de ensayo muestra expresion
de K17 con una puntuacién de PathSQ de 29 o inferior, el sujeto presenta carcinoma papilar urotelial de grado alto
(HG). En una forma de realizacién especifica en la que la muestra de ensayo muestra una expresion de K17 con
una puntuacion de PathSQ de entre 12 y 46, el sujeto presenta cancer de vejiga.
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En todavia otras formas de realizacion, la expresion de K17 indicativa de que un sujeto presenta cancer de vejiga
incluye una lectura de densidad 6ptica de una muestra de ensayo de por lo menos 0.065, de por lo menos 0.070,
de por lo menos 0.075, de por lo menos 0.080, de por lo menos 0.081, de por lo menos 0.085, de por lo menos
0.090 o superior. En determinadas formas de realizacion, la expresion de K17 indicativa de que un sujeto presenta
cancer de vejiga incluye una lectura de densidad optica de una muestra de ensayo de entre 0.065 y 0.2, de entre
0.065y 0.1, de entre 0.075 y 0.2, de entre 0.075 y 0.1, de entre 0.08 y 0.2, de entre 0.08 y 0.15, de entre 0.08 y
0.1, o de entre 0.08 y 0.09, inclusive. En formas de realizacion especificas, la expresion de K17 indicativa de que
un sujeto presenta cancer de vejiga incluye una lectura de densidad 6ptica de una muestra de ensayo de 0.065,
0.066, 0.067, 0.068, 0.069, 0.070, 0.071, 0.072, 0.073, 0.074, 0.075, 0.076, 0.077, 0.078, 0.079, 0.080, 0.081,
0.082, 0.083, 0.084, 0.085, 0.086, 0.087, 0.088, 0.089, 0.090, 0.091, 0.092, 0.093, 0.094, 0.095, 0.096, 0.097,
0.098, 0.099, 0.10, 0.11, 0.12, 0.13, 0.14, 0.15, 0.16, 0.17, 0.18, 0.19, 0.20, 0.21, 0.22, 0.23, 0.24, 0.25, 0.26, 0.27,
0.28, 0.29, 0.30 o superior.

En una forma de realizacion del tercer aspecto de la presente invencion, el cancer de vejiga es carcinoma urotelial
seleccionado de entre el grupo que consiste en neoplasia papilar de bajo potencial maligno, carcinoma papilar
urotelial de grado bajo, carcinoma papilar urotelial de grado alto y carcinoma urotelial de transicion.

Los presentes métodos asimismo pueden utilizarse para diagnosticar la presencia de otras enfermedades
mediadas por K17. De esta manera, los métodos de la presente divulgacion no pretender estar limitados a la
descripcion anteriormente proporcionada o a los ejemplos a continuacion.

Ejemplos
Ejemplo 1. Materiales y métodos

Los estudios llevados a cabo incluian el analisis de 84 bloques de tejido quirdrgico fijados con formalina e incluidos
en parafina (tabla 1). Todos los bloques de tejido quirdrgico se obtuvieron de sujetos (pacientes) con sospecha de
cancer de vejiga. Dichos casos de estudio comprendian las categorias diagndsticas siguientes: urotelio benigno
(n=12), neoplasma papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP) (n=9), carcinoma papilar urotelial de grado
bajo (n=23), carcinoma papilar urotelial de grado alto (n=14) y carcinoma urotelial/de transicion (n=26). En
determinados casos se selecciond un bloque tejido tras la revision histolégica por un patélogo (DCM) o secciones
tefiidas con hematoxilina-eosina de reseccion transuretral (TURBT), biopsia de vejiga o especimenes de
cistectomia a fin de confirmar que el tejido diagndstico tal como se habia informado originalmente estaba
adecuadamente representado en los bloques de tejido restantes. Los casos que presentaban una cantidad
insuficiente de tejido residual o en las que no pudo conservarse tejido diagnéstico para el uso clinico futuro no
fueron incluidos en el estudio. El cancer de vejiga se clasificd segun: (i) estadio clinico de acuerdo con Edge SB y
Compton CC, Annals of Surgical Oncology. (2010) 17:1471-4; y (ii) grado del tumor (tabla 1).

Inmunohistoquimica. Se llevd a cabo el analisis inmunohistoquimico mediante un método indirecto de
inmunoperoxidasa, tal como se ha indicado anteriormente en L. Escobar-Hoyos et al., Cancer Res. 2015 sept. 1;
75 (17):3650-62). Brevemente, tras la incubacion a 60°C, se desparafinaron secciones de tejido en xileno y se
rehidrataron en alcohol. La recuperacion de antigenos se llevé a cabo en tampon de citrato a 120°C durante 10
minutos en una camara de recuperacion. La peroxidasa endégena se bloqued con perdxido de hidrégeno al 3% y
se marcaron secciones durante la noche a 4°C con anticuerpo monoclonal de raton [E3] anti-K17 humana (Abcam®)
0 Ki-67 (clon MIB-1, dilucién 1:100, DAKO, Carpentaria, CA, EE. UU.) para canceres de vejiga. Otros anticuerpos
para la utilizacién en los presentes métodos, que se unen y marcan K17, incluyendo el anticuerpo anticitoqueratina
17 [EP1623]-marcador citoesquelético ab109725 (Abcam®), anticuerpo monoclonal de conejo de queratina 17
(D73C7) (Cell Signaling Technology®), anticuerpo policlonal (IgG) de cobaya de K17 humana LS-C22650 (LifeSpan
BioSciences, Inc.), anticuerpo policlonal de conejo de la queratina 17 orb22505 (Biorbyt). Tras la aplicacion del
anticuerpo primario, se anadieron a la muestra anticuerpos secundarios de caballo biotinilados (kit R.T.U.
Vectastain ABC; Vector Laboratories). El revelado se llevé a cabo con 3,3'-diaminobencidina (DAB, Dako) y se
contratind con hematoxilina. Se llevaron a cabo controles negativos en todas las tandas utilizando una
concentracion equivalente de una inmunoglobulina de subclase correspondiente. Las tinciones
inmunohistoquimicas para K17 en el cancer de vejiga se puntuaron mediante PathSQ, un sistema de puntuacion
semicuantitativo manual que cuantifica el porcentaje de células tumorales fuertemente tefidas, en ciego a los datos
clinicos correspondientes. PathSQ se basa en la proporcién de células tumorales con tincién fuerte (es decir, 2+).
La tincion de Ki-67 se puntué como porcentaje de células tumorales con tincion nuclear positiva.

Deteccion de K17 mediante microfluidica. Ademas de la inmunotincion de muestras de citologia urinaria, las
células positivas para K17 en orina pudieron detectarse mediante la aplicacion de citometria de flujo o un sistema
de microfluidos que puede detectar las células marcadas mediante etiquetas fluorescentes. Un ejemplo de dicho
sistema es el sistema Moxi Go (Orflo Technologies Inc.) que utiliza un cartucho de microfluidos desechable y un
lector que puede contar el numero de células basandose en el tamafio (método de Coulter) y la sefal de
fluorescencia (ficoeritrina). La deteccion de las células positivas para K17 utilizando un dispositivo de microfluidos
Moxi Go (Orflo Technologies Inc.) se sometio a ensayo utilizando células positivas para K17 (HelLa) y negativas
para K17 (C33) como controles. Las células (aproximadamente 1x105 células) se fijaron en metanol al 70% durante
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1 hora, se sedimentaron (“pelleted”) mediante centrifugacion a 1000g durante 5 minutos y después se lavaron con
1 ml de 1X PBS. A continuacioén, se sedimentaron las células y se resuspendieron en 100 pl de solucién tampén
de fosfato (PBS). A continuacion, se mezclaron 50 ul de células con 50 ul de anticuerpo de queratina 17 (E3,
Abcam) y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas. A continuacién, se sedimentaron las células y se
lavaron una vez con 1 ml de PBS y se sedimentaron nuevamente. A continuacion, las células se sedimentaron en
50 pl de anticuerpo antirratdén marcado con ficoeritrina (PE) (dilucién 1:100 en PBS, Abcam) y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min. Las células se lavaron dos veces con 1 ml de PBS y finalmente se
resuspendieron en 500 yl de PBS. Las células marcadas se leyeron en un instrumento de microfluidos Moxi Go
mediante la adicion de 75 pl de cada una de las muestras al cartucho de microfluidos y lectura del mismo en el
instrumento.

Deteccion de K17 mediante ELISA. La proteina queratina 17, en el componente sin células de la orina, se sometio
a ensayo mediante ELISA de muestras de orina vaciada. La orina vaciada se centrifugd a 1000g durante 5 min
para sedimentar las células. Tras la centrifugacion, la parte liquida sin células de la orina se decanto y se utilizd
para los ensayos en el ELISA de K17. Para el ELISA, se recubri6 una placa de microtitulacion de alta union con
100 ul de solucién de recubrimiento de K17 en cada pocillo utilizando anticuerpo monoclonal E3 de K17 a una
concentracion de 2 ug/ml en 1X PBS (Nordic MUBIo, Systeren, Paises Bajos) y se incubd a 4°C durante la noche.
A continuacién, se bloqued cada placa con 200 ul de tampodn de bloqueo (soluciéon de bloqueo PBS SuperBlock,
ThermoFisher Scientific) en cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente (TA) durante 1 hora.

Las muestras se sometieron a ensayo mediante la adicion de 100 ul de muestra de orina a cada pocillo con 100 pl
de tampodn de ensayo (suero bovino al 10% en 1X PBS) por duplicado y se incub6é a Ta durante 1 hora. Las
muestras se sometieron a ensayo con calibradores de K17 (proteina recombinante queratina 17, Abcam) partiendo
de 1 pg/ml en dilucién en serie de 3 veces en la misma placa. A continuacion, se lavé cada placa 4 veces con 400
pI de tampon de lavado (Tween-20 al 0.05% en 1XPBS) y se afadieron 100 ul de solucion de anticuerpo de
deteccion que contenia anticuerpo monoclonal 2D10 de K17 marcado con peroxidasa (anticuerpo monoclonal
2D10 de K17-HRP, US Biologicals) a una concentracion final de 1 ug/ml en tampén de ensayo, y las muestras se
incubaron a TA durante 1 hora. A continuacion, las células se lavaron y se afadieron a cada pocillo 100 pl de
sustrato TMB (Pierce), y las muestras se incubaron a TA en la oscuridad durante 20 minutos. A continuacion, se
detuvo la reaccion utilizando 100 pl de solucién de parada (VWR) y la placa se ley6 a 450 nm.

Puntuacion de expresion de la proteina queratina. Los portaobjetos se puntuaron con el software ImageJ 1.46
del National Institutes of Health (ver Schneider CA, et al., Nat. Methods. (2012) 9:671-5), un software de
procesamiento de imagenes basado en Java, utilizando el plugin de desconvolucién del color de DAB-hematoxilina
(DAB-H) (ver Ruifrok AC, Johnston DA. Anal. Quant. Cytol. Histol. (2001) 23:291-9) y mediante un sistema de
puntuacion semicuantitativo manual que cuantifica el porcentaje de células fuertemente tefidas positivamente en
ciego respecto a los datos clinicos correspondientes (PathSQ). En determinadas formas de realizacion, la unidad
de medicion para el analisis inmunohistoquimico era la puntuaciéon nuclear de PathSQ y la media de puntuacion
PathSQ de todas las puntuaciones nucleares. Las diferencias de puntuacion entre categorias diagndsticas se
determinaron mediante prueba de Kruskal-Wallis o mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (no
mostrados). Se calcularon las curvas de receptor-operador y la superficie bajo la curva a fin de evaluar el potencial
de los biomarcadores para discriminar diferentes categorias diagnésticas basandose en modelos de regresion
logistica. El valor de corte 6ptimo de las curvas de receptor-operador se determiné utilizando el indice de Youden.
Ver Youden WJ. Cancer. (1950) 3:32-5.

Ejemplo 2: deteccion de queratina 17 en células tefiidas inmunohistoquimicamente como método
diagnéstico para el cancer de vejiga

Con el fin de determinar los valores diagnoésticos de K17 en una o mas categorias diagndsticas de cancer de vejiga
de estadio temprano, se llevo a cabo la tincién inmunohistoquimica (tabla 1) para K17 de tejido de muestras de
tejido de paciente de cancer de vejiga en depdsito de cuatro categorias diagndsticas: mucosa de vejiga benigna
(benigna), neoplasia papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP), carcinoma papilar urotelial de grado
bajo (LG), carcinoma papilar urotelial de grado alto (HG) y carcinoma urotelial.

La tincién de K17 solo era débilmente detectable (puntuacion de PathSQ media de 2.08) en la mucosa de vejiga
benigna, aunque se expresaba a nivel elevado en todas las categorias diagnésticas de cancer de vejiga
examinadas. Por ejemplo, la tabla 1 muestra que las puntuaciones de PathSQ medias estaban comprendidas entre
12.3831954 y 45.1781993 para las muestras GA y PUNIMP, respectivamente (tabla 1), mientras que la puntuacién
de PathSQ media de las muestras de control (no cancerosas) era de aproximadamente 2. Ademas, las figuras 3A-
D y una comparacion de las muestras de control mostrados en las figuras 4A-D y 5A-D con las muestras
cancerosas tefiidas en las figuras 6A-D a 7A-D revel6 la presencia de tincion fuerte (aumentada) de queratina 17
en las muestras obtenidas de sujetos que presentaban cancer de vejiga. Conjuntamente estos resultados muestran
que K17 es un marcador diagndstico fuerte de cancer de vejiga, tal como carcinoma urotelial de la vejiga (p<0.001).

Entre las muestras de orina sometidas a ensayo que contenian células de pared de vejiga, se detecté la tinciéon de
K17 en 5/5 muestras que habian sido diagnosticadas como sospechosas o positivas para cancer de vejiga. Ver la
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tabla 2. Tal como se muestra en la tabla 2, la expresion de K17 se encontraba ausente en casos que eran negativos
para neoplasia maligna. Dichos datos muestran claramente la tincién positiva para K17 en todas las muestras
obtenidas de un sujeto con cancer de vejiga (T3-T7). En contraste, las muestras de orina obtenidas de pacientes
no cancerosos no mostraban marcaje de K17, en casos con niveles detectables de células de vejiga (N1, N7, N8).
Estos resultados proporcionan apoyo experimental a que la deteccion de K17 es un marcador diagnoéstico del
cancer de vejiga.

Los resultados de inmunohistoquimica obtenidos utilizando muestras de tejido de vejiga proporcionaron apoyo a
la hipotesis de que la deteccion de K17 podria ser un marcador sensible y especifico para mejorar la precision del
diagnostico del cancer de vejiga en especimenes de citologia urinaria. Tal como se muestra en la tabla 3 de la
presente divulgacion, la deteccion de K17 proporciona sensibilidad y especificidad como marcador diagnoéstico del
cancer de vejiga. Por ejemplo, como resultado de multiples estudios llevados a cabo con muestras de orina vaciada
que contenian células de vejiga (figura 2), K17 muestra una sensibilidad (numero de muestras positivas para K17
reales/numero de muestras positivas para K17 detectadas) de 93% y una especificidad (nimero de muestras
negativas para K17 reales/numero de muestras negativas para K17 detectadas) de 91%. Para el estudio 2, la
mayoria de muestras falsas positivas se sometieron a ensayo con la aplicacion directa por puntos de las muestras,
mientras que el estudio 3 se llevé a cabo mediante la utilizacion de métodos de preparacion de muestras ThinPrep.
Conjuntamente, los datos proporcionados muestran que la deteccion de K17 mediante inmunotincion de células
de vejiga en muestras de orina puede detectar la presencia de cancer de vejiga en un sujeto con elevadas
sensibilidad y especificidad.

Ejemplo 3: deteccién de queratina 17 en células mediante métodos de deteccion basados en dispositivos
automatizados

Ademas de la inmunotincion de muestras de citologia urinaria, las células positivas para K17 en muestras de
citologia urinaria son detectables mediante citometria de flujo y sistemas de dispositivos de microfluidos capaces
de detectar las proteinas etiquetadas fluorescentemente. En la presente memoria, las células de cancer marcadas
que era conocido que eran positivas para K17 (HelLa, figura 8A) y las células de control negativas para K17 (C33,
figura 8B) se aislaron, se marcaron fluorescentemente con anticuerpos de K17 y se analizé la expresion de K17
de las mismas en un dispositivo de deteccién de microfluidos, tal como se ha indicado anteriormente. Tal como se
observa en las figuras 8A-8B, existen significativamente mas células marcadas con K17 en HelLa (90.4% células
positivas para K17) que el control, las células C33 (35.1% células positivas para K17). Conjuntamente estos datos
muestran que la deteccion de células positivas para K17 puede conseguirse eficientemente utilizando un
dispositivo de microfluidos acoplado con la inmunotincion de K17.

Ejemplo 4: métodos diagndsticos basados en K17 libre de células

Tal como se muestra en las tablas 4 y 5, las muestras de ensayo compuestas de orina vaciada que no presentan
células de vejiga pueden analizarse para la expresion de proteina K17 para determinar si un sujeto presenta cancer
de vejiga. Por ejemplo, la tabla 4 muestra los resultados obtenidos utilizando un método de deteccion de K17
basado en ELISA. En la presente memoria se analizaron muestras de control (es decir, calibradores) que
presentaban una cantidad conocida de proteina K17, con el fin de determinar la sensibilidad del ensayo con el
sistema ELISA de las muestras libres de células. Se determiné un valor umbral para la expresion aumentada de
proteina K17 a partir de los controles negativos (calibrador cero) en el que la sefial detectable era 3 veces la
desviacién estandar de los blancos de la media del control negativo. Por ejemplo, se utilizé la formula a
continuacion: media de lecturas de ELISA de controles negativos + [3 veces la desviacion estandar de los controles
negativos]. Basandose en los datos, el limite de sensibilidad del ELISA era de aproximadamente 1 ng/ml de
proteina K17.

La tabla 5 muestra los datos de 21 muestras de orina libres de células (6 cancerosas, 15 benignas, las muestras
positivas se muestran en cursiva) obtenidas de los sujetos. En la presente memoria, cada una de las 21 muestras
de ensayo se sometieron a ensayo en un sistema ELISA y se detecto la expresion en cada muestra de K17 en la
parte libre de células de la orina vaciada, y se comparé con los niveles de control en la tabla 4. Una muestra de
ensayo que mostrase una lectura de densidad optica (OD) media de 0.081 o superior con un% CV inferior a 20%
correlacionaria bien con la presencia de cancer de vejiga en el sujeto. Por ejemplo, 67% de las muestras de cancer
(4 de cada 6 muestras) mostraba una lectura de OD de 0.081 o superior, mientras que ninguna de las muestras
de control no cancerosas mostraba un nivel detectable de K017 superior a OD 0.078. Debido a que éste era un
modelo experimental y no un ensayo de pacientes real, la falta de sefial de K17 detectable en dos de las muestras
de cancer se cree que se debe a un factor incontrolado, tal como el tiempo de recoleccion de las muestras, ya que
el primer vaciado de la mafana presentara un nivel mas alto de proteina K17 acumulada que los vaciados en otros
momentos del dia, o el factor de la manipulacion de las muestras. Conjuntamente estos datos demuestran que la
presente invencién proporciona un método mediante el que la medicion de niveles detectables de la proteina K17
en muestras de orina libres de células puede utilizarse para detectar la presencia de cancer de vejiga (por ejemplo,
diagnosticar cancer de vejiga) en un sujeto mediante la utilizacion de ELISA u otras plataformas de deteccion
basadas en proteinas, tales como la espectrometria de masas o las tecnologias de flujo lateral.

14



ES2921701T3

Tabla 1: tincién con queratina 17 en mucosa urotelial de control y canceres de vejiga uroteliales.

Muestra Numero | Expresion de K17 | Factor de aumento de la
(N) (media) expresion de K17
respecto a benigno

Benigno 12 2.08

PUNLMP 9 65.56 31.5 veces

LG 23 34.57 16.6 veces

HG 14 29.36 14.1 veces
Carcinoma de transicién/urotelial 26 49.23 23.7 veces

Tabla 2: analisis inmunocitoquimico de la expresién de K17 en muestras de orina.

5
Numero ID de sujeto | Diagnéstico citolégico Expresion de K17
descodificado
T1 Sospecha de malignidad acelular
T2 Sospecha de malignidad acelular
T3 Positivo para malignidad moderadamente celular, cambios
degenerativos, fuertemente positivo
T4 Positivo para malignidad moderadamente celular, débilmente positivo
T5 Positivo para malignidad altamente celular, fuertemente positivo
T6 Positivo para malignidad moderadamente celular, débilmente positivo
T7 Positivo para malignidad altamente celular, fuertemente positivo
T8 Sospecha de malignidad acelular
N1 Negativo para malignidad | escasa celularidad, residuos proteicos,
negativo
N2 Negativo para malignidad | acelular
N3 Raramente reactivo y acelular
presencia de células
uroteliales degeneradas.
N4 Negativo para malignidad | acelular
N5 Negativo para malignidad | acelular
N6 Negativo para malignidad | acelular
N7 Negativo para malignidad | escasa celularidad, negativo
N8 Negativo para malignidad | moderadamente celular, negativo
Tabla 3: deteccién de la expresion de K17 mediante inmunotincion de células aisladas de la orina.
Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3 Estudio 4 Total
Malignas 3 10 5 21 39
Benignas 5 20 18 22 65
Total 8 30 23 43 104
Pos. reales 5 9 5 17
Neg. falsos 0 1 0 4
Neg. reales 3 14 18 21
Pos. falsos 0 6 0 1 Media
Sensibilidad 100% 90% 100% 81% 93%
Especificidad 100% 70% 100% 95% 91%
10 Tabla 4: limite de deteccion del ELISA utilizado para la deteccion de proteina queratina 17 en un componente sin
células de orina.
Calibrador (ng/ml) DO-1 DO-2 Media STDEV % CV
1000 3.555 3.624 3.590 0.049 1%
333.3 3.578 3.604 3.591 0.018 1%
111.1 2.469 2.289 2.379 0.127 5%
37.0 0.844 0.832 0.838 0.008 1%
12.3 0.323 0.318 0.321 0.004 1%
4.1 0.142 0.14 0.141 0.001 1%
1.4 0.087 0.081 0.084 0.004 5%
0 0.067 0.058 0.063 0.006 10%
Umbral=0.082
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Tabla 5: deteccion de proteinas K17 en la parte sin células de muestras de orina para detectar la presencia de
cancer de vejiga en sujetos.

Muestras Diagndstico OD-1 OD-2 Media STDEV % CV
N281-1 Benignas 0.069 0.070 0.070 0.001 1%
N281-2 Benignas 0.056 0.053 0.055 0.002 4%
CT7699 Benignas 0.055 0.054 0.055 0.001 1%
CT7304 Benignas 0.056 0.054 0.055 0.001 3%
GC 19-1 Cancer 0.064 0.066 0.065 0.001 2%
GN19-1 Benignas 0.059 0.059 0.059 0.000 0%
GN19-2 Benignas 0.063 0.06 0.062 0.002 3%
GN19-3 Benignas 0.111 0.078 0.095 0.020 25%
GC24-1 Cancer 0.090 0.093 0.092 0.002 2%
GN24-1 Benignas 0.056 0.055 0.056 0.001 1%
GN24-2 Benignas 0.062 0.061 0.062 0.001 1%
GN24-3 Benignas 0.078 0.078 0.078 0.000 0%
GN24-4 Benignas 0.056 0.056 0.056 0.000 0%
G6117-1 Benignas 0.051 0.055 0.053 0.003 5%
G6117-2 Cancer 0.072 0.09 0.081 0.013 16%
G6717-1 Cancer 0.092 0.09 0.091 0.001 2%
G6717-2 Benignas 0.075 0.078 0.077 0.002 3%
G6817-1 Cancer 0.050 0.059 0.055 0.006 12%
G6817-2 Benignas 0.058 0.062 0.060 0.003 5%
G629-1 Cancer 0.088 0.095 0.092 0.005 5%
G629-2 Benignas 0.067 0.06 0.064 0.005 8%

5 Tabla 6: juego de cebadores para la deteccion de ARNm de K17 mediante RT-PCR cuantitativa. Sin embargo, la
deteccion de ARNm de K17 no se encuentra comprendida en las reivindicaciones adjuntas.

Longitud del producto

Pareja Cebador directo (5'-3') Cebador inverso (5'-3') (pb)
SECID T SECIDn°2
1 CAGTCCCAGCTCAGC . ki RN 295
ATGAA s,
SECIDn°3 SECIDn° 4
2 AGAACCTCAATGACC TCCACAATGGTACGCA 973
GCCTG CCTG
SECIDn®5 SECIDR°6
3 CAAGGATGCCGAGG ACAATGGTACGCACCT 432
SECIDn°7 SECIDn°8
4 TCCTCAACGAGATGC CACAATGGTACGCACC 482
GTGAC TGAC
SECIDn®9 SEC ID n° 10
5 GGATGCCGAGGATT | A ATGGTACGCACCTGA 427
GGTTCT —
SEC ID n® 11 SECIDn° 12
6 GCAGAGAAGAACCG ACCTCTTCCACAATGG 455
CAAGGA TACGC
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Cebador inverso (5'-3')

Longitud del producto

Pareja Cebador directo (5'-3") (pb)
SECID n°13 SEC ID n° 14
7 GCTCAGCATGAAAG CCTCTTCCACAATGGT 293
CATCCC ACGC
SEC IDn°15 SECIDn° 16 ,
8 | CCATGCAGGCCTTGG | GTGGTCACCGGTTCTT 98
AGATA TCTTG
SECIDn°17 SEC ID n°18
9 | CCGTCAGGTGCGTAC | TTGTCATCAGGCAAGG 216
CATT AAGCA
SEC IDn°19 SEC ID n° 20
10 | GGTGAAGATCCGTG | TTCCACAATGGTACGC 901
ACTGGT ACCTG
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<130> 33851PCT

<150> 62/371,286
<151> 2016-08-05

<160> 20
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Primer cebador directo para ARNm de K17

<400> 1
cagtcccagc tcagcatgaa 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Primer cebador inverso para ARNm de K17

<400> 2
ccacaatggt acgcacctga 20

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Segundo cebador directo para ARNm de K17

<400> 3
agaacctcaa tgaccgcctg 20

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Segundo cebador inverso para ARNm de K17

<400> 4
tccacaatgg tacgcacctg 20

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tercero cebador directo para ARNm de K17
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<400> 5
caaggatgcc gaggattggt 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tercero cebador inverso para ARNm de K17

<400> 6
acaatggtac gcacctgacg 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cuarto cebador directo para ARNm de K17

<400>7
tcctcaacga gatgcgtgac 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cuarto cebador inverso para ARNm de K17

<400> 8
cacaatggta cgcacctgac 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Quinto cebador directo para ARNm de K17

<400> 9
ggatgccgag gattggttct 20

<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Quinto cebador inverso para ARNm de K17

<400> 10
aatggtacgc acctgacgg 19

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sexto cebador directo para ARNm de K17
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<400> 11
gcagagaaga accgcaagga 20

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sexto cebador inverso para ARNm de K17

<400> 12
acctcttcca caatggtacg ¢ 21

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Séptimo cebador directo para ARNm de K17

<400> 13
gctcagcatg aaagcatccc 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Séptimo cebador inverso para ARNm de K17

<400> 14
cctcttccac aatggtacge 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Octavo cebador directo para ARNm de K17

<400> 15
ccatgcaggc cttggagata 20

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Octavo cebador inverso para ARNm de K17

<400> 16
gtggtcaccg gttctttctt g 21

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Noveno cebador directo para ARNm de K17
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<400> 17
ccgtcaggtg cgtaccatt 19

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Noveno cebador inverso para ARNm de K17

<400> 18
ttgtcatcag gcaaggaagc a 21

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Décimo cebador directo para ARNm de K17

<400> 19
ggtgaagatc cgtgactggt 20

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Décimo cebador inverso para ARNm de K17

<400> 20
ttccacaatg gtacgcacct g 21
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REIVINDICACIONES
1. Método para detectar la expresién de queratina 17 (K17) en un sujeto que comprende:

obtener una muestra de orina de un sujeto, en el que dicha muestra comprende una pluralidad de células de
vejiga; y

detectar la expresion de K17 en dicha muestra, en el que dicha deteccion comprende poner en contacto dichas
células con un anticuerpo anti-K17, y detectar la unién entre K17 en las células y el anticuerpo anti-K17.

2. Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas procesar dicha muestra de orina, en el que dicho
procesamiento comprende aislar las células de la muestra, lisar las células aisladas en una solucién de lisis que
comprende urea, aislar las proteinas de la solucion de lisis.

3. Meétodo segun la reivindicacion 1 o0 2, en el que dicha pluralidad de células de vejiga son células de epitelio de
transicion, células de tejido conectivo, células musculares, células adiposas o una combinacion de las mismas.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la expresion de K17 en la muestra se detecta
mediante un procedimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en inmunohistoquimica, micromatrices,
espectrometria de masas, analisis inmunocitoquimico, transferencia Western, citometria de flujo, deteccién por
microfluidica y ELISA.

5. Método de diagnéstico del cancer de vejiga en un sujeto que comprende:

obtener una muestra de orina de un sujeto, en el que dicha muestra comprende una pluralidad de células de
vejiga;

detectar la expresion de K17 en dicha muestra, en el que dicha deteccion comprende poner en contacto dichas
células con un anticuerpo anti-K17, y detectar la unién entre K17 en las células y el anticuerpo anti-K17; y

diagnosticar al sujeto con cancer de vejiga cuando se detecta una cantidad aumentada de K17 en la muestra
en comparacion con una muestra de control que es una muestra de orina analoga obtenida de un sujeto libre
de cancer.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que dicho cancer de vejiga es el carcinoma urotelial seleccionado de
entre el grupo que consiste en neoplasia papilar de potencial maligno bajo, carcinoma papilar urotelial de grado
bajo, carcinoma papilar urotelial de grado alto y carcinoma urotelial-de transicion.

7. Método segun lareivindicaciéon 5 o 6, en el que dicho anticuerpo anti-K17 es un anticuerpo anti-K17 monoclonal
de raton.

8. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la expresion de K17 en la muestra se
detecta mediante un procedimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en inmunohistoquimica,
micromatrices, espectrometria de masas, analisis inmunocitoquimico, transferencia Western, citometria de flujo,
deteccion por microfluidica y ELISA.

9. Método de diagnéstico del cancer de vejiga en un sujeto que comprende:
obtener una muestra de orina del sujeto; y
detectar la cantidad de proteina K17 en dicha muestra utilizando un método de deteccién cualitativa o
cuantitativa, en el que la deteccion de la proteina K17 en dicha muestra indica que dicho sujeto presenta un
cancer de vejiga.
10. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicha muestra de orina no contiene células.
11. Método segun la reivindicaciéon 9 o 10, en el que la cantidad de proteina K17 en la muestra se detecta mediante
un procedimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en inmunohistoquimica, micromatrices,
espectrometria de masas, andlisis inmunocitoquimico, transferencia Western, citometria de flujo, deteccion por
microfluidica y ELISA.
12. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dicho cancer de vejiga es un carcinoma
urotelial seleccionado de entre el grupo que consiste en neoplasia papilar de potencial maligno bajo, carcinoma
papilar urotelial de grado bajo, carcinoma papilar urotelial de grado alto y carcinoma urotelial-de transicion.

13. Método segun la reivindicacion 5, en el que detectar la union entre K17 y el anticuerpo anti-K17 es mediante

22



10

15

20

25

ES2921701T3

analisis inmunohistoquimico o ELISA; comprendiendo ademas el método:
obtener la muestra de orina de control que comprende una pluralidad de células de vejiga;
detectar la expresion de la proteina K17 en la muestra de orina de control, en el que dicha deteccion comprende:
poner en contacto las células en la muestra de orina de control con el anticuerpo anti-K17, y

detectar la unién entre la proteina K17 en las células de la muestra de orina de control y el anticuerpo anti-
K17;y

diagnosticar al sujeto con cancer de vejiga cuando se detecta en la cantidad de expresién de la proteina
K17 un aumento de 1 vez, un aumento de por lo menos 3 veces, un aumento de por lo menos 5 veces o un
aumento de por lo menos 10 veces en la muestra de orina cuando se compara con la cantidad de expresién
de la proteina K17 en la muestra de orina de control.

14. Método segun la reivindicacion 13, en el que dicha expresion de la proteina K17 se detecta mediante ELISA.

15. Método segun la reivindicacién 13, en el que dicho anticuerpo anti-K17 es un anticuerpo anti-K17 humana
monoclonal de ratén [E3].

16. Método segun la reivindicacion 13, en el que el cancer de vejiga es un carcinoma urotelial seleccionado de

entre el grupo que consiste en neoplasia papilar de potencial maligno bajo, carcinoma papilar urotelial de grado
bajo, carcinoma papilar urotelial de grado alto y carcinoma urotelial-de transicion.
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FIGS. 3A-D
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FIGS. 4A-D
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FIGS. 6A-D
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