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DESCRIPCION
Métodos para el diagndstico del cancer de vejiga
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para identificar el cancer de vejiga en un sujeto mediante el analisis
de una muestra bioldgica derivada del mismo. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a la identificacién de
cancer de vejiga mediante el analisis de ADN de muestras de orina. Los métodos se basan en las diferencias en la
metilacion del ADN entre el ADN normal y el del cancer de vejiga.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer de vejiga es un cancer que surge de las células de la vejiga urinaria. La mayoria de los canceres de
vejiga son carcinomas de células de transicion, que surgen de las células epiteliales en el revestimiento interno de la
vejiga (urotelio). Otros tipos de cancer de vejiga incluyen carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, sarcomas
y carcinomas de células pequefas.

El diagnostico de cancer de vejiga se realiza comunmente mediante cistoscopia, en la que la vejiga se examina
visualmente con un endoscopio (cistoscopio). Por lo general, se toma una biopsia de areas de anomalias sospechosas
para verificar la presencia de células cancerosas.

Otro método empleado en el diagndstico del cancer de vejiga es la citologia de orina, en la que se analiza una
muestra de orina bajo un microscopio para detectar la presencia de células cancerosas. También se han utilizado varios
métodos de imagen, como rayos X y tomografia computarizada (TC) para diagnosticar el cancer de vejiga, algunos de los
cuales implican inyectar un tinte por via intravenosa para permitir la visualizacion del tejido examinado.

En los ultimos afios, se han puesto a disposicidon medios de diagndstico adicionales para el cancer de vejiga,
como pruebas de antigeno urinario y un ensayo para detectar anomalias cromosémicas en muestras de orina
(UroVysion ™),

Los métodos actualmente disponibles tienen una serie de inconvenientes, ya que algunos de ellos son invasivos,
laboriosos y consumen mucho tiempo, y algunos son insuficientemente sensibles y especificos. Ademas, el diagnostico
por examen patologico se realiza manualmente y, por lo tanto, es subjetivo. Los resultados subjetivos son problematicos
porque puede haber diferencias entre resultados de la misma muestra analizados por diferentes patélogos, e incluso por
el mismo patdlogo en diferentes momentos.

Smith et al. (2009) Am J Pathol., 174(2).371-9, utilizaron lineas celulares de cancer de vejiga humano para
desarrollar modelos de dos sitios metastasicos clinicamente comunes, pulmon e higado, y evaluaron su expresiéon génica
con respecto a tejidos tumorales humanos. Smith et al. (2009) informan que KCNJ2 esta regulado a la baja en modelos
de higado y pulmon.

Liu et al. (2015) Mol Cancer., 14:59, examinaron la expresion de KCNJ2/Kir2.1 en tejidos de cincuenta y dos
casos de cancer de pulmon de células pequefias (CPCP) mediante inmunohistoquimica. Ademas, se realizé la
sobreexpresion o eliminacion de KCNJ2/Kir21 en lineas celulares SCLC resistentes a multiples farmacos (H69AR y
H446AR) y sus lineas celulares parentales (H69 y H446) para evaluar su influencia en el crecimiento celular, la apoptosis,
el ciclo celular y la quimiorresistencia. Liu et al. (2015) concluyeron que KCNJ2/Kir2.1 modula el crecimiento celulary la
resistencia a los farmacos al regular la expresion de MRP1/ABCCIl y esta regulado simultaneamente por la via Ras/MAPK
y miR-7. KCNJ2/Kir2.1 puede ser un predictor de pronostico y un objetivo potencialmente novedoso para interferir con la
quimiorresistencia en SCLC.

El documento US 2009/0175827 divulga métodos y composiciones para identificar genes o rutas genéticas
moduladas por miR-16, usando miR-16 para modular un gen o ruta de genes, usando este perfil para evaluar la condicion
de un paciente y/o tratar a los pacientes con un miARN apropiado. Entre otros, la expresidon de KCNJ2 se evalla después
de la transfeccion de células cancerosas humanas con pre-miR hsa-miR-16.

Los documentos WO 2011/001274, WO 2011/070441 y WO 2011/132061, asignados al solicitante de la presente
invencion, describen métodos para identificar ADN de una fuente natural, métodos para categorizar muestras de ADN en
diferentes tipos de tejido y métodos para identificar la fuente de una muestra de ADN, respectivamente, en funcién de las
proporciones de sefiales entre loci gendmicos especificos, correspondientes a las proporciones de metilacion entre los
loci genomicos.

Existe una necesidad insatisfecha de métodos y kits mejorados para diagnosticar el cancer de vejiga en sujetos
que lo necesiten, con alta especificidad y alta sensibilidad que no requieran patélogos bien entrenados. Existe ademas
una necesidad de métodos de diagndstico objetivos e independientes del usuario.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona, segun algunos aspectos, métodos para la identificacion de cancer de vejiga
en sujetos que lo necesitan mediante el analisis de ADN de muestras de orina. Los métodos de la presente invencion se
basan en las diferencias de metilacion en loci genémicos seleccionados entre el ADN normal y el ADN del cancer de
vejiga.

Mas particularmente, los métodos de la presente invencion utilizan un conjunto de loci gendmicos que
inesperadamente se encontré que estaban altamente metilados en el ADN derivado del cancer de vejiga, y no en el ADN
derivado de un tejido de vejiga sano, y por lo tanto pueden usarse para determinar si una muestra de ADN dada es de un
paciente con cancer de vejiga o de un sujeto sano.

Sorprendentemente, se demostro que los métodos de la presente invencidn tienen una mayor sensibilidad en
comparacion con la citologia, con una sensibilidad general (indistinta del grado o estadio del cancer de vejiga) de al menos
el 90 %, una sensibilidad del 100 % en tumores invasivos y una sensibilidad del 100 % en tumores no invasivos. tumores
invasivos de al menos el 89%.

De acuerdo con los métodos de la presente invencion, el ADN de una muestra de orina de un sujeto analizado
se digiere con al menos una enzima de restriccion sensible a la metilacidon que escinde su secuencia de reconocimiento
solo si no esta metilada. El conjunto de loci genémicos descritos en el presente documento, denominados "loci de
restriccion”, contienen la secuencia de reconocimiento de al menos una enzima de restriccion sensible a la metilacion vy,
por lo tanto, se cortan (digieren) de acuerdo con su nivel de metilacion, donde una mayor metilaciéon da como resultado
una menor digestion por la enzima Inesperadamente, se corta una muestra de ADN de un individuo sano, en el conjunto
de loci gendmicos descritos en el presente documento, mas extensamente que una muestra de ADN de un paciente con
cancer. En consecuencia, la diferencia en la eficiencia de la digestion entre una muestra de ADN en la que los loci de
restriccion de la invencidn estan altamente metilados y una muestra de ADN en la que estos loci tienen niveles bajos de
metilacion establece diferentes patrones de amplificacion en etapas posteriores de amplificacion y cuantificacion.
Sorprendentemente, la diferencia en los patrones de amplificacién permite distinguir entre el ADN del tejido de cancer de
vejiga y el ADN del tejido de vejiga normal.

Los pasos de amplificacion y cuantificacion segun los métodos de la presente invencién implican la
coamplificacion de al menos un locus de restriccion y un locus de control del ADN digerido. El locus de control puede ser
un locus que no sea cortado por la enzima de restriccidn sensible a la metilacion utilizada en la etapa de digestion. A
continuacion, se determinan las intensidades de sefal de los loci amplificados y se calcula una relaciéon entre las
intensidades de sefial de cada locus de restriccion y el locus de control. Ahora se revela por primera vez que se producen
distintas proporciones de sefal para el ADN del cancer de vejiga y el ADN de la vejiga normal, lo que permite la
identificacion del cancer de vejiga.

La identificacion de cancer de vejiga se realiza comparando las proporciones de sefiales calculadas para el ADN
de un sujeto analizado con una o mas proporciones de referencia determinadas para los mismos loci de restriccidén en
fuentes conocidas, es decir, individuos normales y/o pacientes con cancer. Basandose en la comparacion, la muestra
analizada se identifica como derivada de un paciente con cancer o de un sujeto sano. Cabe sefalar que en ningun
momento los kits y métodos de la invencion requieren la determinacién del nivel de metilacion de loci individuales per se.

Los métodos de la presente invencidén permiten la identificacién del cancer de vejiga analizando muestras de
orina, proporcionando asi ventajosamente un diagnéstico molecular no invasivo de la enfermedad. Otro beneficio de los
métodos y kits reivindicados es que la identificacion puede llevarse a cabo en una muestra de orina a pesar de las
cantidades relativamente bajas de ADN que pueden contener las muestras de orina. El beneficio adicional conferido por
el diagnostico del cancer de vejiga por los métodos y kits descritos en el presente documento es la alta sensibilidad y
especificidad del diagnédstico. Ademas, la metodologia aqui descrita produce un resultado objetivo que no depende del
usuario.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un método para identificar el cancer de vejiga en un sujeto
humano, comprendiendo el método:

(a) aplicar ADN de una muestra de orina obtenida del sujeto a la digestion por al menos una endonucleasa de
restriccion sensible a la metilacion para obtener ADN tratado con endonucleasa de restriccion;

(b) coamplificar a partir del ADN tratado con endonucleasa de restriccion al menos un locus de restriccion que
comprende el locus expuesto en SEQ ID NO: 1 y un locus de control, generando asi un producto de amplificacion
para cada locus;

(¢) calcular una relacién entre las intensidades de sefal de los productos de amplificacion de cada uno de dichos
al menos un locus de restriccion y el locus de control; y

(d) comparar la relacion con una o mas relaciones de referencia obtenidas de una pluralidad de muestras de
ADN derivadas de una fuente conocida, identificando asi el cancer de vejiga en el sujeto humano.

Puede realizarse la deteccidon de una puntuacion de probabilidad alta para dicha relacidén con respecto a la
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relacion de referencia de cancer de vejiga correspondiente y comprende detectar una puntuacion de probabilidad con
respecto a la relacién de referencia de cancer de vejiga que esta por encima de un umbral predefinido.

En algunas formas de realizacion, el al menos un locus de restriccidn comprende ademas el locus establecido
en SEQ ID NO: 5, y dicha puntuacion de probabilidad puede ser una puntuacion de probabilidad combinada para una
relacion SEQ ID NO: 1 y una relacién SEQ ID NO: 5 con respecto a sus correspondientes indices de referencia de cancer
de vejiga.

En algunas formas de realizacion, el al menos un locus de restriccidn comprende ademas el locus establecido
en SEQ ID NO: 7 y el locus establecido en SEQ ID NO: 11, y dicha puntuacién de probabilidad puede ser una puntuacion
de probabilidad combinada para dicha SEQ ID NO:1, dicha relacion SEQ ID NO: 5, una relacion SEQ ID NO: 7 y una
relacion SEQ ID NO: 11 con respecto a sus correspondientes relaciones de referencia de cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, el al menos un locus de restriccidon comprende ademas al menos un locus de
restriccion adicional seleccionado del grupo de loci expuesto en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15,
y dicha puntuacién de probabilidad puede ser una puntuacion de probabilidad combinada para dichas proporciones de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 11 y al menos una proporcion adicional de dicho al menos un
locus de restriccion adicional con respecto a su vejiga correspondiente cocientes de referencia del cancer.

En algunas formas de realizacion, el al menos un locus de restriccion adicional comprende los loci establecidos
en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, el al menos un
locus de restriccion comprende todo el conjunto de loci adelante en SEQ ID NO: 1-15. Cada posibilidad representa una
forma de realizacion separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacién, el método comprende ademas: proporcionar un primer y un segundo
constructo de control que comprenden secuencias de ADN no humano, en el que el primer constructo de control
comprende una secuencia de ADN desprovista de una secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion
sensible a la metilacién, y el segundo constructo de control comprende una secuencia de ADN que contiene una secuencia
de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacién y que esta completamente desmetilada;
digerir los constructos de control primera y segunda con la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion; y
amplificar los constructos de control primera y segunda; en el que la deteccion de una amplificacién adecuada para el
primer constructo concomitante con una baja o ausencia de amplificaciéon para el segundo constructo es indicativa de una
digestién adecuada del ADN.

La al menos una endonucleasa de restriccidén sensible a la metilacion puede seleccionarse del grupo que consiste
en Aatll, Acc65l, Accl, Acil, ACII, Afel, Agel, Apal, ApaLl, Ascl, AsiSI, Aval, Avall, Bael, Banl, Bbel, BceAl, Begl, BfuCl,
Bgll, BmgBlI, BsaAl, BsaBl, BsaHI, Bsal, BseYl, BsiEl, BsiWl, Bsll, BsmAl, BsmBI, BsmFI, BspDl, BsrBl, BsrFl, BssHII,
BssKIl, BstAPI, BstBl, BstUI, BstZ171, Cac8l, Clal, Dpnl, Drdl, Eael, Eagl, Eagl-HF, Ecil, EcoRI, EcoRI-HF, Faul, Fnu4HI,
Fsel, Fspl, Haell, Hgal, Hhal, Hincll, Hincll, Hinfl, HinPIl, Hpal, Hpall, Hpyl66ii, HpylI88iii, Hpy99l, HpyCH4IV, Kasl, Miul,
Mmel, MspAll, Mwol, Nael, Nacl, NgoNIV, Nhe-HFI, Nhel, NlalV, Notl, Notl-HF, Nrul, Nt.BbvCIl, Nt.BsmAl, Nt.CviPIlI,
PaeR71, Plel, Pmel, Pmll, PshAl, PspOMI, Pvul, Rsal, Rsrll, Sacll, Sall, Sall-HF, Sau3Al, Sau96l, ScrFl, Sfil, Sfol, SgrAl,
Smal, SnaBl, Tfil, Tscl, Tsel, TspMI y Zral. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente
invencién.

En algunas formas de realizacion, el paso (a) se realiza usando una endonucleasa de restriccién sensible a la
metilacion. En algunas formas de realizacion, la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion es Hhal.

En algunas formas de realizacion, el paso (a) se realiza utilizando una endonucleasa de restriccidon sensible a la
metilacion. En algunas formas de realizacion, la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion es HinPlIl.

En algunas formas de realizacion, el locus de control es un locus desprovisto de una secuencia de reconocimiento
de la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion.

En algunas formas de realizacion, el locus de control es el locus establecido en SEQ ID NO: 16.

En algunas formas de realizacion, el paso (b) se realiza usando PCR en tiempo real.

En algunas formas de realizacion, el paso (b) se realiza usando PCR en tiempo real y el método comprende
ademas agregar sondas fluorescentes para detectar especificamente los productos de amplificacion del al menos un locus
de restriccion y al menos un locus de control.

En algunas formas de realizacion, el paso (b) se realiza usando PCR en tiempo real y dicho calculo de una

relacion entre las intensidades de sefal de los productos de amplificacion de cada uno de dichos al menos un locus de
restriccion y el locus de control comprende determinar el ciclo de cuantificacion (Cq) para cada locus y calcular 2(ocus de
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control Cg-locus de restricion Ca) E glgunas formas de realizacion, la proporcion de referencia de cancer de vejiga correspondiente
es 2(Iocus de control en un ADN de referencia - locus de restriccion Cq en un ADN de referencia) donde el ADN de referencia es ADN de cancer de
vejiga.

En algunas formas de realizacién, el método comprende ademas proporcionar relaciones saludables de
referencia, entre las intensidades de sefal de los productos de amplificacion del al menos un locus de restriccion y el
locus de control en el ADN derivado de sujetos sanos. El método puede comprender ademas la deteccion de una
puntuacién de probabilidad baja para dicha relacion con respecto a la correspondiente relacion de referencia saludable.
En algunas formas de realizacién, dicho cancer de vejiga se selecciona del grupo que consiste en carcinoma de células
de transicion, carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, sarcoma y carcinoma de células pequefias. Cada
posibilidad representa una forma de realizacién separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion particulares, dicho cancer de vejiga es un carcinoma de células de transicion.

La presente descripcion también proporciona un método para tratar el cancer de vejiga en un sujeto que lo
necesite, comprendiendo el método identificar el cancer de vejiga segun el método de la presente invencion y administrar
a dicho sujeto una terapia contra el cancer.

Dicha terapia contra el cancer puede comprender una o mas de cirugia, radioterapia, quimioterapia e
inmunoterapia.

La presente descripcion describe ademas un método para medir la proporcién de metilacion del ADN en un sujeto
humano del que se sospecha que tiene cancer de vejiga, comprendiendo el método: (a) obtener una muestra de ADN de
una muestra de orina del sujeto y someter la muestra de ADN a digestién con al menos una endonucleasa de restriccion
sensible a la metilacién para obtener ADN tratado con endonucleasa de restriccion; (b) coamplificar a partir del ADN
tratado con endonucleasa de restriccion al menos un locus de restriccidn que comprende el locus expuesto en SEQ ID
NO: 1 y un locus de control, generando asi un producto de amplificacion para cada locus; y (¢) usar una computadora
para comparar una relacion de intensidades de sefial de dicho al menos un locus de restriccion y dicho locus de control
con una relacion de referencia de dichos loci en el ADN del cancer de vejiga para evaluar de ese modo si dicha relacion
es indicativa de cancer de vejiga.

Estos y otros aspectos y caracteristicas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion
detallada, los ejemplos y las reivindicaciones que siguen.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1A muestra graficos de amplificacion ejemplares de un locus de control y dos loci de restriccion en una
muestra de un sujeto sano.

La figura 1B muestra graficos de amplificacion ejemplares de un locus de control y dos loci de restriccion en una
muestra de un paciente con cancer.

La figura 2 es un diagrama de flujo que describe un método para identificar el cancer de vejiga en un sujeto
segun algunas formas de realizacién de la presente invencion.

La figura 3A es un grafico circular que representa una sensibilidad general del 90 % de un estudio representativo.
La figura 3B es un grafico circular que representa una especificidad general del 83 % de un estudio
representativo.

La figura 4A representa la sensibilidad del método, en un estudio representativo, con respecto a las etapas del
cancer de vejiga.

La figura 4B representa la sensibilidad del método en un estudio representativo, con respecto a los grados de
cancer de vejiga.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la identificacion de cancer de vejiga utilizando ADN de muestras de orina
basandose en la deteccion de alteraciones en la metilacion del ADN en loci predeterminados.

La presente invencion implica calcular las relaciones de intensidad de la sefal entre loci seleccionados
coamplificados a partir de una muestra de ADN analizada después de la digestién del ADN con al menos una enzima de
restriccion sensible a la metilacion, y comparar estas relaciones con una o mas relaciones de referencia obtenidas de una
pluralidad de muestras de ADN derivado de una fuente conocida, sano o cancer de vejiga. Basandose en la comparacion,
la muestra analizada se identifica como derivada de un paciente con cancer o de un sujeto sano.

El término "pluralidad”, como se usa en el presente documento, se refiere a "al menos dos" 0 "dos 0 mas".
Los métodos de la presente invencidn son particularmente beneficiosos, ya que proporcionan medios altamente

sensibles y especificos para diagnosticar el cancer de vejiga que no son invasivos, son independientes del usuario y
pueden llevarse a cabo incluso en muestras de orina que contienen cantidades relativamente bajas de ADN.
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Ademas, a diferencia de los métodos convencionales que utilizan andlisis de metilacion para distinguir entre
tejidos cancerosos y normales, que requieren determinar los niveles de metilacion reales en loci gendmicos especificos,
la metodologia descrita en este documento no requiere evaluar los niveles de metilacion absolutos. Por lo tanto, el método
descrito en el presente documento elimina la necesidad de curvas estandar y/o pasos laboriosos adicionales implicados
en la determinacién de los niveles de metilacion per se, por lo que ofrece un procedimiento simple y rentable. Las
proporciones de sefial obtenidas por el método de la invencién, que se calculan entre loci amplificados a partir del mismo
molde de ADN en la misma mezcla de reaccion (es decir, en las mismas condiciones de reaccién), confieren una ventaja
adicional sobre los enfoques para analizar la metilacién. Esto hace que el método sea insensible a varios factores de
"ruido", como cambios en la concentracion de ADN molde, condiciones de PCR y presencia de inhibidores. Estos ruidos
son inherentes a los métodos existentes que se basan en la cuantificacion de los niveles de metilacion de loci comparando
sefiales de reacciones de amplificacion separadas.

En algunas formas de realizacion, se proporciona un método para identificar el cancer de vejiga en un sujeto,
comprendiendo el método: (a) digerir el ADN de una muestra de orina obtenida del sujeto con al menos una endonucleasa
de restriccidon sensible a la metilacidn; (b) amplificar al menos el locus de restriccidén establecido en SEQ ID NO: 1 y un
locus de control en la muestra de ADN digerido, donde el locus de control es un locus que exhibe el mismo perfil de
digestion y amplificaciéon en el ADN del cancer de vejiga y en el ADN sano, generando asi un producto de amplificacion
para cada locus en dicha muestra de ADN; (¢) calcular una relacion entre intensidades de sefial de los productos de
amplificacion del al menos un locus de restriccion y el locus de control en dicha muestra de ADN; y (d) comparar la relacion
con una o mas relaciones de referencia obtenidas de una pluralidad de muestras de ADN derivadas de una fuente
conocida, identificando asi el cancer de vejiga en el sujeto humano.

Se puede realizar la detecciéon de una puntuacion de alta probabilidad para dicha relacion con respecto a la
correspondiente relacion de referencia de cancer de vejiga y que comprende detectar una puntuacion de probabilidad que
esta por encima de un umbral predefinido.

Detectar una puntuacién de alta probabilidad con respecto a la proporcion de referencia de cancer de vejiga
puede comprender comparar la proporcion con la proporcion de referencia de cancer de vejiga correspondiente vy,
opcionalmente, con la proporcion de referencia sana, y asignar una puntuacién de probabilidad basada en la comparacion,
en la que una puntuacion de probabilidad alta es indicativa de cancer.

Por lo tanto, en algunas formas de realizacién, el método de la presente invencion consiste en proporcionar
indices de referencia de cancer de vejiga y, opcionalmente, indices de referencia saludables.

Sep (d) puede comprender comparar la proporcion con una escala de referencia que comprende proporciones
determinadas en pacientes con cancer de vejiga y en individuos sanos, donde dicha puntuacion de probabilidad es una
puntuacion asignada a dicha proporcion en funcién de su posicion relativa dentro de la escala de referencia. En algunas
formas de realizacion, cuanto mayor sea el valor de la relaciéon, mayor sera la puntuacién que se le asigne.

En algunas formas de realizacion, el método comprende ademas amplificar en el paso (b) al menos un locus de
restriccidon adicional, generando asi un producto de amplificacion para al menos un locus de restriccion adicional; y repetir
los pasos (¢)-(d) para cada lugar de restriccion adicional. En el paso (d), se pueden obtener una pluralidad de puntuacion
de probabilidad individuales para una pluralidad de proporciones con respecto a sus correspondientes proporciones de
referencia de cancer de vejiga, en donde cada relacion esta entre un locus de restriccion distinto y el locus de control. Se
calcula una puntuacion de probabilidad combinada en base a la pluralidad de la puntuacion de probabilidad.

La puntuacion combinada puede ser una puntuacion media. La puntuacion combinada también puede ser un
promedio ponderado de las puntuaciones de probabilidad individuales. La puntuacién combinada puede ser ademas una
suma de todas las puntuaciones de probabilidad individuales. En general, la puntuacién combinada puede incluir cualquier
valor matematico o estadistico que represente toda la puntuacion de probabilidad individual.

La deteccion de una puntuacion de probabilidad combinada alta puede identificar el cancer de vejiga en el sujeto
humano. Detectar una puntuacion de probabilidad combinada alta puede ser detectar una puntuacion de probabilidad
combinada que esta por encima de un umbral predefinido.

Los términos "ADN de", "ADN derivado de", "ADN dentro de" y similares son intercambiables y se refieren al ADN
obtenido de una muestra de orina, ADN aislado de una muestra de orina 0 una muestra de orina tal como es, una muestra
de orina que contiene ADN, o una muestra de ADN, con el mismo. Por lo tanto, estos términos incluyen, entre otros, ADN
aislado de una muestra de orina, una muestra de orina enriquecida en ADN y ADN en una muestra de orina no manipulada.

La metilacion en el genoma humano se produce en forma de 5-metil citosina y se limita a los residuos de citosina
que forman parte de la secuencia CG, también denominados dinucleétidos CpG (los residuos de citosina que forman parte
de otras secuencias no estan metilados). Algunos dinucleédtidos CG en el genoma humano estan metilados y otros no.
Ademas, la metilacidon es especifica de células y tejidos, de modo que un dinucleétido CG especifico puede metilarse en
una determinada célula y al mismo tiempo desmetilarse en una célula diferente, o metilarse en un determinado tejido y al
mismo tiempo desmetilarse en diferentes tejidos. La metilacién del ADN es un importante regulador de la transcripcion de
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genes. Los patrones aberrantes de metilacion del ADN, tanto la hipermetilacion como la hipometilacién en comparacion
con el tejido normal, se han asociado con un gran niumero de tumores malignos humanos.

El término "cancer de vejiga" se refiere al cancer que surge de las células de la vejiga urinaria. El cancer de vejiga
se usa aqui para incluir carcinoma de células de transicion (TCC, también denominado carcinoma de células uroteliales),
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células pequefias y sarcoma. Cada posibilidad
representa una forma de realizacion separada de la presente invencion.

El TCC, que surge de las células epiteliales en el revestimiento interno de la vejiga (urotelio), es el tipo mas
comun de cancer de vejiga y representa mas del 90% de los casos. TCC generalmente incluye dos subtipos, carcinomas
papilares, en los que los tumores crecen en proyecciones delgadas en forma de dedo desde la superficie interna de la
vejiga hacia el centro hueco y carcinomas planos, en los que los tumores no crecen hacia la parte hueca de la vejiga. El
carcinoma de células escamosas y el adenocarcinoma son tipos menos comunes de cancer de vejiga, y el carcinoma de
células pequeias y el sarcoma son relativamente raros.

Por lo general, el cancer de vejiga se puede clasificar adicionalmente como no invasivo, donde las células
cancerosas estan confinadas a la capa interna del epitelio de transicion, o invasivo, donde las células cancerosas crecen
en la lamina propia de la vejiga o incluso mas profundamente en la capa muscular. Un cancer de vejiga también se puede
describir como superficial o sin invasidon muscular. Estos términos incluyen tanto tumores no invasivos como cualquier
tumor invasivo que no haya crecido hacia la capa muscular principal de la vejiga.

Una de las clasificaciones comunes del cancer de vejiga es la categoria T, que describe cuanto ha crecido el
tumor principal en la pared de la vejiga (0 mas alld). Por lo general, los canceres de vejiga comienzan en el urotelio y, a
medida que el cancer crece, pueden invadir otras capas de la vejiga y, por lo tanto, volverse mas avanzados. La
clasificacion segun la categoria T incluye los siguientes términos:

- TO: Sin evidencia de un tumor primario

- Ta: Carcinoma papilar no invasivo

- Tis o CIS: Carcinoma plano no invasivo (carcinoma plano in situ)

- T1: Eltumor ha crecido desde la capa de células que recubren la vejiga en el tejido conectivo a continuacion. No
ha crecido hacia la capa muscular de la vejiga.

- T2: El'tumor ha crecido hacia la capa muscular.

- T2a: El tumor ha crecido solo hacia la mitad interna de la capa muscular.

- T2b: El tumor ha crecido hacia la mitad exterior de la capa muscular.

- T3: Eltumor ha crecido a través de la capa muscular de la vejiga y hacia la capa de tejido adiposo que la rodea.

- T3a: La propagacion al tejido graso solo se puede ver con un microscopio.

- T3b: La extension al tejido adiposo es lo suficientemente grande como para que se vea en las pruebas de imagen
0 para que el cirujano la vea o la sienta.

- T4: Eltumor se disemino mas alla del tejido adiposo y hacia los dérganos cercanos o estructuras. Puede crecer
hacia cualquiera de los siguientes: el estroma (tejido principal) de la prostata, las vesiculas seminales, el utero,
la vagina, la pared pélvica o la pared abdominal.

- T4a: Eltumor se ha diseminado al estroma de la prostata (en hombres), o al Utero y/o vagina (en mujeres).

- T4b: El tumor se ha diseminado a la pared pélvica o a la pared abdominal.

También es comun describir el cancer de vejiga por su grado (G), que representa la similitud de las células cancerosas
con las células sanas cuando se observan bajo un microscopio. El tejido sano generalmente contiene varios tipos de
células agrupadas. Si el cancer se ve similar al tejido sano y contiene diferentes grupos de células, se le llama tumor
diferenciado o de bajo grado. Si el tejido canceroso se ve muy diferente al tejido sano, se le llama tumor pobremente
diferenciado o de alto grado.

Los cirujanos urélogos también pueden clasificar el grado de un tumor en funcién de su probabilidad de reaparecer o
progresar (crecer y diseminarse) para planificar el tratamiento segun el grado, utilizando las siguientes categorias:

- Papiloma (o neoplasia urotelial papilar benigna de bajo potencial maligno; PUNLMP) - puede reaparecer pero tiene un
bajo riesgo de progresar.

- Grado bajo: probabilidad de recurrencia y progreso en comparacion con PUNLMP.

- Alto grado: mas probable que recurra y progrese.

El cancer de vejiga a veces puede afectar muchas areas de la vejiga al mismo tiempo. Si se encuentra mas de
un tumor, la letra se agrega incorrectamente a la categoria T correspondiente.

Los términos "identificacién de cancer de vejiga", "identificacion de cancer de vejiga en un sujeto” e "identificacion
de que el sujeto tiene cancer de vejiga" como se usan en el presente documento son intercambiables y abarcan uno o
mas de los examenes de deteccion de cancer de vejiga, deteccidon de la presencia de cancer de vejiga, detectar la
recurrencia del cancer de vejiga, detectar la susceptibilidad al cancer de vejiga, detectar la resistencia al tratamiento del
cancer de vejiga, detectar la eficacia del tratamiento del cancer de vejiga, determinar el estadio (gravedad) del cancer de
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vejiga, determinar el prondstico del cancer de vejiga y el diagnostico temprano del cancer de vejiga en un sujeto. Cada
posibilidad representa una forma de realizacién separada de la presente invencion.

El término "sujeto" como se usa en este documento es intercambiable con "individuo" y se refiere a un sujeto
humano. Se puede sospechar que el sujeto tiene cancer de vejiga. En algunas formas de realizacion, el sujeto puede
estar en riesgo de desarrollar cancer de vejiga, por ejemplo, en base a antecedentes previos de la enfermedad,
predisposicion genética y/o antecedentes familiares, un sujeto que ha estado expuesto a uno 0 mas carcinégenos, riesgo
laboral, riesgo ambiental y/o sujeto que presente signos clinicos sospechosos de cancer. En algunas formas de
realizacion, el sujeto puede mostrar al menos un sintoma o caracteristica de cancer de vejiga, incluyendo por ejemplo,
presencia de sangre en la orina, cambio en la frecuencia de la miccidn, anemia, debilidad general o sintomas de irritacion.
En otras formas de realizacién, el sujeto puede estar asintomatico.

Recoleccién y procesamiento de muestras de orina

Las muestras de orina se pueden recolectar de sujetos utilizando recipientes o tubos de recoleccion
convencionales.

En algunas formas de realizacion, el ADN gendmico puede extraerse de las muestras de orina segun métodos
conocidos en la técnica. Se describen procedimientos ejemplares, por ejemplo, en Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cuarta edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2012.

Digestion de ADN

De acuerdo con los métodos de la presente invencion, el ADN de la muestra de orina se somete a digestion con
al menos una endonucleasa de restriccion sensible a la metilacién, por ejemplo, con una, dos, tres endonucleasas de
restriccion sensibles a la metilacion. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente
invencion.

En algunas formas de realizacion, todo el ADN que se extrae de la muestra de orina se usa en la etapa de
digestion. En algunas formas de realizacién, el ADN no se cuantifica antes de someterlo a digestion. En otras formas de
realizacion, el ADN puede cuantificarse antes de su digestion.

Una "endonucleasa de restriccion”, utilizada aqui de manera intercambiable con una "enzima de restriccidon"”, se
refiere a una enzima que corta el ADN en o cerca de secuencias de nucleétidos de reconocimiento especificas, conocidas
como sitios de restriccion.

Una endonucleasa de restriccion "sensible a la metilacion" es una endonucleasa de restriccién que escinde su
secuencia de reconocimiento solo si no esta metilada (mientras que los sitios metilados permanecen intactos). Por lo
tanto, el grado de digestion de una muestra de ADN por una endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion depende
del nivel de metilacién, donde un nivel de metilacidon mas alto protege de la escision y, en consecuencia, da como resultado
una digestion menor.

La al menos una endonucleasa de restriccidén sensible a la metilacion puede seleccionarse del grupo que consiste
en: Aatll, Acc65l, Accl, Acil, ACII, Afel, Agel, Apal, ApaLl, 30 Ascl, AsiSI, Aval, Avall, Bael, Banl, Bbel, BceAl, Begl, BfuCl,
Bgll, BmgBlI, BsaAl, BsaBl, BsaHI, Bsal, BseYl, BsiEl, BsiWl, Bsll, BsmAl, BsmBI, BsmFI, BspDl, BsrBl, BsrFl, BssHII,
BssKIl, BstAPI, BstBl, BstUl, BstZ171, Cac8l, Clal, Dpnl, Drdl, Eael, Eagl, Eagl-HF, Ecil, EcoRI, EcoRI-HF, Faul, Fnu4HI,
Fsel, Fspl, Haell, Hgal, Hhal, Hincll, Hincll, Hinfl, HinPIl, Hpal, Hpall, Hpyl66ii, Hpy!I88iii, Hpy99l, HpyCH41V, Kasl, Mlul,
Mmel, MspAll, Mwol, Nael, Nacl, NgoNIV, Nhe-HFI, Nhel, NlalV, Notl, Notl-HF, Nrul, Nt.BbvCIl, Nt.BsmAl, Nt.CviPIlI,
PaeR71, Plel, Pmel, Pmll, PshAl, PspOMI, Pvul, Rsal, Rsrll, Sacll, Sall, Sall-HF, Sau3Al, Sau96l, ScrFl, Sfil, Sfol, SgrAl,
Smal, SnaBl, Tfil, Tscl, Tsel, TspMI y Zral. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente
invencién.

En algunas formas de realizacion, la muestra de orina puede someterse a digestion con una endonucleasa de
restriccion sensible a la metilacidén. En algunas formas de realizacion particulares, la endonucleasa de restriccidon sensible
a la metilacién puede ser Hhal.

En algunas formas de realizacion, la muestra de orina puede someterse a digestion con una endonucleasa de
restriccion sensible a la metilacidén. En algunas formas de realizacion particulares, la endonucleasa de restriccidon sensible
a la metilaciéon puede ser HinPIl.

En algunas formas de realizacion, la digestién del ADN se puede llevar a cabo para completar la digestion. En
algunas formas de realizacion, la endonucleasa de restriccidn sensible a la metilaciéon puede ser Hhal, y se puede lograr
una digestion completa después de una o dos horas de incubacién con la enzima a 37 °C.

En algunas formas de realizacion, la digestién del ADN se puede llevar a cabo para completar la digestion. En
algunas formas de realizacién, la endonucleasa de restriccién sensible a la metilacién puede ser HinPll, y la digestion
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completa puede lograrse después de una o dos horas de incubacién con la enzima a 37 °C.

Amplificacion de loci gendmicos

Los términos "locus gendmico" o "locus" tal como se utilizan aqui son intercambiables y se refieren a una
secuencia de ADN en una posicidn especifica en un cromosoma. La posicion especifica puede identificarse por la
ubicacién molecular, es decir, por los nimeros de los pares de bases iniciales y finales en el cromosoma. Una variante
de una secuencia de ADN en una posicién genomica determinada se denomina alelo. Los alelos de un locus estan
ubicados en sitios idénticos en cromosomas homoélogos. Los loci incluyen secuencias de genes, asi como otros elementos
genéticos (p. €j., secuencias intergénicas).

Un "lugar de restriccidon” se usa aqui para describir un locus que contiene la secuencia de reconocimiento de una
enzima de restriccidn sensible a la metilacion que se usa en el método.

Un "lugar de control" y un "lugar de referencia interno" son intercambiables y se usan aqui para describir un locus
cuya digestién, con la enzima de restriccion aplicada en el paso de digestion, es independiente de la presencia 0 ausencia
de cancer. En algunas formas de realizacion, el locus de control es un locus que exhibe el mismo perfil de digestion y
amplificacion en el cancer de vejiga y en el tejido sano. En algunas formas de realizacidn, el locus de control es un locus
desprovisto de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion aplicada en el paso de digestion.
Ventajosamente, el lugar de control es un interno. locus, es decir, un locus dentro de la muestra de ADN analizada,
eliminando asi la necesidad de muestras de control externas/adicionales.

En algunas formas de realizacidn, el locus de restriccion o los loci de restriccion incluyen uno o mas de los loci
establecidos en SEQ ID NO: 1-15, como sigue:

SEQ ID NO: 1, corresponde a la posicion 65676359 - 65676418 en el cromosoma 17, (KCNJ2 gene);
SEQ ID NO: 2, corresponde a la posicion 21958446 - 21958585 en el cromosoma 9, (gen CDKN2A);
SEQ ID NO: 3, corresponde a la posicion 336844 - 336903 en el cromosoma 6, (gen IRF4);

SEQ ID NO: 4, corresponde a la posicion 33319507 - 33319636 en el cromosoma 21, (gen Olig2);

SEQ ID NO: 5, corresponde a la posicion 166502151 - 166502220 en el cromosoma 6, regidn intergénica;
SEQ ID NO: 6, corresponde a la posicion 896902 - 897031 en el cromosoma 18, (gen ADCYAP1);

SEQ ID NO: 7, corresponde a la posicion 32747873 - 32748022 en el cromosoma 5, (gen NPR3);

SEQ ID NO: 8, corresponde a la posicion 27949195 - 27949264 en el cromosoma 6, region intergénica;
SEQ ID NO: 9, corresponde a la posicion 27191603 - 27191672 en el cromosoma 7, (gen HOXA9);

SEQ ID NO: 10, corresponde a la posicion 170170302 - 170170361 en el cromosoma 16, region intergénica;
SEQ ID NO: 11, corresponde a la posicion 30797737 - 30797876 en el cromosoma 15, regidn intergénica;
30 SEQ ID NO: 12, corresponde a la posicion 7936767 - 7936866 en el cromosoma 1, region intergénica;
SEQ ID NO: 13, corresponde a la posicion 170077565 - 170077634 en el cromosoma 1, (gen DNM3);

16 SEQ ID NO: 14, corresponde a la posicidn 1727592 - 1727661 en el cromosoma 2, (gen PXDN);

y SEQ ID NO: 15, corresponde a la posicion 72919092 - 72919231 en el cromosoma 8, (gen MSC).

Inesperadamente, los locus de restriccion expuestos en SEQ ID NOs: 1-15 fueron identificados por los inventores
de la presente invencion como metilados diferencialmente entre tejido de vejiga canceroso y tejido de vejiga normal. Mas
particularmente, estos loci tienen una metilacion aumentada en el tejido de cancer de vejiga en comparacion con el tejido
normal.

Cada uno de estos loci contiene dinucledtidos CG que estan mas metilados en el ADN del tejido de vejiga
canceroso en comparacion con el ADN del tejido de vejiga normal no canceroso. Ventajosamente, los dinucleétidos CG
metilados diferencialmente se ubican dentro de los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccidn sensibles a la
metilacién.

En algunas formas de realizacién, cada uno de estos loci puede contener al menos un sitio de restriccion de una
enzima de restriccion sensible a la metilacion en la que el dinucledtido CG esta mas metilado en células de cancer de
vejiga que en células normales, lo que significa que en el tejido canceroso un mayor numero de las células contienen
metilacion en esta posicion en comparacion con el tejido normal. En algunas formas de realizacion, cada uno de estos
loci puede contener al menos un sitio de restriccion Hhal (GCGC). En algunas formas de realizacién, cada uno de estos
loci puede contener al menos un sitio de restriccion HinPlIl. La enzima de restriccion sensible a la metilaciéon escinde su
secuencia de reconocimiento solo si no esta metilada. Por lo tanto, una muestra de ADN que contenga un mayor
porcentaje de moléculas de ADN en las que el dinucledtido CG del sitio de restriccion esté metilado se digerira en menor
medida en comparacién con una muestra de ADN que contenga un mayor porcentaje de moléculas de ADN en las que el
dinucledtido CG no esté metilado. En base a los métodos descritos en el presente documento, la digestion del ADN
mediante enzimas de restriccion sensibles a la metilacidn es menos extensa para el ADN de muestras de orina de
pacientes con cancer de vejiga en comparacién con el ADN de individuos normales (sanos). Sorprendentemente, se
encontrd que la diferencia en la eficiencia de la digestion establece diferentes patrones de amplificacién en los pasos
posteriores de amplificacion y cuantificacion, lo que permite distinguir entre el ADN de un tejido de vejiga canceroso y el
ADN de un tejido de vejiga normal.
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En algunas formas de realizacidén, cada uno de los loci establecidos en SEQ ID NO: 1-15 puede contener
dinucleotidos CG adicionales cuyo estado de metilacidn no tiene relevancia ni influencia en el ensayo; solo la metilacion
en la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion (p. ej., Hhal o HinPlIl) es relevante.

En algunas formas de realizacién, el locus de control es como se establece en SEQ ID NO: 16, que corresponde
a la posicion 121380854 - 121380913 en el cromosoma 7 (region intergénica). En algunas formas de realizacion, el lugar
de control, también denominado interno! locus de referencia, no contiene una secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccion. En alguna forma de realizacién, la secuencia del locus de control permanece intacta (independientemente
de su estado de metilacién) cuando una muestra de ADN se digiere con una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

En algunas formas de realizacion, la secuencia del locus de control presenta el mismo perfil de digestion y
amplificacion en tejido de cancer de vejiga y en tejido de vejiga sano.

En algunas formas de realizacién, el locus de control comprende el locus expuesto en SEQ ID NO: 16 y el patrdn
de amplificacién del locus de control después de la digestion con la enzima de restriccidn sensible a la metilacion no se
ve afectado por la metilacion.

La ventaja de usar los loci de restriccion establecidos en SEQ ID NO: 1-15 para diferenciar entre muestras de
orina de pacientes con cancer de vejiga y las de individuos sanos se ejemplifica a continuacion usando las enzimas de
restriccion sensibles a la metilacién Hhal y HinPIl. La amplificacion de cada uno de estos loci de restriccion y el locus de
control expuesto en SEQ ID NO: 16 después de la digestion con Hhal o con HinPIl se llevo a cabo en grandes grupos de
pacientes con cancer e individuos sanos. El calculo de las proporciones de sefial entre los productos de amplificacion de
cada locus de restriccion y el locus de control mostrd proporciones de sefial media significativamente mas altas (al menos
un orden de magnitud mayor) en el grupo de cancer en comparacion con el grupo de control.

En algunas formas de realizacion, el método comprende amplificar al menos un locus de restriccidon y al menos
un locus gendmico después de la digestion de la muestra de ADN.

Tal como se usa en el presente documento, "al menos un locus (de restriccion/control)", puede abarcar un solo
locus o una pluralidad de loci separados, de modo que, una frase como "al menos un locus de restriccion que comprende
el locus establecido en SEQ ID NO: 1 y el locus expuesto en SEQ ID NO: 2" indica que al menos estos dos loci gendémicos
separados estan amplificados.

En algunas formas de realizacion, el método comprende amplificar el locus de restriccion expuesto en SEQ ID
NO: 1 y un locus de control, y opcionalmente al menos un locus de restriccion adicional.

En algunas formas de realizacién, el método comprende amplificar un locus de restriccion como se establece en
SEQ ID NO: 1 y un locus de control como se establece en SEQ ID NO: 16.

En algunas formas de realizacion, el método comprende amplificar una pluralidad de loci de restriccion (es decir,
al menos dos loci de restriccion) y un locus de control.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de lugares de restriccidn comprende un lugar de restriccion como
se establece en SEQ ID NO: 1 y un lugar de restriccion como se establece en SEQ ID NO: 5. En algunas formas de
realizacion, el método comprende la amplificacidén de un primer lugar de restriccion como se establece en SEQ ID NO: 1
y comprende ademas la amplificacion de un segundo locus de restriccidn como se establece en SEQ 5 ID NO: 5.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende ademas al menos un locus de
restriccion seleccionado de los loci establecidos en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 11. En algunas formas de realizacidn, la
pluralidad de loci de restriccidn comprende ademas un tercer y cuarto loci de restriccidn como se establece en las SEQ
ID NO: 7y 11, respectivamente.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende ademas al menos un locus de
restriccion adicional seleccionado del grupo que consta de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15.
Cada posibilidad representa una forma de realizacién separada de la presente invencién.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende el locus establecido como SEQ
ID NO: 1 y comprende ademas uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce loci
de restriccion adicionales seleccionados del grupo que consta de SEQ ID NO: 2-15. Cada posibilidad representa una
forma de realizacion separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende los loci establecidos como SEQ
ID NO: 1y 5, y ademas comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o trece loci de
restriccion adicionales seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 25 12, SEQ ID NO:
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13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15. Cada posibilidad representa un componente separado de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende los loci establecidos como SEQ
ID NO: 1, 5y 7, y ademas comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce loci de
restriccion adicionales seleccionados del grupo que consta de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ
ID NO: 15. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende los loci establecidos como SEQ
ID NO: 1, 5, 7y 11, y ademas comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez u once loci de
restriccion adicionales seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15.
Cada posibilidad representa una forma de realizacién separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion comprende los loci de restriccion
establecidos en SEQ ID NO: 1-15. En algunas formas de realizacion, la pluralidad de loci de restriccion consiste en los
loci de restriccion establecidos en SEQ ID NO: 1-15. En algunas formas de realizacion, el método comprende amplificar
una pluralidad de loci de restriccion como se establece en SEQ ID NO: 1-15.

Como se usa en el presente documento, "amplificacion” se refiere a un aumento en el nimero de copias de uno
0 mas acidos nucleicos diana particulares de interés. La amplificacidon generalmente se realiza mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en presencia de una mezcla de reaccion de PCR que puede incluir un tampon adecuado
complementado con la plantilla de ADN, polimerasa (generalmente Taq polimerasa), dNTP, cebadores y sondas (segun
corresponda), segun corresponda. conocido en el arte.

El término "polinucledtido”, como se usa en el presente documento, incluye formas poliméricas de nucleétidos
de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, o andlogos de los mismos. El término
"oligonucledtido" también se usa aqui para incluir una forma polimérica de nucleotidos, tipicamente de hasta 100 bases
de longitud.

Un "producto de amplificaciéon" se refiere colectivamente a moléculas de acido nucleico de una secuencia diana
particular que se generan y acumulan en una reaccion de amplificacién. EIl término generalmente se refiere a moléculas
de acido nucleico generadas por PCR utilizando un conjunto determinado de cebadores de amplificacion.

Como se usa aqui, un "cebador" define un oligonucleotido que es capaz de aparearse (hibridarse con) una
secuencia objetivo, creando asi una region de doble cadena que puede servir como punto de iniciacion para la sintesis
de ADN en condiciones adecuadas. La terminologia "par de cebadores" se refiere aqui a un par de oligonucleétidos que
se seleccionan para usarse juntos en la amplificacién de una secuencia de acido nucleico seleccionada mediante uno de
los tipos de procesos de amplificacidn, preferiblemente PCR. Como se conoce comiunmente en la técnica, los cebadores
pueden disefiarse para unirse a una secuencia complementaria en condiciones seleccionadas.

Los cebadores pueden tener cualquier longitud adecuada, segun el formato de ensayo particular y las
necesidades particulares. En algunas formas de realizacidn, los cebadores pueden incluir al menos 15 nucledtidos de
longitud, preferiblemente entre 19 y 25 nucleétidos de longitud. Los cebadores pueden adaptarse para que sean
especialmente adecuados para un sistema de amplificacidn de acidos nucleicos elegido. Como se sabe comunmente en
la técnica, los cebadores de oligonucleodtidos pueden disefiarse teniendo en cuenta el punto de fusion de hibridacion de
los mismos con su secuencia diana (Sambrook et al, ibid).

En algunas formas de realizacion, los loci de restriccion y control pueden amplificarse a partir de la misma
muestra de ADN (la muestra digerida) utilizando pares de cebadores inversos y directos disefiados como se sabe en la
técnica para amplificar especificamente cada locus. En algunas formas de realizacion, los cebadores pueden disefarse
para amplificar un locus junto con sus secuencias flanqueantes 5'y 3'.

En algunas formas de realizacion, las secuencias flanqueantes en 5' pueden incluir entre 1y 60 bases. En formas
de realizacién adicionales, las secuencias flanqueantes en 5' tienen entre 10 y 50 bases. Por ejemplo, las secuencias
flanqueantes 5' pueden incluir 10 bases, 15 bases, 20 bases, 25 bases, 30 bases, 35 bases, 40 bases, 45 bases 0 50
bases inmediatamente aguas arriba del locus. Cada posibilidad representa una forma de realizacién separada de la
presente invencion.

En algunas formas de realizacion, las secuencias flanqueantes en 3' pueden incluir entre 1 y 90 bases. En
algunas formas de realizacion, las secuencias flanqueantes en 3' pueden incluir entre 5 y 80 bases. En algunas formas
de realizacidn, las secuencias flanqueantes 3' pueden incluir 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,41,42,43,44 45,46 47,48, 49,50, 51,52, 53,54, 55,56,
57,58, 59,60, 61,62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 bases inmediatamente aguas
abajo del locus. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente invencion.
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En algunas formas de realizacion, los cebadores pueden disefiarse para generar productos de amplificacién de
entre 75 y 225 bases de longitud.

En algunas formas de realizacion, el método implica la amplificacién simultdnea de mas de una secuencia diana
(al menos un locus de restriccion y un locus de control) en la misma mezcla de reacciones, un proceso conocido como
amplificacion multiplex o coamplificaciéon. Este proceso requiere el uso simultaneo de multiples pares de cebadores. Como
se sabe en la técnica, los cebadores pueden disefiarse de modo que puedan funcionar a la misma temperatura de
hibridacion durante la amplificaciéon. En algunas formas de realizacion, los cebadores con temperatura de fusion similar
(Tm) se utilizan en el método descrito en este documento. Una variacion de Tm de entre unos 3°-5°C se considera
aceptable para los cebadores utilizados en una agrupacion.

En algunas formas de realizacion, todos los loci de restriccion y control pueden amplificarse en una sola mezcla
de reaccién. En otras formas de realizacion, por ejemplo, debido a la limitacion técnica de una maquina en particular, la
muestra de ADN digerida se puede dividir en varias. alicuotas, cada una de las cuales se complementa con pares de
cebadores para la amplificacién de uno o mas loci de restriccion y el locus de control. Por lo tanto, incluso si una muestra
de ADN se divide en varias alicuotas, el locus de control se amplifica en cada alicuota, y se realiza el célculo de las
relaciones de sefal para el locus de control y un locus de restriccion que se amplifican juntos, es decir, a partirde la misma
alicuota.

En algunas formas de realizacion, el método puede usar constructos de control que comprenden secuencias de
ADN no humanas en la(s) etapa(s) de digestion y amplificacién. En algunas formas de realizacién, los constructos de
control comprenden secuencias de ADN artificiales (sintéticas). Los constructos de control pueden usarse para controlar
los procesos de digestion y amplificacion, por ejemplo, monitorizando la eficacia y calidad de los pasos de digestion y
amplificaciéon. En algunas formas de realizacién, los constructos de control y la muestra de ADN son digeridas por al
menos una enzima de restriccion sensible a la metilacidn, al mismo tiempo, y opcionalmente, dentro del mismo recipiente
(por ejemplo, tubo de ensayo, vial y similares). En algunas formas de realizacién, el método puede incluir el paso de
someter los constructos de control a digestion con al menos una enzima de restriccidon sensible a la metilacidn, junto con
la muestra de ADN. En algunas formas de realizacién, el método puede incluir agregar los constructos de control a la
muestra de ADN y someter ambas a digestién con al menos una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

En algunas formas de realizacidn, se puede usar una endonucleasa de restriccion sensible a la metilacién en el
paso de digestion, junto con una 0 mas de las siguientes constructos de control: una primera constructo de control que
comprende una secuencia de ADN desprovista de una secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion
sensible a la metilacidn, y una segunda constructo de control que comprende una secuencia de ADN que contiene una
secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacién y que estd completamente
desmetilada, de modo que la primera constructo de control permanece intacta, mientras que la segunda constructo de
control se digiere por completo, o al menos parcialmente. En los pasos de amplificacion subsiguientes, se pueden agregar
cebadores (y opcionalmente sondas) que son especificos para los constructos de control. Deteccidon de amplificacion
adecuada para el primer constructo concomitante con una amplificacion suficientemente baja para el segundo constructo
es indicativo de una digestion adecuada del ADN.

En algunas formas de realizacion, la deteccidn de una amplificacion adecuada para el primer constructo
concomitante con una amplificaciéon suficientemente baja para el segundo constructo puede incluir la deteccién de una
diferencia de al menos 5 ciclos entre los ciclos de cuantificacidén (Cq) del primero y el segundo constructo de control en
PCR en tiempo real. En algunas formas de realizacion, la diferencia puede ser de al menos 6 ciclos, al menos 7 ciclos o
al menos 8 ciclos. Cada posibilidad representa una forma de realizacién separada de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion, los constructos de control primera y segunda pueden incluir SEQ ID NO: 17 y
18, respectivamente. En algunas formas de realizacion, los cebadores y las sondas para amplificar y detectar el primer
constructo de control pueden incluir SEQ ID NO: 19 (directo), SEQ ID NO: 20 (inverso) y SEQ ID NO: 21 (sonda). En
alguna forma de realizacion, los cebadores y sondas para amplificar y detectar el segundo constructo de control pueden
incluir SEQ ID NO: 22 (directo), SEQ ID NO: 23 (inverso) y SEQ ID NO: 24 (sonda).

En algunas formas de realizacion, la amplificacion de los loci gendmicos puede llevarse a cabo mediante PCR
en tiempo real (RT-PCR), también conocida como PCR cuantitativa (QPCR), en la que se realizan simultaneamente la
amplificacion y la deteccion de los productos de amplificacion.

En algunas formas de realizacion, la deteccion de los productos de amplificacion en RT-PCR se puede lograr
utilizando sondas de polinucleétidos, tipicamente sondas de polinucledtidos marcadas con fluorescencia.

Como se usa en el presente documento, "sondas de polinucleétidos" o "sondas de oligonucledtidos" son
intercambiables y se refieren a polinucledtidos marcados que son complementarios a subsecuencias especificas dentro
de las secuencias de acidos nucleicos de loci de interés, por ejemplo, dentro de la secuencia de un locus de restriccion o
un locus de control. En algunas formas de realizacion, la deteccidn se logra mediante el uso de ensayos TagMan basados
en moléculas indicadoras y extintoras combinadas (Roche Molecular Systems Inc.). En dichos ensayos, las sondas de
polinucleotidos tienen un resto fluorescente (fluordéforo) unido a su extremo 5'y un extintor unido al extremo 3'. Durante la
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amplificacion por PCR, las sondas de polinucleétidos se hibridan selectivamente con sus secuencias diana en la plantilla
y, a medida que la polimerasa replica la plantilla, también escinde las sondas de polinucleétidos debido a la actividad de
la nucleasa 5' de la polimerasa. Cuando las sondas de polinucledtidos estan intactas, la estrecha proximidad entre el
extintor y el resto fluorescente normalmente da como resultado un bajo nivel de fluorescencia de fondo. Cuando se
escinden las sondas de polinucleétidos, el inhibidor se desacopla del resto fluorescente, dando como resultado un
aumento de la intensidad de la fluorescencia. La sefial fluorescente se correlaciona con la cantidad de productos de
amplificacion, es decir, la sefial aumenta a medida que se acumulan los productos de amplificacion.

Tal como se usa en el presente documento, "hibridar selectivamente con" (asi como "hibridaciéon selectiva",
"hibridar especificamente con" e "hibridacidn especifica") se refieren a la union, duplicacién o hibridacion de una molécula
de acido nucleico (como un cebador ora sonda) preferentemente a una secuencia de nucleodtidos complementaria
particular en condiciones estrictas. El término "condiciones estrictas" se refiere a las condiciones en las que una molécula
de acido nucleico se hibridara preferentemente con su secuencia diana y, en menor medida, o no lo hara en absoluto, con
otras 10 secuencias no diana. Una "hibridacion rigurosa" en el contexto de |la hibridacion de acidos nucleicos depende de
la secuencia y difiere en diferentes condiciones, como se conoce en la técnica.

Las sondas de polinucleotidos pueden variar en longitud. En algunas formas de realizacion, las sondas de
polinucleédtidos pueden incluir entre 15 y 30 bases. En formas de realizacion adicionales, las sondas de polinucleédtidos
pueden incluir entre 25 y 30 bases. En algunas formas de realizacion, las sondas de polinucleotidos pueden incluir entre
20y 30 bases, por ejemplo, 20 bases, 21 bases, 22 bases, 23 bases, 24 bases, 25 bases, 26 bases, 27 bases, 28 bases,
29 bases, 30 bases. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente invencion.

Las sondas de polinucledtidos pueden disefiarse para unirse a cualquiera de las cadenas de la plantilla. Las
consideraciones adicionales incluyen la Tm de las sondas de polinucleétidos, que preferiblemente debe ser compatible
con la de los cebadores. Puede usarse software informatico para disefiar los cebadores y las sondas.

Como se indicé anteriormente, los métodos descritos en el presente documento pueden implicar la amplificacién
simultanea de mas de una secuencia diana (al menos un locus de restriccion y un locus de control) en la misma mezcla
de reaccidn. Para distinguir entre multiples secuencias diana que se amplifican en paralelo, se pueden usar sondas de
polinucledtidos marcadas con distintos colores fluorescentes.

En algunas formas de realizacion, las sondas de polinucleétidos forman pares de fluoroforo/apagador como se
conoce en la técnica e incluyen, por ejemplo, FAM-TAMRA, FAM-BHQ1, Yakima 30 Yellow-BHQ1, ATTO550-BHQ2 y
ROX-BHQ2.

En algunas formas de realizacion, las combinaciones de colorantes pueden ser compatibles con el termociclador
de RT-PCR de eleccion.

En algunas formas de realizacion, la fluorescencia puede controlarse durante cada ciclo de PCR, lo que
proporciona un grafico de amplificacion que muestra el cambio de las sefales fluorescentes de las sondas en funcion del
nuamero de ciclo.

En el contexto de RT-PCR, se utiliza la siguiente terminologia:

"Ciclo de cuantificacién" ("Cq") se refiere al numero de ciclo en el que la fluorescencia aumenta por encima de
un umbral, establecido automaticamente por software 0 manualmente por el usuario. En algunas formas de
realizacion, el umbral puede ser constante para todos los loci y puede establecerse de antemano, antes de llevar
a cabo la amplificacion y deteccion. En otras formas de realizacion, el umbral se puede definir por separado para
cada locus después de la ejecucion, en funciéon del nivel maximo de fluorescencia detectado para este locus
durante los ciclos de amplificacion.

"Umbral" se refiere a un valor de fluorescencia utilizado para la determinacion de Cqg. En algunas formas de
realizacion, el valor umbral puede ser un valor por encima de la fluorescencia de referencia y/o por encima del
ruido de fondo y dentro de la fase de crecimiento exponencial de la grafica de amplificacion.

"Linea de base" se refiere a los ciclos iniciales de PCR donde hay poco o ningin cambio en la fluorescencia.

Se puede usar software de computadora para analizar graficos de amplificacidén y determinar la linea de base, el
umbral y Cq.

Después de la digestion con al menos una enzima de restriccidon sensible a la metilacion, se amplifican con gran
eficacia loci en los que se metila el dinucleétido CG en el sitio de reconocimiento de la enzima, porque las moléculas de
ADN estan protegidas de la digestion. El resultado son valores de Cq relativamente bajos porque los productos de
amplificacion detectables se muestran después de un namero relativamente pequefio (bajo) de ciclos de amplificacion.
Por el contrario, los loci en los que el dinucledtido CG en el sitio de reconocimiento de la enzima no estd metilado se
cortan mas extensamente durante el paso de digestion y, por lo tanto, dan como resultado valores de Cq mas altos en el
paso de amplificacion y cuantificacion (es decir, muestran productos de amplificacion detectables después de un niumero
relativamente alto de ciclos de amplificacién).
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En formas de realizacion alternativas, la amplificacion y la deteccion de productos de amplificacion pueden
llevarse a cabo mediante PCR convencional utilizando cebadores marcados con fluorescencia seguido de electroforesis
capilar de productos de amplificacién. En algunas formas de realizacién, después de la amplificacién, los productos de
amplificacion se separan mediante electroforesis capilar y se cuantifican las sefiales fluorescentes. En algunas formas de
realizacién, un electroferograma que traza el cambio en las sefales fluorescentes en funciéon del tamafo (pb) o el tiempo
desde la inyeccion pueden ser generados, donde cada pico en el electroferograma corresponde al producto de
amplificacion de un solo locus. La altura del pico (proporcionada, por ejemplo, utilizando "unidades fluorescentes relativas",
rFU) puede representar la intensidad de la sefial del locus amplificado. Puede usarse software informatico para detectar
picos y calcular las intensidades de fluorescencia (altura del pico) de un conjunto de loci cuyos productos de amplificaciéon
se corrieron en la maquina de electroforesis capilar, y posteriormente las relaciones entre las intensidades de sefal.

Para las muestras de ADN digeridas con una enzima de restriccion sensible a la metilacion, por ejemplo, Hhal o
HinPIl, los loci en los que el dinucledtido CG en el sitio de reconocimiento de la enzima estd metilado producen una sefal
relativamente fuerte (pico mas alto) en el electroferograma. Por el contrario, los loci en los que el dinucleétido CG en el
sitio de reconocimiento de la enzima no estd metilado producen una sefal relativamente débil (pico inferior) en el
electroferograma.

En algunas formas de realizacion, las etiquetas fluorescentes de los cebadores incluyen cualquiera de
fluoresceina, FAM, lisamina, ficoeritrina, rodamina, Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, FluorX, JOE, HEX, NED, VIC y
ROX.

Proporcion de sefal

El término "proporcion" o "proporcidn de sefal" tal como se usa en el presente documento se refiere a la
proporcién entre las intensidades de las sefales obtenidas de la coamplificacion de un par de loci gendmicos en una sola
muestra de ADN (en la misma mezcla de reaccidn), particularmente coamplificacion de un locus de restricciéon y un locus
de control.

Como se usa en el presente documento, una "relacién SEQ ID NO: X" se refiere a la relacion entre la intensidad
de la sefal del locus establecido en la SEQ ID NO: X y la intensidad de la sefial de un locus de control, después de la
coamplificacion de este par de loci en una muestra de ADN digerida con una enzima de restriccion como se detalla en
este documento.

El término "intensidad de la sefial", como se usa en el presente documento, se refiere a una medida que refleja
la cantidad de productos de amplificacion especificos del locus correspondientes a la cantidad inicial de copias intactas
del locus. Sin embargo, la intensidad de la sefial puede no indicar cantidades reales de productos de amplificacion/loci
intactos y puede no implicar el calculo de cantidades absolutas de productos de amplificacion/loci intactos. Por lo tanto,
para calcular las proporciones de las sefales de amplicdn, puede que no se necesite una curva estandar o ADN de
referencia, ya que no es necesario calcular las concentraciones reales de ADN o el nivel de metilacion del ADN per se.

En algunas formas de realizacion ejemplares, la amplificacidén y deteccion de productos de amplificacion se llevan
a cabo mediante RT-PCR donde la intensidad de la sefial de un locus especifico puede ser representada por el Cq

calculado para este locus. La relacidn de sefial en este caso puede ser representada por el siguiente calculo: 209 de focus
de control — Cq de locus de restriccién).

En formas de realizacion ejemplares adicionales, la deteccidon de productos de amplificaciéon se lleva a cabo
mediante electroforesis capilaren la que la intensidad de la sefial de un locus especifico es el nimero de unidades relativas
de fluorescencia (rfus) de su pico correspondiente. La relaciéon de sefial se puede calcular dividiendo las alturas de los
picos de cada locus de restriccidon por la altura del pico de un locus de control.

Segun la invencion, calcular una relacion entre las intensidades de sefial de los productos de amplificacion de un
locus de restriccion y un locus de control en una muestra de ADN comprende: (i) determinar la intensidad de sefal del
producto de amplificacion del locus de restriccion; (i) determinar la intensidad de la sefial del producto de amplificaciéon
del locus de control; y (iii) calcular una relacién entre las dos intensidades de sefal.

En algunas formas de realizacién, calcular una relacion entre las intensidades de sefial de los productos de
amplificacion de un locus de restriccion y un locus de control en la muestra de ADN comprende determinar el Cq para
cada locus y calcular la diferencia entre el Cq del locus de control y el Cq de el lugar de restriccidén. En algunas formas de
realizacion, el calculo comprende ademas aplicar la siguiente férmula: 2*(Cq del locus de control - Cq del locus de
restriccion).

En algunas formas de realizacion, calcular una relacion de sefial puede ser calcular una relacion entre el locus
de restriccion establecido en SEQ ID NO: 1 y un locus de control.

En algunas formas de realizacién, una pluralidad de loci entre los lugares establecidos en SEQ ID NO: 1-15 se
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amplifican en el que el método comprende calcular las proporciones entre cada uno de los loci establecidos en SEQ ID
NO: 1-15 y un locus de control, por ejemplo, entre el locus establecido en SEQ ID NO: 1 y el locus de control, entre el
locus establecido en SEQ ID NO: 2 y el locus de control, etc.

En algunas formas de realizacion, el software de ordenador puede ser utilizado para calcular una relacién entre
las intensidades de sefal de los productos de amplificacion.

Relacidn de referencia

Los términos “relacién de referencia”, “relacion de sefial de referencia” se usan indistintamente y se refieren a
una relacién de intensidad de sefial determinada en el ADN de una fuente conocida. Una relacion de referencia para un
par dado de loci de restriccidén y control puede representarse de varias formas. En algunas formas de realizacién, la
relacién de referencia para un par dado de loci puede ser una relacion Unica. En algunas formas de realizacion, la relacion
de referencia para un par dado de loci puede ser un valor estadistico, tal como el valor medio de un gran conjunto de
relaciones de referencia, obtenido de un gran conjunto de muestras de ADN de una fuente conocida, por ejemplo, el valor
medio determinado en un gran grupo de pacientes con cancer o un valor medio determinado en un gran grupo de
individuos sanos.

En otras formas de realizacion, la proporcién de referencia para un par dado de loci puede ser una pluralidad de
proporciones, tal como una distribucién de proporciones determinada para este par de loci en un gran conjunto de
muestras de ADN de una fuente conocida. La relacion de referencia puede ser una escala de referencia.

Una escala de referencia para un par dado de loci puede incluir proporciones de sefiales medidas para este par
de loci en una pluralidad de muestras de ADN de la misma fuente de referencia. Por ejemplo, una escala de referencia
de pacientes con cancer de vejiga de referencia 0 una escala de referencia de individuos sanos de referencia. En otras
formas de realizacion, una escala de referencia para un par dado de loci puede incluir proporciones de sefiales tanto de
individuos sanos como enfermos, es decir, una unica escala que combina proporciones de referencia de ambas fuentes.
Por lo general, cuando se utiliza una sola escala, los valores se distribuyen de manera que los valores de las personas
sanas se encuentran en un extremo de la escala, por ejemplo, por debajo de un limite, mientras que los valores de los
pacientes con cancer se encuentran en el otro extremo de la escala, por ejemplo, por encima del corte. En algunas formas
de realizacion, una relacion de sefal calculada para una muestra de ADN analizada de una fuente desconocida puede
compararse con la escala de referencia de relaciones de referencia de personas sanas y con cancer, y la puntuacion de
probabilidad puede ser una puntuacién asignada a la relacion de sefial calculada en funcién de su posicion dentro de la
escala. Cuanto mayor sea la relacion de sefial calculada, mayor sera la puntuacion que se le asigne y, en consecuencia,
la probabilidad con respecto al cancer de vejiga puede ser alta.

Los términos "proporcién de referencia de cancer de vejiga" o "proporcion de referencia en ADN de cancer de
vejiga" se refieren indistintamente a la proporcion de intensidad de sefial medida entre un locus de restriccién dado y un
locus de control dado en ADN de muestras de orina de pacientes con cancer de vejiga. La relacidén de referencia del
cancer de vejiga representa la relacion de intensidad de la sefial en el ADN del cancer de vejiga, es decir, el ADN de un
tejido de vejiga canceroso. La relacion de referencia de cancer de vejiga puede ser una relacion unica, un valor estadistico
0 una pluralidad de relaciones (p. €j., distribucion), como se detalla anteriormente.

Los términos "proporcion de referencia sana", "proporcion de referencia normal" o “proporcion de referencia en
ADN sano" se refieren indistintamente a la relaciéon de intensidad de la sefial medida entre un locus de restriccion dado y
un locus de control dado en muestras de orina de individuos normales. Un individuo "sano" o "normal" se define aqui como
un individuo sin enfermedades de la vejiga o sintomas detectables, enfermedades asociadas a la vejiga, incluido el cancer
de vejiga, determinadas por métodos de diagnostico convencionales. La relacidén de referencia saludable representa la
relacion de intensidad de la sefial en el ADN de la vejiga normal, es decir, el ADN de un tejido de la vejiga normal no
canceroso. La relacion de referencia saludable puede ser una relacion Unica, un valor estadistico o una pluralidad de
relaciones (p. ej., distribucién), como se detalla anteriormente.

En algunas formas de realizacién, el método descrito en el presente documento comprende la determinacion
previa de proporciones de referencia a partir de ADN de vejiga cancerosa. En algunas formas de realizacion, el método
de la presente invencién comprende la determinacion previa de proporciones de referencia a partir de ADN de vejiga
normal.

Como se indico anteriormente, una relacion de sefial puede determinarse mediante varios métodos, incluida, por
ejemplo, la medicion de picos después de la electroforesis capilar o el célculo de Cq después de la RT-PCR. Debe
entenderse que las proporciones de referencia y las proporciones medidas para una muestra analizada de una fuente
desconocida para determinar el cancer de vejiga se obtienen usando el método descrito en este documento.

Determinacidn del cancer de vejiga

En algunas formas de realizacion, el método descrito en el presente documento se basa en la evaluacién de las
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proporciones de sefales calculadas para el ADN de una muestra de orina de una fuente desconocida en comparacion
con las proporciones de referencia para identificar el cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, las relaciones de sefial calculadas indican que el ADN es ADN de cancer de
vejiga.

Una persona experta en la técnica apreciaria que la comparacion de las relaciones de sefial calculadas para una
muestra analizada con las relaciones de sefal de referencia correspondientes se puede realizar de varias formas,
utilizando diversos medios estadisticos.

En algunas formas de realizacion, comparar una relaciéon de sefial de prueba calculada para un par dado de loci
con una relacion de sefal de referencia comprende comparar la relacion de sefal de prueba con un unico valor de
referencia. El valor de referencia Unico puede corresponder a un valor medio obtenido para relaciones de sefal de
referencia de una gran poblacién de pacientes con cancer o individuos sanos. En otras formas de realizaciéon, comparar
una relacion de sefal de prueba calculada para un par dado de loci con una relacion de sefial de referencia comprende
comparar la relacion de sefal de prueba con una distribucion, o escala, de una pluralidad de relaciones de sefal de
referencia.

Pueden emplearse medios estadisticos conocidos para determinar si la relacion de sefial calculada entre un
locus de restriccion dado y un locus de control corresponde a la relacion de referencia de cancer de vejiga o a la relacién
de referencia normal. En algunas formas de realizacion, la deteccién de aproximacion de clase de una relacion calculada
a la relacion de referencia de cancer de vejiga identifica a un sujeto como un sujeto que tiene cancer de vejiga. Por el
contrario, en algunas formas de realizacion, la deteccidon de una aproximacion de clase de una relaciéon calculada a la
relacion de referencia normal identifica a un sujeto como un sujeto que no tiene cancer de vejiga.

El método puede comprender comparar una relacién de sefial calculada con su relacion de referencia de cancer
de vejiga correspondiente (es decir, con una relacion de sefial determinada para el mismo par de loci en el cancer de
vejiga) para obtener una puntuacion de probabilidad que refleje la probabilidad de que la relacidén de sefal calculada sea
una proporcion de cancer de vejiga. Cuanto mejor se aproxime la relacion de sefal calculada a la relacidn de referencia,
mayor sera la puntuacion de probabilidad y, en consecuencia, la probabilidad de que la relacion de sefial calculada sea
una relacién de cancer de vejiga. La puntuaciéon de probabilidad puede basarse en la posicion relativa de la relacién de
sefial calculada dentro de la distribucion de las relaciones de referencia del cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, el método comprende comparar una pluralidad de proporciones de sefales,
calculadas para una pluralidad de loci de restriccion con respecto a un locus de control, con sus correspondientes
proporciones de referencia de cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, un patrén de proporciones de sefales puede analizarse utilizando medios
estadisticos y un algoritmo informatico para determinar si representa un patron de cancer de vejiga o0 un patréon sano
normal. Los algoritmos ejemplares se describen, por ejemplo, en el documento WO 2011/070441, asignado al solicitante
de la presente invenciéon. Los algoritmos pueden incluir, entre otros, algoritmos de aprendizaje automatico y
reconocimiento de patrones.

En algunas formas de realizacion de ejemplo, cada relacion calculada (para cada par de restriccion y locus de
control) puede ser comparada contra una escala de relacion de referencia generadas para este par desde un gran conjunto
de muestras de orina de pacientes con cancer y de personas que no padecen cancer. La escala puede representar
relaciones de sefial calculadas entre el par de locus de restriccion y locus de control en un gran numero de muestras de
pacientes con cancer e individuos normales. La escala puede presentar un valor umbral, también denominado en adelante
‘corte 0 'umbral predefinido', por encima del cual se encuentran relaciones de referencia correspondientes a cancer de
vejiga y por debajo se encuentran relaciones de referencia correspondientes a individuos sanos, o viceversa.

En algunas formas de realizacion, las proporciones mas bajas, en la parte inferior de la escala y/o por debajo de
un limite, pueden provenir de muestras de individuos normales (sanos, es decir, que no padecen cancer de vejiga),
mientras que las proporciones mas altas en la parte superior de la escala escala y/o por encima de un limite
predeterminado, puede ser de los pacientes con cancer. Para cada relacidn (entre cada locus de restriccion y el locus de
control), se puede dar una puntuacién basada en su posicion relativa en la escala, y las puntuaciones individuales para
cada locus se combinan para dar una puntuacién unica. Las puntuaciones individuales pueden sumarse para dar una sola
puntuacién. Las puntuaciones individuales se pueden promediar para dar una puntuacion unica. La puntuaciéon unica
puede usarse para determinar si el sujeto tiene cancer, donde una puntuacion por encima de un umbral predefinido es
indicativa de cancer de vejiga.

Una puntuacion puede ser un numero entre 0 y 100 que refleja la probabilidad de que la relacion de sefal
calculada sea una relacion de cancer de vejiga, siendo 0 la probabilidad mas baja y siendo 100 la probabilidad mas alta.
Puede determinarse una puntuacién de umbral, en la que una puntuacién igual o superior es indicativa de cancer de
vejiga. El umbral puede ser, por ejemplo, 40, 50, 60 o0 70.
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Para cada proporcion calculada (entre cada locus de restriccion y el locus de control), la probabilidad de que
represente ADN de cancer de vejiga puede determinarse en funcidén de la comparacion con la proporcion de referencia
de cancer de vejiga correspondiente y la relacion de referencia normal, y se puede asignar una puntuacion (puntuacion
de probabilidad). En consecuencia, los valores de probabilidad individuales calculados para cada relacion (para cada
locus) se combinan (por ejemplo, se suman o se promedian) para dar una puntuacion combinada. La puntuacién
combinada puede usarse para determinar si el sujeto tiene cancer, donde una puntuacién combinada por encima de un
umbral predefinido es indicativa de cancer de vejiga.

Por tanto, en algunas formas de realizacion, se determina una puntuacion de umbral, o de corte, por encima (o
por debajo) de la cual se identifica que el sujeto tiene cancer de vejiga. La puntuacion umbral diferencia la poblacion de
sujetos sanos de la poblacion de sujetos no sanos.

En algunas formas de realizacién, el método de la presente invencidon comprende proporcionar una puntuacion
de umbral.

En algunas formas de realizacién, la determinacion de la puntuacion umbral incluye la medicion de proporciones
de sefales en una gran poblacion de sujetos que estan sanos o tienen cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, los valores de umbral son valores estadisticamente significativos. La
importancia estadistica a menudo se determina comparando dos 0 mas poblaciones y determinando un intervalo de
confianza (IC) y/o un valor p. En algunas formas de realizacién, los valores estadisticamente significativos se refieren a
intervalos de confianza (IC) de aproximadamente 90 %, 95 %, 97,5 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % y 99,99 %, mientras
que los valores p preferidos son inferiores a aproximadamente 0,1, 0,05, 0,025, 0,02, 0,01, 0,005, 0,001 o menos de
0,0001. Cada posibilidad representa una forma de realizacion separada de la presente invencion. Segun algunas formas
de realizacién, el valor p de la puntuacién umbral es como maximo 0,05.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente", cuando se refiere a un valor medible,
pretende abarcar variaciones de +/-10 %, mas preferiblemente +/-5 %, incluso mas preferiblemente +/-1 %, y aun mas
preferiblemente +/-0,1% del valor especificado.

El método puede comprender ademas comparar la relacion de sefial calculada entre un locus de restriccion dado
y un locus de control con su correspondiente relacion de referencia de vejiga normal para obtener una puntuacion de
probabilidad, en el que detectar una puntuacion de probabilidad baja para dicha relacidn con respecto a la correspondiente
relacion de referencia saludable es indicativa que el sujeto tiene cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, la sensibilidad de los métodos descritos en el presente documento puede ser
de al menos aproximadamente el 75 %. En algunas formas de realizacion, la sensibilidad de los métodos puede ser de al
menos alrededor del 80%. En algunas formas de realizacion, la sensibilidad del método puede ser de al menos alrededor
del 85%. En algunas formas de realizacion, la sensibilidad de los métodos puede ser de al menos alrededor del 90%.

En algunas formas de realizacion, la "sensibilidad" de un ensayo de diagnostico como se usa en el presente
documento se refiere al porcentaje de individuos enfermos que dan positivo (porcentaje de "verdaderos positivos"). En
consecuencia, los individuos enfermos no detectados por el ensayo son "falsos negativos". Los sujetos que no estan
enfermos y que dan negativo en el ensayo se denominan "negativos verdaderos". La "especificidad" del ensayo de
diagnostico es uno (1) menos la tasa de falsos positivos, donde la tasa de "falsos positivos" se define como la proporcion
de personas sin la enfermedad que dan positivo. Si bien un método de diagndstico en particular puede no proporcionar
un diagnostico definitivo de una afeccién, es suficiente si el método brinda una indicacién positiva que ayuda en el
diagnostico.

En algunas formas de realizacion, la especificidad de los métodos descritos en el presente documento puede ser
de al menos aproximadamente el 65 %. En algunas formas de realizacion, la especificidad de los métodos puede ser de
al menos aproximadamente 70%. En algunas formas de realizacién, la especificidad del método puede ser de al menos
aproximadamente el 75 %. En algunas formas de realizacion, la especificidad de los métodos puede ser de al menos
aproximadamente el 80 %.

Tratamiento del cancer de vejiga

También se describen métodos para tratar el cancer de vejiga, que incluyen la identificacion de canceres de
vejiga segun el método de la presente invencion y la administracion a dicho sujeto de terapia contra el cancer.

Los métodos para tratar el cancer de vejiga pueden incluir uno 0 mas de: cirugia para extirpar el tumor, partes
de la vejiga o toda la vejiga en casos mas graves; terapia de radiacidon (externa o interna); quimioterapia (sistémica o
regional); e inmunoterapia, como se conoce en la técnica.
Kits
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También se describe un kit para la identificacidn de cancer de vejiga en un sujeto humano. El kit es para la
identificacion del cancer de vejiga segun el método de la presente invencién. El kit puede comprender al menos una
enzima de restriccion sensible a la metilacidn; pares de cebadores para la amplificacion de al menos un locus de restriccion
y al menos un locus de control; medios para detectar productos de amplificacion del al menos un locus de restriccion y al
menos un locus de control; y manual de instrucciones para llevar a cabo la identificacidén del cancer de vejiga. El manual
de instrucciones puede ser un manual de instrucciones electrénico.

El manual de instrucciones puede proporcionar indices de referencia de cancer de vejiga y, opcionalmente,
indices de referencia saludables.

El manual de instrucciones puede incluir instrucciones para realizar los pasos del método descritos
anteriormente.

El manual de instrucciones puede incluir instrucciones que indiquen la correlacion entre la(s) relacidén(es) de
sefial y la(s) relacion(es) de referencia de cancer de vejiga y, opcionalmente, con la(s) relacion(es) de referencia saludable.

El manual de instrucciones puede proporcionar instrucciones para calcular una puntuacion de marcador, es decir,
una puntuacién para un lugar de restriccion dado. En algunas formas de realizacion, el manual de instrucciones puede
proporcionar instrucciones para calcular una puntuacion total para una pluralidad de puntos de marcador. En algunas
formas de realizacion, el manual de instrucciones puede proporcionar una puntuacion umbral para determinar el cancer
de vejiga, por encima de la cual se identifica que un sujeto tiene cancer. En otras formas de realizacion, el manual de
instrucciones puede proporcionar una puntuacién umbral para determinar el cancer de vejiga, por debajo de la cual se
identifica que un sujeto tiene cancer.

El kit puede comprender una unica endonucleasa sensible a la metilacidén. En algunas formas de realizacion, la
endonucleasa sensible a la metilacion es Hhal.

El kit puede comprender una unica endonucleasa sensible a la metilacidén. En algunas formas de realizacion, la
endonucleasa sensible a la metilacion es HinPIl.

El kit puede comprender ademas un software de ordenador. El software de ordenador puede ser un software de
ordenador que calcule al menos una de las intensidades de sefal, las proporciones de sefial y los valores de marcador.

El kit puede comprender: Hhal; pares de cebadores complementarios a al menos un locus de restriccion y al
menos un locus de control como se describe en el presente documento; y sondas de polinucleédtidos fluorescentes
complementarias al al menos un locus de restriccion y al menos un locus de control.

El kit puede comprender: HinPll; pares de cebadores complementarios a al menos un locus de restriccion y al
menos un locus de control como se describe en el presente documento; y sondas de polinucleédtidos fluorescentes
complementarias al al menos un locus de restriccion y al menos un locus de control.

Los cebadores ejemplares para amplificar los loci de restriccion establecidos en SEQ ID NOs: 1-15 se establecen
en SEQ ID NOs: 25-155 de la siguiente manera (for=directo, rev=inverso):

Locus 1 for: SEQ ID NOs: 25-29; Locus 1 rev.: SEQ ID NOs: 30-35

Locus 2 for.
Locus 3 for.

Locus 4 for

Locus 5 for.

Locus 6 for

: SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:
.. SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:

rev.: SEQ ID NOs: 86-89

Locus 8 for.
Locus 9 for.
Locus 10 for.:
Locus 11 for.:
Locus 12 for.
Locus 13 for.:
Locus 14 for.
Locus 15 for.:

Los cebadores ejemplares para amplificar el locus de control expuestos en SEQ ID NO: 16 se exponen en SEQ
ID NOs: 156 - 167 como sigue:

: SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:

36-38; Locus 2 rev.:
43-51; Locus 3 rev.:

62-64; Locus 4 rev.

90-92; Locus 8 rev.:

96-99; Locus 9 rev.

SEQ ID NOs: 39-42
SEQ ID NOs: 52-61

. SEQ ID NOs: 65-67
68-70; Locus 5 rev.:
74-76; Locus 6 rev.:

SEQ ID NOs: 71-73
SEQ ID NOs: 77-79 Locus 7 for.: SEQ ID NOs: 80-85; Locus 7

SEQ ID NOs: 93-95

: SEQ ID NOs: 100-102

SEQ ID NOs
SEQ ID NOs

: SEQ ID NOs

SEQ ID NOs

: SEQ ID NOs

SEQ ID NOs

:103-106; Locus 10 rev.:
:113-116; Locus 11 rev.:
:121-125; Locus 12 rev.
:131-135; Locus 13 rev.:
1 141-145; Locus 14 rev.
1 152-153; Locus 15 rev.:

Control for; SEQ ID NOs: 156 - 161;
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SEQ ID NOs:
SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:
SEQ ID NOs:
: SEQ ID NOs:
SEQ ID NOs:

107-112
117-120
126-130
136-140
146-151

154-155.
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Control rev.: SEQ ID NOs: 162-167.

El kit puede comprender al menos uno de un primer constructo de control y un segundo constructo de control,
comprendiendo cada uno secuencias de ADN artificial/no humano como se describe anteriormente.

El kit puede comprender constructos de control primera y segunda como se describe anteriormente. El kit puede
comprender uno 0 mas recipientes llenos con al menos un par de cebadores de nucleédtidos. Cada par de cebadores de
nucleotidos incluidos en el kit puede incluir cebadores que son complementarios a las subsecuencias dentro de un locus
de restriccion seleccionado de los loci de restriccion establecidos en SEQ ID NOs: 1-15 o0 a las secuencias flanqueantes
de los mismos, en donde dicho par de cebadores de nucleétidos estad disefiado para amplificar selectivamente un
fragmento del genoma que incluye el lugar.

El kit puede comprender pares de cebadores para amplificar selectivamente la combinacion de loci descrita
anteriormente.

El kit puede comprender ademas pares de cebadores de nucledtidos para amplificar selectivamente los
constructos de control artificiales primera y segunda.

El kit puede incluir ademas sondas de oligonucledtidos para detectar productos de amplificacion de los loci
amplificados utilizando los cebadores del kit. Cada sonda de oligonucledtido puede ser complementaria a una
subsecuencia dentro de un locus y puede ser capaz de hibridarse con la misma. Las sondas de oligonucleédtidos pueden
estar marcadas con fluorescencia.

El kit puede incluirademas al menos un ingrediente adicional necesario para la digestion del ADN, la amplificacion
de loci y la deteccion de productos de amplificacion, como la ADN polimerasa y la mezcla de nucleétidos.

El kit puede incluir ademas tampones de reaccion adecuados para digestion y amplificacion, y un protocolo escrito
para realizar la identificacion del cancer de vejiga. El protocolo escrito puede comprender instrucciones para realizar
cualquiera de los pasos descritos en el presente documento, incluidos, entre otros, parametros de digestion de ADN,
parametros de ciclos de PCR, anadlisis de relacion de sefales y comparacién con relaciones de referencia.

Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente ciertas formas de realizacion de
la invencién. Sin embargo, de ninguna manera deben interpretarse como limitantes del amplio alcance de la invencion.
Un experto en la técnica puede idear faciimente muchas variaciones y modificaciones de los principios descritos en este
documento sin apartarse del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Loci gendmicos para la detecciéon de cancer de vejiga

Se identificaron quince (15) loci gendomicos humanos que tenian una metilacion aumentada en tejido con cancer
de vejiga en comparacion con tejido normal (Tabla 1 a continuacion, SEQ ID NOs: 1-15). Se descubrié que estos loci
permiten distinguir entre el ADN de pacientes con cancer de vejiga y el de individuos normales (no afectados por cancer
de vejiga).
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Tabla 1 - Loci gendmicos

SEQ ID NO. | Secuencia de acido nucleico Descripciéon*

1 TTETTAGGGGTCTOUGOGUTOTIGN Posicion 65676359 - 65676418 en el
TGOGUTGOTOOGAAGGADTGCTOOGA
GOCOCTGAA cromosoma 17, gen KCNJ2

2 TCCAGGCGCGCCGATCGUTCAAGCS Posicion 21958446 - 21958585 en el
CTCOAGGTOR ATTRODINGAGGHUA
GAGAAAGCGCGARDGOGRGHCCNG cromosoma 9, gen CDKN2A
CAGOOTTGCAAGAAGAAAADDAGT
GEYTATATAATGAGTCTCAGTOETTG
CTCACAA TGCCAGHCGC

3 GOUTGATACCAGAGAGGALCUGGA Posicion 336844 - 336903 en el cromosoma 6,
GOOTGAACCAGAGGTTCGACCTCCA
G GROAGCGUAG gen IRF4

4 GGGGUGLCAAATGCCCATGTGTIOA Posicion 33319507 - 33319636 en el
TRAAACCAGTOAGATOGGAACAGG )
CGGOGAUAAACCAGACAGAGGAAG cromosoma 21, gen Olig2
AGCTAGGCEAGGAGALCCCAGE 3
GATCCTGOGOTCGCCAGGETTT
CGCGCAT

5 TOPGARAAGTCTCCTOUTCGCTOTCY Posicion 166502151 - 166502220 en el
TATAAAAACAGOACTIGTIGUUGAG o L
GTOAGEGUG CGOATOGAGT cromosoma 6, region intergénica

6 x‘\'mf"(-*C(}CG{\-‘\‘?\-T{\’f’f"'~‘~{5'3"”~‘\‘3"f G Posicién 896902 - 897031 en el cromosoma 18,
GOCE \;\ \ f\{'h\( (."TG(“Y"R"'?'P ALOCT

: wwm‘“ gen ADCYAP1
hy CA

CCGC L\{;{y\) f(!( {7\ GATGLGL z'\(.. ALY
CHG

7 TGUTCTGCGUAGCOTGGAGOGUAAL Posicion 32747873 - 32748022 en el
QOGACTGROAGGCOOUTICTGRCRC
COOBEACTCRCTTCCATGTGACTTA cromosoma 5, gen NPR3

8 CGCGIAGAACTITOUGHTOGCGETT Posiciébn 27949195 - 27949264 en el
AGCRCCTCCTITGOCCAGACCOTICC o .
COLT RGO UGCGOOCAGA cromosoma 6, region intergénica

9 COGYAATCQUUGQIUTAACTCATOYY Posicion 27191603 - 27191672 en el
HOCTGGOHGGLICTCCOCHHCGEGOGE
GGAGAGGOTG GHOTGLGOT cromosoma 7, gen HOXAQ

10 COATHCAGAGQUCCCCOGTCGROALC | Posicion 170170302 - 170170361 en el

TGTCGOAGATTQAQCGUGLGCGETC
CLGGGATCTC

cromosoma 16, region intergénica
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(Continuacion)

SEQ ID NO. | Secuencia de acido nucleico Descripciéon*

11 CQOGUERUAGCCTTOCRTGOGCHRCA | Posicion 30797737 - 30797876 en el
GGUTCGGGTGCGTIGTTCOCGGAGGG
TGRATTGTGAAGAATCATUGUGGLG
TECTTCUTGCIGAGGLUCGUGHALAC
COTQACTHGUILCTCGGGTCIGC
AGGGAAATGTAGOAA

cromosoma 15, region intergénica

12 TEACCTTTAGGGGOTGTFACTCTOAG Posicién 7936767 -7936866 en el cromosoma
ACCAGOCCCAGCAGCACCLGGCRCA L o
TTTAUGTCOGATCTGACTOUTGUAL 1, region intergénica
GCACCGGCOTGACCGOGOTAGUGG

13 AGAACTICGTOGOUAGGTAAGCGCG | Posicion 170077565 - 170077634 en e
CAGHGUGUOGRAGTAAGGATGCGGL
AGTGRGGLUGACCCOGOTGUGE

cromosoma 1, gen DNM3:

14 CHPGUATGUGOTCACTALGGETTITTY Posicidn 1727592 - 1727661 en el
AGTTOGOGCCTTAATGTTTGTAACA 5 o PXDN
CTTITAGAGCGCTIGOTCT cromosoma <, gen

15 GUCCHGHAAGUGUGGGUTOAGAAA | Posicion 72919092  -72919231 en el

GLEGAGGTAGOTGGUGAGAGCHGTGA
GOGOCCTTCTOUTGACCCUGGGHAL
CEEGGACTACGAGTTOGUGUICCAAG
TCLCAGRATCCGCGLGUACUGHLETA
AGCTGUGUCTTTITGAAA

cromosoma 8, gen MSC

16 AGACTAACTTTICTCTTGTALCAGAAT | Posicion 121380854 - 121380913 en el
CATCAGGUTAAATTTTTGGCATTATY e -
FOAGTOOT cromosoma 7, regién intergénica

* La descripcidn se refiere a la posicion en el constructo gendmico hg18

Ejemplo 2 - Prueba del panel de loci genémicos

Se obtuvieron muestras de orina de 69 pacientes con cancer de vejiga y 40 sujetos sanos, no afectados por
cancer de vejiga. La poblacidn de pacientes con cancer de vejiga estaba compuesta por 55 hombres y 14 mujeres, con
edades comprendidas entre 41 y 92 afios (media 72). Los 69 canceres 5 eran TCC (carcinoma de células de transicion)
con etapas distribuidas: Ta (carcinoma papilar no invasivo) - 42 pacientes, Tl - 10 pacientes, T2 - 10 pacientes, CIS
(carcinoma in situ) - 8 pacientes. La poblacidon sana estaba compuesta por 33 hombres y 7 mujeres, con edades
comprendidas entre 55 y 88 afios (media 70). El ADN se extrajo de todas las muestras de orina con el mini kit de sangre
QlAamp (QIAGEN, Hilden, Alemania).

El ADN de cada muestra se procesé como se describe en la Figura 2. En resumen, el ADN extraido de cada
muestra se sometié a digestion con la metilacidon endonucleasa de restriccion sensible (Hhal o HinPll). La reaccion de
digestion (volumen total 120 microlitros) incluyo todo el ADN extraido (no cuantificado) y Hhal o HinPIl en un tampén de
digestion. La digestion se llevd a cabo a 37°C durante 2 horas.

A continuacion, se llevd a cabo una PCR cuantitativa en tiempo real (RT) en las muestras de ADN digeridas para
amplificar en cada muestra de ADN los 15 loci de restriccidon detallados en la Tabla 1 anterior y un locus de control como
se establece en SEQ ID NO: 16 (ver Tabla 1). El locus de control es un locus que no contiene una secuencia de
reconocimiento de Hhal o HinPIl y permanece intacto cuando una muestra de ADN se digiere con la enzima de restriccion
independientemente de su estado de metilacion. Este locus de control, también denominado interno! locus de referencia,
tiene un patron de amplificacion que después de la digestion con Hhal o con HinPll no se ve afectado por la metilacion.

En particular, cada muestra de ADN digerido se dividié en ocho (8) alicuotas que contenian 10 microlitros del
ADN digerido. Se complementaron siete alicuotas con 25 pares de cebadores para la amplificacion de dos loci de
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restriccion de los quince y el locus de control (el locus de control debe amplificarse en cada alicuota). La octava alicuota
se complementd con un par de cebadores para la amplificacion de un locus de restriccidn restante y el locus de control.
Se amplificaron amplicones de entre 75 y 225 bases, cada uno de los cuales contenia uno de los 16 loci junto con
secuencias flanqueantes 5'y 3' de 5-80 bases.

Cada reaccién de amplificacion (volumen total de 25 microlitros) contenia ademas dNTP y untampén de reaccion.
Para permitir la deteccion de productos de amplificacidon durante la amplificacién, se agregaron a la reaccion sondas de
polinucleédtidos marcadas con fluorescencia (una para cada locus). Se usaron las siguientes etiquetas fluorescentes: FAM,
JOE, ROX y CY5. Se realizaron reacciones de RT-PCR en un instrumento ABI 7500 FastDx con el siguiente programa de
PCR: activacion inicial de la enzima a 95°C durante 10 minutos seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C seguido de
1 minuto a 60° C.

Después de la RT-PCR, se analizaron graficos de PCR cuantitativos que mostraban el cambio de las sefales
fluorescentes de las sondas en funcion del numero de ciclo para calcular el ciclo de cuantificacion (Cq) para cada locus.

Las Figuras 1A y 1B muestran graficos PCR cuantitativos ejemplares del locus de control y dos loci de restriccién
en una muestra de un paciente con cancer (Fig. 1B) y un sujeto sano (Fig. 1A). En la muestra de un paciente con cancer,
en la que los loci de restriccion tienen niveles elevados de metilacion y, por lo tanto, permanecieron practicamente intactos
cuando se digirieron con Hhal, los dos loci de restriccion se amplificaron con gran eficacia, es decir, aumentaron
aproximadamente un ciclo mas tarde que el locus de control (que no se corté en absoluto). En la muestra sana, en la que
los loci de restriccion se caracterizan por niveles bajos de metilacién y, por lo tanto, se cortaron mucho cuando se digirieron
con Hhal, la eficiencia de amplificacion fue mucho menor que la eficiencia de amplificacion del locus de control. Como
puede deducirse de la figura, los valores de Cq de los loci de restriccidon difieren entre pacientes con cancer y sujetos
sanos.

Para cada muestra, se calcularon las relaciones entre la intensidad de la sefial de cada uno de los loci de
restriccion 1-15 (SEQ ID NO: 1-15) y la intensidad de la sefal del locus de control (SEQ ID NO: 16), de la siguiente
manera: el Cq fue determinado para cada locus de restriccidon y para el locus de control. Los valores de Cq se utilizaron
en la siguiente férmula:

2(Cq de locus de control - Cq de locus de restriccién)

Debe entenderse que el calculo se realizé para un locus de restriccion y un locus de control que se coamplificaron
en la misma alicuota.

El valor numérico obtenido para cada locus de restriccion con respecto al locus de control representa la relacion
de sefal entre este locus de restriccion y el locus de control.

En total, se calcularon quince relaciones (es decir, quince calculos segun la féormula anterior) para cada muestra.
La Tabla 2 resume las proporciones medias y la desviacion estandar (Std) de cada locus con respecto al locus de control
en el grupo de cancer y en el grupo de control. Como puede verse en la tabla, las proporciones obtenidas para el ADN
extraido de muestras de cancer de vejiga son significativamente diferentes de las proporciones obtenidas para el ADN
extraido de muestras de voluntarios sanos (sin cancer de vejiga). Especificamente, se observaron proporciones
significativamente mas altas (al menos un orden de magnitud mas altas) para cada locus en el grupo de cancer en
comparacion con el grupo de control, lo que destaca la ventaja en utilizar estos loci para diferenciar entre muestras de
orina de pacientes con cancer de vejiga y las de individuos normales/sanos.
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Tabla 2 - proporciones de sefales

Locus Cancer Control
(SEQ ID NO) Relacidén Est. Relacién Est.
media media
} 31180 B3R (00338 L1060
2 G080 Q02734 XLV LS (082
3 G010 LI306 OIS (o042
4 HEG NI B2 234 00352
3 QOB632 G102 QU089 01228
& AR AN G447334 DRSS QAR
7 003484 (058963 G018 Q0733
3 03383 (09040 G062 QU039
9 303781 360862 ERE RTINS BH4612
10 QOKH 03538 Q00416 Q00284
i1 HREELON (20 300041 (LG0T
12 303324 QA0 300019 46023
13 {03143 Q03330 G002 14 Q00204
14 GO39 EREA GEN7 BHRT0
13 QOWT2 GAN3963 QUOORT NEREIS I

A continuacion, se calcularon la sensibilidad, especificidad y area bajo una curva ROC (AUC) con respecto a la
identificacion de cancer de vejiga para el locus establecido en SEQ ID NO: 1 y para varias combinaciones, o subconjuntos,
de loci. Los datos se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3 - Sensibilidad, especificidad y AUC

Loci (SEQ ID Sensibilidad Especificidad AUC
NO)

HERCH
RS
3383
.88
§.8%

Q3%

GIARY

3feeileld 8%

Yo {1~} QA

Ejemplo 3 - Diagnéstico de pacientes con antecedentes de cancer de vejiga

Se obtuvieron 5 muestras de orina evacuada de 222 pacientes con antecedentes de cancer de vejiga, sometidos
a vigilancia de rutina. Un subgrupo de 40 pacientes (18%) tenia cancer de vejiga recurrente comprobado por biopsia. La
distribucion de estadios fue: 16-Ta, 13-Tl, 3-T2 y 12-CIS y la distribucion de grados fue 19-LG y 26-HG. Se observa que
el numero de muestras clasificadas y clasificadas suman mas de 40, ya que algunas muestran mas de 10 de un
estadio/grado (p. ej., tumor en estadio Tl junto con CIS en el mismo paciente).
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El ADN se extrajo, digirié y amplificd como se describe en el Ejemplo 2 anterior.

Para cada muestra, se calcularon las relaciones entre la intensidad de la sefial de cada uno de los loci de
restriccion 1-15 (SEQ ID NO: 1-15) y la intensidad de la sefial del locus de control (SEQ ID NO: 16), como se describe
anteriormente.

El indice de metilacion promedio, normalizado con respecto a un grupo de referencia de indices de metilacion
(siendo el mas alto 100 y el mas bajo 0), también denominado "EpiScore", fue de 69 y 85 para pacientes con tumores LG
y HG, respectivamente, por lo tanto significativamente correlacionado con el grado del tumor (p = 0,006).

El EpiScore promedio por etapa se muestra en la Tabla 4. El andlisis estadistico utilizando la prueba de

Kolmogorov-Smirmov mostré una diferencia estadisticamente significativa entre los EpiScores Tay T2 (p = 0,0077) y entre
Tay CIS (p=0,0155).

Tabla 4 — Promedio EpiScore

Etapa Promedio EpiScore
Ta 68,6
T1 84,4
T2 90,7
CIs 84,4

La sensibilidad y la especificidad globales fueron del 90 % y el 83 %, respectivamente (Figs. 3A, 5y 3B). La
sensibilidad por etapa y grado se muestra en las Figs. 4A y 4B, respectivamente. El valor predictivo negativo para este
estudio de cohortes fue del 97,4 %.

Los resultados de citologia estaban disponibles en 173 de estos casos. El rendimiento de la citologia resultd con
una sensibilidad del 40 % y una especificidad del 96 %.

De las 173 muestras, 15 eran de pacientes con tumores. Los seis (6) tumores que fueron detectados por citologia,
también fueron detectados por el método descrito en este documento y los dos (2) tumores que no fueron detectados por
el método también fueron detectados por citologia. Sorprendentemente, solo se detectaron siete (7) tumores mediante el
método de la invencion.

El resultado indica que el método descrito en el presente documento es un ensayo sensible y especifico
independiente del operador para la deteccion de cancer de vejiga en muestras de orina evacuadas. Ademas, en
comparacion con la citologia, el método descrito en este documento tiene una sensibilidad significativamente mayor con
una especificidad ligeramente menor. Por lo tanto, el método de la invencién bien puede reemplazar a la citologia de orina
en el control de pacientes con cancer de vejiga sin riesgo de recurrencias.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar el cancer de vejiga en un sujeto humano, comprendiendo el método:

(a) aplicar ADN de una muestra de orina obtenida del sujeto a digestion con al menos una endonucleasa de
restriccion sensible a la metilacion para obtener ADN tratado con endonucleasa de restriccion;

(b) coamplificar a partir del ADN tratado con endonucleasa de restriccion al menos un locus de restriccion que
comprende el locus expuesto en SEQ ID NO: 1 y un locus de control, generando asi un producto de amplificacion
para cada locus;

(c) calcular una relacién entre las intensidades de sefal de los productos de amplificacion de cada uno de dichos
al menos un locus de restriccion y el locus de control; y

(d) comparar la relacion con una o mas relaciones de referencia obtenidas de una pluralidad de muestras de
ADN derivadas de una fuente conocida, identificando asi el cancer de vejiga en el sujeto humano.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que una 0 mas relaciones de referencia comprenden una relacion de referencia
saludable.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que una 0 mas proporciones de referencia comprenden una relacion de referencia
de cancer de vejiga.

4. El método de la reivindicacion 1, que comprende amplificar en el paso (b) el locus de restriccion establecido en SEQ ID
NO: 1 y un locus de control, y al menos un locus de restriccion adicional.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que al menos un locus de restriccion adicional comprende el locus establecido
en SEQ ID NO: 5.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que al menos un locus de restriccidn adicional comprende ademas el locus
establecido en SEQ ID NO: 7 y el locus establecido en SEQ ID NO: 11.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que al menos un locus de restriccion adicional comprende ademas al menos un
locus de restriccion seleccionado del grupo de loci establecido en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15.

8. El método de la reivindicacién 6, en el que al menos un locus de restriccion adicional comprende los loci establecidos
en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15.

9. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas:

proporcionar un primer y un segundo constructo de control que comprenden secuencias de ADN no humano, en
el que el primer constructo de control comprende una secuencia de ADN desprovista de una secuencia de
reconocimiento de la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion, y el segundo constructo de control
comprende una secuencia de ADN que contiene una secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion sensible a la metilacion y que esta completamente desmetilada;

digerir los constructos de control primera y segunda con la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion;

y

amplificar los constructos de control primero y segundo;

en el que la deteccion de una amplificacién adecuada para el primer constructo concomitante con una baja o
ausencia de amplificacidn para el segundo constructo es indicativa de una digestion adecuada del ADN.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que el paso (a) se realiza utilizando una endonucleasa de restriccion sensible
a la metilacién; preferiblemente

donde la endonucleasa de restriccidon sensible a la metilacion es Hhal; o
donde la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion es HinPIl.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que el locus de control es un locus desprovisto de una secuencia de
reconocimiento de la endonucleasa de restriccion sensible a la metilacidn, preferiblemente en el que el locus de control
es el locus establecido en SEQ ID NO: 16.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que el paso (b) se realiza usando PCR en tiempo real.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el método comprende ademas agregar sondas fluorescentes para detectar
especificamente los productos de amplificacion del al menos un locus de restriccion y el locus de control.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que dicho calculo de una relacion entre las intensidades de sefial de los
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productos de amplificacion de cada uno de dichos al menos un locus de restriccion y el locus de control comprende
determinar el ciclo de cuantificacion (Cq) para cada locus y calcular el 2(Calocus de control- Cq locus de restriccion)  preferiblemente
donde la relacién de referencia de cancer de vejiga correspondiente es 2(Calocus de control- Cq locus de restriccion) y donde el ADN

de referencia es ADN de cancer de vejiga.
15. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho cancer de vejiga

se selecciona del grupo que consiste en carcinoma de células de transicion, carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma, sarcoma y carcinoma de células pequeias; o
es carcinoma de células de transicion.
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